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ANOTACE
Teoreticka ¢ast popisuje dutinu Ustni, jeji ¢asti a mikroorganismy, které ji osidluji. Déle se prace
zabyva onemocnénim, které zplsobuji ustni bakterie, a predevS§im vyctem kapnofilnich

bakterii, které jsou soucasti oralni mikrobioty.
KLICOVA SLOVA

kapnofilni bakterie, dutina tstni, parodontitida, gingivitida
TITLE

Occurrence of capnophilic bacteria in the oral cavity

ANNOTATION

The theoretical part of the thesis describes the oral cavity, its parts and the microorganisms that
inhabit it. In addition, there are diseases caused by oral bacteria, especially the list of

capnophilic bacteria, which are part of the oral microbiota.
KEYWORDS

capnophilic bacteria, oral cavity, periodontitis, gingivitis
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SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK

HACEK = oznaceni bakterialnich rodt patticich do jedné skupiny: Haemophilus,
Aggregatibacter, Cardiobacterium, Eikenella, Kingella

PCR = polymerazova fetézova reakce

RFLP = polymorfismus délky restrik¢nich fragmenta
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TERMINOLOGIE

Xerostomie = snizena vlhkost v ustech

Cancer oris (noma) = gangren6zni nemoc uGst a obli¢eje, ktera zpusobuje viedy a pozdéji i
dochdzi k nekroze tkané.

Amplikon = DNA produkt polymerazové fetézové reakce
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UvVOD

Dutinu ustni obyva rozsahly pocet prirozen¢ se vyskytujicich mikroorganismil nazyvany jako
ustni mikrobiom. Jedna se pfevazné o skupinu pro ¢lovéka prospésnych bakterii, kterd chrani
1épe je chranéna. Pfi naruSeni fyziologické ustni mikroflory tzv. dysbioze, dochdzi ke vzniku
mnoha onemocnéni. Prevenci proti vzniku dysbidézy mize byt pravidelna péce o tstni hygienu,
pravidelné navstévy zubnich lékait nebo nadstandartni vyuzivani zubnich doplikt. Pokud
nebudeme dodrzovat Ustni hygienu, je téméf jisté, Zze onemocnime napt. zubnim kazem nebo
zanétem dasni. Specifickou skupinou bakterii, ktera je v bakalaiské praci probirana, je skupina
kapnofilnich bakterii. Kapnofilni bakterie jsou schopné ristu pii 5-10 % CO2 v atmosféfe.
V duting ustni se vyskytuje pifevazné rod Capnocytophaga, ktery je z kapnofilnich bakterii
nejzndméjsi. Jsou to gramnegativni fakultativné anaerobni bakterie a patii mezi obyvatele
pfirozené mikrobialni flory dutiny Ustni lidi, ko¢ek nebo pst. Nejcastéji zpusobuji u lidi

parodontitidu nebo systémova onemocnéni.
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1. Dutina ustni

Dutina Gstni (cavitas oris) je poc¢ate¢nim oddilem traviciho traktu a z anatomického hlediska se
sklada ze rtd, jazyka, patra a zubt [1]. Dochazi v ni k ptijmuti potravy, ktera je dale chemicky
a mechanicky zpracovana a posunuta do jicnu. Mimo jiné dutina ustni vyrazné piispiva k tvorbé
fe¢i a k celkové komunikaci [2; 3]. D&lime ji na ptedsin (vestibulum oris) a vlastni dutinu ustni
(cavum oris proprium) [4]. Pfedsin dutiny Gstni je znama jako $térbina, ktera je ohrani¢ena
z vng&jsi Casti rty a tvafemi a z vnitini ¢asti zuby a dasnémi [3; 4]. Vlastni dutina ustni hranic¢i
se zuby, m¢kkym a tvrdym patrem a spodinou ustni [4]. Soucasti spodiny ustni je svalova
prepazka (musculus mylohyoideus) pokryta v horni ¢asti nadjazylkovym svalem (musculus
geniohyoideus). Dalsi ¢asti dutiny Gstni je patro (palatum), které vytvari stropni oddil dutiny
ustni a tvoti oddélujici panel mezi dutinou ustni a dutinou nosni. Dale patro ¢lenime na tvrdé
patro (palatum durum) kosténého ptivodu a me¢kké patro (palatum molle) obsahujici vazivovou

ploténku s upinajicimi svaly [3].

rty - _ dasen
e /
zuby 7 " 8
tvrdé patro = \ 7
! 2 _ Cipek
meékké patro — y A 1
. mandle
retromolarni —
trojuhelnik bukalni
sliznice

jazyk
— dolni sténa

(spodina)
dutiny ustni

Obrazek 1: Dutina istni, pfevzato a upraveno dle: [5].
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1.1.Jazyk

Jazyk (lingua) je svalovy pohyblivy organ, diky kterému dochazi pti zméné tvaru a velikosti
k posunu potravy nebo k vyznamnym fec¢ovym funkcim [6]. Nachazi se na spoding dutiny Gstni,
kde na jeho povrchu vidime sliznici, ve které jsou ulozeny receptory na chut’ a hmat [6; 7].
Jazyk obsahuje mnoho svalti, kterymi spojuje okolni useky jako jsou dolni celist, jazylka,
bodcovity vybézek (processus styloideus), mekké patro a sténu hltanu. Mezi hlavni ¢asti jazyka
patii kofen (radix linguae), t€lo jazyka (corpus linguae), hrot jazyka (apex linguae) a hibet
jazyka (dorsum linguae). Na jeho povrchu nalezneme mnohovrstevny dlazdicovy epitel [7].
V mistech hibetu a hrotu jazyka jsou vybézky, tzv. papily jazyka (papillae linguales) [7; 8].
Papily slouzi jako chutové poharky jazyka a délime je na papily mechanické (papillae
mechanicae) a chutové (papillae gustatoriae) [1; 2]. Mechanické papily slouzi k vnimani
bolesti a hmatovych podnéti a fadime k nim papily nitkové (papillae filiformes). Soucasti
chutovych papil jsou chutové poharky (caliculi gustatorii) a patfi sem papily houbovité
(papillae fungiformes), listovité (papillae foliatae) a hrazené (papillae vallatae) [2].

1.2.Zuby

Zuby (dentes) vznikaji z ektodermu a ektomezenchymu. Jejich hlavni funkci je uchopovani,
déleni a rozméliovani potravy [7]. V dutiné Gstni jsou uspofadany do horniho a dolniho
zubniho oblouku (arcus dentalis suerior et inferior), kde horni zubni oblouk ptekryva ten dolni
[4; 9]. Kupraveni potravy pomoci zubu pfispivaji tvary hran, vali a jamek podélnych
a pticnych ryh na ploskach zubi [9; 7]. Z hlediska morfologické stranky miizeme na zubech
rozpoznat zubni korunku (corona dentis), kréek zubu (collum dentis), koten zubu (radix dentis)
a dfeflovou dutinu zubu (cavitas dentis). Soucasti diefiové dutiny jsou cévy, nervova vladkna
a zubni dfen (pulpa dentis). Obsah zubu tvoii zubovina neboli dentin (substantia eburnea),
sklovina, enamelum (substantia adamantina) a zubni cement (substantia ossea). Soubor cement-
periodontalni membrana-kost stény zubniho ltiZzka-okrajova ¢ast gingivy je nazyvana v klinické

praxi jako parodont [7].
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sklovina
dren (pulpa) (enamel)
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(dentin)
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(gingiva)

<7
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(nervus, arteria et vena)

Obrazek 2: Popis zubu, pfevzato a upraveno dle: [10].

Lidsky chrup obsahuje zuby doc¢asné (dentes decidui) neboli mlé¢né (dentes lactei): v poloving
dolniho i horniho patra jsou 2 fezaky (dentes incisivi), 2 stoli¢ky (dentes molares) a 1 $picak
(dentes canini); a zuby stalé (dentes permanentes): kazdou polovinu horniho a dolniho patra
tvoii 2 fezaky, 2 zuby tfenové (dentes premolares), 3 stolicky a 1 $picak [11]. V trvalém chrupu
najdeme celkem 32 zubl a v mlé¢ném chrupu pouze 20 zubt. Podle pocatecnich latinskych

nazvu zubd jsou zuby pojmenovany (I, C, P, M) [6].

Zubovina (dentin) tvofi hlavni slozku zubu s az 70 % podilem anorganickych latek, diky
kterym je pruzna a zaroven ma tvrdsi povahu nezli kost. Naopak organickych latek v zuboving
je pouze 20 % [7]. Zubovina také disponuje citlivosti na zmény teplot a tlaku nebo muze
ovliviiovat pocatecni tvarovani zubu [6]. Odontoblasty se podili na vzniku zakladni slozky
dentinu, jejiz obsah je slozen zkolagenu a proteoglykand. Pfi naléhani odontoblastli na
zubovinu z vnitini ¢asti dienové dutiny, dochazi k vysilani vybézka do dentinu [7]. Tyto
cytoplazmatické vybézky nazyvame Tomesova vldkna, kolem kterych vznikaji kanalky dentinu
a vlakna v kanalcich dentinu se ptiblizuji az k dentinu na korunce (dotykajici se skloviny) a na

kofenu (sousedici s cementem) [7; 12]. V organické sloZce dentinu se nachazi kolagenni vlakna
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a mukopolysacharidy [12]. S mineralizaci zakladni hmoty je hlavné spojovan hydroxyapatit
[7]. Zubovina se ¢leni na 3 typy: primarni dentin vznikd do doby zavrSeni vyvinu zubu,
sekundarni dentin zmens$uje obsah hlavné v rozich dienové dutiny, terciarni dentin se vytvari

Vv oblasti drazdéni pulpy [9].

Sklovinu (enamelum) oznacujeme jako nejtvrdsi tkan v celém lidském téle s nejvyS$im
stupném mineralizace [13]. Vytvaii izola¢ni bariéru, ktera zub chrani pied fyzikalnimi nebo
chemickymi vlivy [14]. Na jejim povrchu najdeme 1-2 um silnou blanku, cuticula dentis, ktera
nema zvapenatély povrch sklovinné hmoty. Soucasti skloviny jsou mineralni latky, které
zaujimaji 96-97 %, organické latky 1,0-1,7 % a zbytek hmoty je voda [7]. Sklovina vznika pti
procesu zvaném amelogeneze [14]. Zaklad hmoty skloviny tvoii proteiny bez kolagenu a mezi
hlavni z nich se fadi amelogeniny a enameliny. Sklovinu miiZeme rozdélit na dva sloupce
pojmenované prismata enameli a sklovinova prismata. Prismata jsou vzajemné propojena

zakladni hmotou skloviny a vyviji se od hranice dentinu a skloviny az k povrchu skloviny [15].

Cement (cementum) je tvrda pojivova tkan, ktera je spojena pomoci kolagennich vlaken
k povrchu dentinu. Obsah zubniho cementu je tvofen 46 az 50 % mineralnich latek a kryje kréek
a kofen zubu [7]. Hydroxyapatit je obsazen ve velké ¢asti anorganické hmoty cementu [16].
V oblasti kr¢ku najdeme velice tenkou (20-30 pum) vrstvu cementu, a proto podrazdéni krcku

mize zasahnout nervy dentinu. Kofeny zubti pokryva robustni vrstva (1-2 mm) cementu [15].

Dreii zubni (pulpa dentis) je me¢kka tkan skladajici se z fidkého vaziva, kde jsou uloZeny nervy
a cévy, mizni i krevni. Zubni dfen plni kanalek zubu u kofene i dfefiovou dutinu korunky [13;
7]. Zminéné cévy a nervy zubu vstupuji a vychazeji hrotovym otvorem. Kolem diené se nachazi
vrstva odontoblastd. S ptibyvajicim vékem se kvili tvorbé sekundarniho dentinu dfenova
dutina zmensuje a postupné je zbavena bunék i cév [7]. P¥ipadny prinik zubniho kazu nebo
otevieni dienové dutiny by mohl zpisobit vznik infekce nebo zanétu, ktery by znamenal zanik

dfené [13].

Parodontium (periodontium, ozubice, periodontalni membrana) je skupinové oznaceni pro
vrstvu vazivové tkan€ obklopujici kofen zubu, ktery je zaroven upevnén Vv alveolarni ¢asti zubni
Celisti. Ozubice predstavuje periost, dasen, alveolus, cement a zavésny vazivovy aparat [17;
13] . Vypln §térbiny mezi sténou zubu a kofenem oznacujeme jako periodont. Tato §térbina
vytvaii oblast kolem kofenového hrotu nazyvanou jako periapikalni prostor a ma intraalveolarni
charakter [13]. Periodontalni vlakna zajist'uji upevnéni zubu v alveolarni kosti a také rozdeluje

prostiedi kofene zubu od dutiny ustni [18]. Parodont se vyviji po dobu Zivota zubu a pii vy$Sim
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veéku zubu dochazi k postupnému ubyvani parodontu nebo dokonce ke ztraté celého zubu.
Senzitivni i senzorickou funkci peridontia zajiSt'uji nervova zakonceni s velmi velkou citlivosti
na zménu napéti vlaken v peridontiu nebo reakce na bolestivé vjemy kviili pfehanénému tlaku

na zub [13].

Zubni dasen (gingiva) je vystlana epitelidlni a pojivovou tkani a pfipojena na zuby, které
obklopuje [9]. Gingiva se zabarvuje do svétlé barvy a pokryva alveolarni vybézky celisti
a mezizubni septa [7; 9]. V tseku oralni a vestibularni plochy je uzavirana mukogingivalni
mezi, kde najdeme piechod do Ustni sliznice [9]. Désen se sklada ze Ctyf ¢asti, margo gingivalis,
sulcus gingivalis, gingivodentalni uzavér a papillae gingivales. Margo gingivalis je vyvySeny
okraj dasn¢ kolem zubu a mezi nimzZ a povrchem zubu se nachazi prohluben (sulcus gingivalis).
Gingivodentalni uzavér chrani pied vniknutim infekce do pojiva okolo kr¢ku a kotfene zubu.
Mezizubni prostor v oblasti krckii je vyvysen ve formé papil (papillae gingivales), které tvoti

mezi zuby vybézky dasni, predni a zadni cipy [7].

Zdrava gingiva se barvi do bledé az rlizovobilé barvy, pfedstavuje velmi pevnou strukturu
a nema sklony ke krvaceni [18]. Na povrchu gingivy nachazime po osuseni obvyklé doli¢ky
(stippling). Pfirozené na okraji volné gingivy vystyla kréek zubi a interdentalni papila prostor

mezi zuby [9].

1.3.Slinné Zlazy
Slinné Zlazy ust (glandulae oris) jsou pocetné Zlazy s vyvody vedouci do dutiny ustni, jejichz
produktem je slina (saliva) [11]. Za den jsou schopné vyprodukovat az 1,5 I slin [4]. Slina je
fidké (ser6zni) nebo hlenovité (mucindzni) povahy. Ser6zni slozka se sklada z enzymu Stépici
Skroby, naopak mucindzni sloZka se stard o sousto, aby mé¢lo hladky povrch kvili lepSimu
polknuti. Latky ve slindch se podili na udrZzovani neutralniho ph, které muize Skodlivym
bakteriim zabranovat v rustu [2; 11]. Slinné zlazy délime na malé slinné zlazy (glandulae
salivariae minores) a velké slinné zlazy (glandulae salivariae majores). Mezi velké slinné Zlazy
zatazujeme zl4azu piiusni (glandula parotis), zlazu podcelistni (glandula submandibularis), zlazu

podjazykovou (glandula sublingualis) [11].
Ustni sliznice

Ustni sliznice je tvofena vrstevnatym dlazdicovym epitelem a vyplituje vnitini East ust [1]. Jeji
vyznamnou funkci je zajisténi ochrany tkani pfed chemickymi a mechanickymi vlivy [19].

Mezi faktory patologickych stavill Gstni sliznice se fadi pfitomnost slin, bohaté cévni zasobeni
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nebo piitomnost ustni mikrobidlni floéry. Dulezitd je i struktura povrchu jazyka, ktera dava
prostor k rozmnozeni ustni mikroflory nebo K tvorbé nové vrchni vrstvy jazyka béhem nemoci
[9].

Normalni sliznice dutiny ustni

Normalni sliznice dutiny Gstni je definovana zna¢nymi faktory, které ji charakterizuji, a to jsou
barva, vlhkost, tloustka sliznice a jeji povrch. Barva sliznice byva bled¢ rizova. Svétlejsi barva
sliznice znaci mista s nedostatkem submuko6zniho vaziva, oproti tomu zcervenani sliznice
probiha u zanétd. Ustni sliznice by méla disponovat piiméfenou vihkosti. P¥i nedostatku
pitného rezimu ¢lovéka miize nastat xerostomie. Dal$im faktorem sliznice byva jeji tloustka.
V momenté¢ chronického drazdéni dochazi k zesileni sliznice (hyperplazii) naopak pfi
onemocnéni spojené s karencii sliznice zeslabuje svou tloustku. Povrch slizni¢ni dutiny Gstni
je ptirozené leskly, hladky a prasvitny. Naopak u hyperkeratéz najdeme povrch drsny az

hrbolaty s obsahem zrnic¢ek (u papilomatézy) [9].
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2. Mikroflora dutiny ustni

V lidské ustni mikrobialni flofe zije ptes 700 druhii bakterii podle dat o sekvenci
genu 16 S rRNA, které vytvaii ustni mikrobiom [20; 21]. OvSem velka ¢ast tstnich bakterii se
dodnes nekultivovala in vitro a o jejich vyskytu se mizeme piesvédéit jen diky molekularnim
znaktim. Bakterie dutiny ustni jsou pficinou mnoha nemoci jako jsou zubni kaz, paradentoza,
periimplantitida nebo endodontické infekce. K dalSim onemocnénim zpiisobenym ustnimi
bakteriemi patii onemocnéni koronarnich tepen, respiracni infekce, cerebrovaskuldrni
onemocnéni nebo revmatoidni artritida. Ustni bakterie maji dtleZitou roli v potladeni
patogennich bakterii [20]. Ustni mikrobiota se stara o rovnovazny chod dutiny ustni. Pokud je
chod narus$en, dochézi k jevu ozna¢ovaném jako dysbidza, ktery ma dulezitou roli pfi vzniku
onemocnéni parodontu [21; 20]. Mezi piedni kmeny, které mohou zptisobovat destruktivni
periodontalni nemoci patii Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas

gingivalis a Porphyromona intermedia [22].

Prevotella intermedia patii ke gramnegativnim anaerobnim mikroorganismam, které jsou

soucasti biofilmu subgingivalniho plaku a spolu s P. gingivalis zptisobuje parodontitidu [23].

Streptococcus je rod grampozitivnich fakultativné anaerobnich bakterii [24]. Streptokoky se
mohou nachazet kdekoliv na téle, ale hlavné v dutin€ Gstni a v hornich cestach dychacich. Rod
Streptococcus je fazen do osmi skupin: mitis, sanguini, anginosus, salivarius, downei, mutans,
pvogenni a bovis. Oralni streptokoky zahrnujeme do skupiny viridujicich streptokoki

(Streptococcus viridans) a patii sem v§echny streptokoky kromé skupiny bovis a pyogenni [25].

Streptococcus mitis obyva mikrobialni floru dutiny Gstni. Mezi nemoci, které tento druh mize

zpusobit, se fadi infekéni endokartitida nebo peritonitida [26].

Streptococcus anginosus group je skupina tii streptokoku a tim jsou Streptococcus anginosus,

Streptococcus constellatus a Streptococcus intermedius. Zastupce najdeme v oblasti st [27].

Streptococcus salivarius obyva povrch lidské ustni sliznice. S. salivarius K12 byl izolovan
z détskych slin vroce 1989 a stal se prvnim vzniklym probiotikem za tcelem komerce.
V soucasnosti se mezindrodné pouzivd ve Zvykackach nebo ustnich vodach pro bionickou
ochranu pted infekcemi v tstech. Diky své schopnosti vazat se na povrch sliznice a vytvaret
biofilm pomaha udrzovat stabilni a prospéSné druhy ustni mikrobioty, ¢imz predchazi ptilnuti

patogennich mikrobu [28].
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Streptococcus mutans patii k acidorezistentnim druhiim a je zodpovédny za tvorbu zubniho
kazu. Na povrchu zubu vytvaii S. mutans biofilm v kyselém prosttedi a dochazi
k demineralizaci zubu. Dale podporuje shromazd’ovani a adhezi mikroorganismt k zubtim,

které jsou pokryty slinami [29].

Fusobacterium je rod gramnegativnich nepohyblivych anaerobnich bakterii. Zastupci tohoto
rodu se vyskytuji u pacienti s tonzilitidou, zubni sepsi nebo paratonzilarnimi abscesy.
NejcastéjSim druhem Vv zubnim plaku je F. nucleatum, ktery je ¢lenén do 5 poddruhi:

F. nucleatum, F. polymorphum, F.animalis, F.vincentii a F. fusiforme [30].

Treponema denticola patii k obligatné anaerobnim pohyblivym bakteriim davanym do
souvislosti s parodontitidou [31].

Zastupci rodu Veillonella jsou gramnegativni anaerobni Koky se schopnosti fermentace laktozy.
V dutiné ustni najdeme druhy V. parvula, V. atypic a V. dispar. V. parvula je schopna

konzumovat kyselinu mlé¢nou a zabraniovat efektivné jejimu hromadéni v tstech [24].

Rod Neisseria patii ke gramnegativnim bakteriim a 10 % z nich obyva prostory jazyka. Druhy
jako jsou N. cinerea, N. polysaccharea, N. lactamica a N. sicca se fadi k ptuvodctim oralnich

onemocnéni jen ziidka [25; 24].
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3. Kapnofilni bakterie

Kapnofilni bakterie potiebuji krastu 5-10 % COz vatmosféte. Bakterie, které
nemaji karbonickou anhydrazu, jsou zavislé na vysoké koncentraci oxidu uhli¢itého a nemohou

byt kultivovany za klasickych atmosférickych podminek [32].

3.1.Rod Capnocytophaga
Capnocytophaga je jeden z gramnegativnich kapnofilnich rodd s fakultativné anaerobnimi
vlastnostmi patfici do ¢eledi Flavobacteriaceae [33]. Tento bakterialni rod popsal jako prvni
americky mikrobiolog Leadbetter a patii k normalni mikrobidlni fléfe dutiny ustni lidi, koc¢ek
nebo pst [33; 34]. Pojmenovani rodu pochazi z feckého capnos (kouf) v piekladu oxid uhliéity
[35]. V soucasné dobé registrujeme osm druhd rodu Capnocytophaga u lidi: C. gingivalis,
C. granulosa, C. haemolytica, C. leadbetteri, C. ochracea, C. sputigena, C. periodontitidis
a C. genospecies AHN8471 a 4 druhy u kocek a pst: C. canimorsus, C. canis, C. felis
a C. cynodegmi [33; 36]. Capnocytophaga u lidi je ¢asto spojovana s parodontitidou nebo se
systémovymi onemocnénimi. Ostatni druhy se objevuji po psim nebo koci¢im kousnuti.

Nejcastéji jsou izolovany z Gstni mikroflory druhy C. ochracea a C. sputigena [37].

3.1.1.  Charakteristika rodu
Kapnofagové se pohybuji klouzanim bez pomoci bi¢iku a jejich zdrojem energie je protonova
hnaci sila. Sviij pohyb vyuzivaji k pfechodu pfes membrany, k invazi do hostitelské buriky nebo
vystupu z ni [38]. Zvifeci druhy Capnocytophaga se od humannich odlisuji pozitivni reakci na
oxidazu a katalazu [39]. Pod mikroskopem tvofi kapnofagové jemné, vietenovité a pleumorfni
tvary. Jsou zaznamenavany jako bakterie s naro¢nym rastem [40]. Kolonie Capnocytophaga je
mozné identifikovat po 2 az 4 dnech nebo 1 déle na nékterych médiich, naptiklad na krevnim
agaru. Zastupci tohoto rodu fermentuji vSechny sacharidy s vyjimkou xylézy a mannitolu.
Druhy Capnocytophaga rozeznavame s pomoci hybridizace DNA, MALDI-TOF spektrometrie
nebo analyzou 16 S rRNA [39]. Capnocytophaga spp. spada do skupiny HACEK, ktera

zpusobuje u lidi vyssi riziko vzniku onemocnéni parodontitidy [38].

3.1.2.  Stavba bunééné stény
Kapnocytofagy se fadi mezi gramnegativni bakterie, jak uz bylo popsano vySe. Bakteridlni
sténa gramnegativnich bakterii je oproti grampozitivnim bakteriim ten¢i a méfi asi 15 nm. Tvofi
ji zevni membrana a pod ni ulozeny peptidoglykan, ktery je tenky a obsahuje kyselinu

diaminopimelovou. Nad cytoplazmatickou membranou je tzv. periplasmaticky prostor, ktery
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obsahuje peptidoglykan [41]. Pii studii Godchaux a Leadbetter v roce 2013 zjistili, ze

sulfonolipidy nazyvané kapniny jsou soucasti bunééného obalu u klouzavych bakterii [38].

Zevni membrana je slozena z lipopolysacharidi, proteint a dvojité vrstvy fosfolipidii, v kterych
se nachazi bilkoviny tvofici kanalky tzv. poriny, které transportuji ziviny do periplasmatického
prostoru. Néktera barviva, antibiotika nebo soli zlu€ovych kyselin jsou pro zevni membranu

nepropustné [41].

Periplasmaticky prostor je tvofen bilkovinami, které jsou pouzity jako enzymy ke $té€peni nebo
transportu ziviny. Nekteré enzymy mohou diky své schopnosti inaktivovat antibiotika napf.

u beta-laktamasy [41].

3.1.3. Onemocnéni zpusobena zastupci rodu Capnocytophaga
Zastupci rodu Capnocytophaga mohou zpusobit infekce jako tézké sepse, infekci krevniho
feCisté a osteomyelitidu. Pfedstavitelé rodu Capnocytophaga jsou oznaCovani také za
parodontalni patogeny nejvice u gingivitidy a parodontitidy. Rod Capnocytophaga je tzce
spojen s vyvojem rakoviny dutiny ustni. C.gingivalis koreluje s oralnim spinocelularnim

karcinomem (OSCC) a je oznacovany jako diagnosticky marker této nemoci [42].

3.14. Citlivost na antibiotika rodu Capnocytophaga
Rod Capnocytophaga se vyrazné podili na beta-laktamové rezistenci [37]. S vyuzitim techniky
MALDI-TOF MS bylo mozné detekovat nékolik karbapenemaz a beta-laktamaz s rozSitenym
spektrem (ESBL). V ustni dutin€ se zvySuje prevalence beta-laktamazy na zakladé vysoké
prevalence cfxA pozitivnich PCR kmeni a kvili ni dochdzi k cefalosporinové rezistenci treti
generace u rodu Capnocytophaga. Odolnost vuéi cefalosporiniim tieti generace zajist'uje gen

cfxA [43]. Jsou citlivé na klindamycin, makrolidy nebo tetracykliny [40].
Faktory virulence rodu Capnocytophaga

U druhu C.gingivalis, C. ochracea a C.sputigena se setkame s faktory virulence epiteliotoxin,

faktor inhibitoru fibroblastt a jejich schopnost degradovat imunoglobuliny A a G [44].

3.15. Druhy rodu Capnocytophaga
Capnocytophaga gingivalis

Capnocytophaga gingivalis je kapnofilni, fusiformni bakterie, ktera je schopna kolonizovat na
povrchu kotfene zubu. Jednd se o sacharolytickou bakterii, kterd se projevuje zvySenou

biomasou a proteolytickym potencidlem V prostiedi se zvySenym mnozstvim glukozy [45].
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Tato bakterie se objevuje jako zdroj infekce u imunokompetentnich pacientti jen minimalné
[46]. Mimo jiné se C.gingivalis spolu s F.nucleatum podili na astni dysbioze a oralnim
karcinomu [45].U C. gingivalis byla prokazana citlivost na antibiotika viz. Tabulka 1 [46] na
ampicilin-sulbaktam, metronidazol a meropenem, a naopak rezistence se potvrdila

u klindamycinu a penicilinu [47].

Tabulka 1: Citlivest kmena Capnocytophaga gingivalis na antibiotika, pievzato a upraveno dle: [46].

Izolovany mikroorganismus: Capnocytophaga gingivalis
Antibiotika MIC(pg/mL) Vysledek
ampicilin/sulbaktam 0,094 citlivy
klindamycin >256 rezistentni
meropenem 0,032 citlivy
metronidazol 8 citlivy
penicilin 2 rezistentni

Obrazek 3 Morfologie bakterialnich bunék C.gingivalis z elektronového mikroskopu, pi‘evzato a upraveno dle:
[118].

Capnocytophaga ochracea

Capnocytophaga ochracea je gramnegativni bakterie, ktera se pohybuje klouzavym pohybem
kvili chybéjicimu pohybovému aparatu. Nazev ochracea prekladame jako zluté zbarveni, které
muzeme pozorovat diky pigmentovanym bunikdm. Mimo jiné tento druh je kataldza a oxidaza
negativni. C. ochracea ma imunosupresivni vlastnosti, diky kterym potlacuje funkce
imunitniho systému. Fermentace glukozy, maltozy nebo sachardzy patii k vlastnostem tohoto
druhu, ktery roste pii teploté 37 °C [48]. C.ochracea je piivodcem ulcerace ustni sliznice, ktera
je Casto vyvolana po chemoterapii rakoviny. Dale mize zplsobovat i invazivni infekci pii
neutropenii [39]. C. ochracea se muze vyskytovat u lidi s parodontalnim onemocnénim [49].

Nasledujici studie autora Vasileva z roku 2023 poukazala na nukleazu CoCas9 z C.ochracea
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dekodujici novy fetézec 5'- NRRWC-3" PAM a $tépici DNA in vitro. Informace o nukledze
Cocas9 jsou vyuzitelné pro budouci zkoumani C.ochracea v genovém inzenyrstvi diky jejimu

endogennimu systému CRISPR-Cas [50].
Capnocytophaga haemolytica

Capnocytophaga haemolytica je gramnegativni bakterie v dutin¢ ustni, objevujici se hlavné ve
spojitosti s onemocnénim parodontu [35]. Podle analyzy DNA-DNA bylo prokazano, ze
C.haemolytica a C.granulosa jsou si navzajem a k ostatnim druhtim pfibuzné z méné nez
20 %. C. haemolytica neni schopna aktivovat aminopeptidazu, naopak je pro ni

charakteristicka hemolyticka aktivita [51].
Capnocytophaga granulosa

C.granulosa jsou tenké gramnegativni ty¢inky obsahujici zrnité inkluze, které vidime pfi
obarveni bazickym fuchsinem. Lze je pozorovat v bujonu GAM pii 37 °C v anaerobnim
prostiedi za 5-7 dni. Na TBBP agaru vyrostou ploché sedé kolonie zbarvené do Sedé az fialové
s nerovnymi okraji bez hemolyzy po 5 az 7 dnech. Sledujeme je i na Trypton-so6jovém agaru ve

Zlutém zbarveni kolonii [51].

Ve studii autora M. Ciantar z roku 2001 byly spole¢né izolovany C.granulosa a C.haemolytica
z subgingivialniho plaku 29 pacientt s chronickou parodontitidou. Vzorky byly naneseny na
Fastidious Anaerobe Agar a inkubovany anaerobné. Po 5 dnech byla nutné dalsi kultivace na
stejném agaru S pridanim 5 % CO> pti 37 °C na nasledujici 3 dny. Po obarveni podle Grama
bylo zjisténo, Ze se jedna o gramnegativni tyCinky s vietenovitymi konci s typickym klouzavym
pohybem. Pro stanoveni bakterii byla dale pouzita metoda PCR. Studie prokazala, Ze
C.granulosa a C.haemolytica byly nalezeny u 16 z 29 (55 %) pacienti [44]. U C. granulosa

a C. haemolytica je vhodné pro zlepseni identifikace pouziti extrakce kyselinou mravenci [52].
Capnocytophaga leadbetteri

C. leadbetteri je jedna z gramnegativnich ty¢inek o praméru kolonii 1-2 mm, ktera na agaru
vyrasta v bézovych nebo rizovych koloniich. Tento druh byl testovan na indol, dale na beta-
hemolyzu na krevnim agaru, glykogen nebo hydrolyzu mocoviny a vysledky byly negativni
[34]. Infekce zpusobena C. leadbetteri mize piispivat k riziku vzniku onemocnéni U pacientt

s imunodeficienci jako napt. u infekce HIV [53].
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Capnocytophaga sputigena

Capnocytophaga sputigena patii k pomalu rostoucim, kapnofilnim bakteriim vyskytujici se
v orofaryngealni oblasti a zpusobuje periodontalni onemocnéni nebo bakterémie [54].
C.sputigena zpisobuje infekce v dutiné Gstni u imunokompromitovanych pacientti, zejména
u déti [55]. Nejbéznéji je izolovan z parodontalnich kapes nebo periodontalnich abscest, kde

zije mnoho dalSich bakterii zpisobujici toto onemocnéni.

Studie Angéline Antezack a Manon Boxberger z roku 2021 charakterizuje vznik nového
izolovaného druhu ze vzorku zubniho plaku u chlapcii se zanétem dasni. Zjistilo se, Ze kmen
Marseille-Q4570T je gramnegativni bakterie s podlouhlou kulatou Spickou rostouci pfi
25-56 °C v rozmezi tolerovaného pH 5,5 — 8,5 a obsahem NaCl 5-15 g/l. Diky analyze
podobnosti na principu 16 S rDNA bylo zaznamenano, ze kmen Marseille-Q4570T je ptibuzny
s kmenem Capnocytophaga leadbetteri AHN8855T v 97,24 %. DalSim parametrem byly
hodnoty ortologni primérné nukleotidové identity a digitallni DNA-DNA hybridizace, které
byly mezi témito kmeny 76,81 % a 25,6 %. Na zaklad¢ téchto hodnot vznikl novy druh rodu
Capnocytophaga s nazvem Capnocytophaga bilenii sp.nov [42].

IM4000 15KV 6. 7mm x5.00k BSE M X 10 Gpams

Obrazek 4: Buiika kmene Marseille-Q4570T) po 48 hodinach riistu na agaru Columbia s 5 % ov¢i krve, pirevzato a
upraveno dle: [42].

3.2.Dalsi kapnofilni mikroorganismy

Eikenella corrodens

Eikenella corrodens je sou¢asti mikroflory dutiny ustni ¢eledi Neisseriaceae, rodu Eikenelle a

patii do skupiny HACEK [56]. E.corrodens se fadi mezi obyvatele normalni flory ust, hornich
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cest dychacich, gastrointestinalniho nebo urogenitalniho traktu [57]. V roce 1958 byla popsana
mikrobiologem Eikenem a byla piivodné zatazena do rodu Bacteroides. Pozdéji bylo zjisténo,
Ze obsahuje jiné procento guanin-cytosinu nez rod Bacteroides, a ze Zije aerobné v kultiva¢nich
médiich s heminem. Na zaklad¢ téchto zjisténych informaci byla tato bakterie pfejmenovana
na nyn&jSi nazev Eikenella corrodens [56]. Jedna se o fakultativné anaerobni kapnofilni
gramnegativni ty¢inku, kterou najdeme v misté infekce lidského kousnuti. E. corrodens obcas
muze zpusobovat infekci krevniho fecisté nebo orbitalni infekce [58]. Tento kmen je schopen
narGst i v aerobnim prostiedi, pokud do pudy ptidame krev nebo hemin. E. corrodens

inkubujeme v atmosféte 5 % CO2 [59]. Tato bakterie je citliva na cefalosporiny 3.generace nebo

karbapenemy [57].

Obrazek 5: Kolonie Eikenella corrodens na krevnim agaru, inkubovano pri 37 °C, 48 hodin v 5 % COg, pi‘evzato a
upraveno dle: [60].

Mezi lety 2013-2019 zpisobila E. corrodens fadu infekci. Ve studii jsou podrobné popsany
3 ptipady z 58 zkoumanych. Dv¢ ze tfi zkoumanych déti mely abscesy §titné zlazy a jedno mélo
subperiostalni orbitalni absces. Mista vzniku infekce se liSila a fada pacientl méla 1 dalsi

onemocnéni viz. Tabulka 2 [57].
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Tabulka 2: Onemocnéni zptisobena Eikenella corrodens, pievzato a upraveno dle: [57].

Vyskyt Eikenella corrodens

Diagnoza Pocet pozitivnich vzorki

mozkovy/epidurdlni absces 19%
akutni hnisavd tyreoiditida/absces $titné Zldzy 17,20%
Orbitdlni celulitida/periorbitdlni absces 12,10%
Sinusitida 12,10%
Tonsilitida‘peritonsilarni absces 12,10%
Cholesteatom/Akutni zanét stfedniho ucha 10,30%
Osteomyelitida 8,60%
Septicka flebitida levé vnitini juguldrni zily 5.20%
Infekce moldru 3.40%
Subgaledlni absces 3,40%
Infekce v misté chirurgického zikroku 3.40%
Slusni pistel 1,70%
Endoftalmitida 1,70%
Infikované lidské kousnuti na cele 1,70%
Absces krku 1,70%
Novorozenecka konjunktivitida 1,70%
Parotitida 1.70%
Pterygoidni absces 1,70%
Retrofaryngedlni absces 1,70%
Tromboza septického kaverndzniho sinu 1,70%

Nejcastéjsim piiznakem infekce byla horecka u 66 % o0sob nebo bolest u 59,6 % osob.
Koinfekce jinymi bakteriemi, nez je E. corrodens se nasla u 74,1 % ptipadi a jedna se hlavné
0 skupinu viridujicich streptokokit z 60,5 %. Mezi nejcastéji predepsand antibiotika byla
zatazena z 37,5 % penicilin a 25 % klindamycin. Nebylo hldSeno zddné timrti a kompletni

zotaveni bez trvalych nasledki bylo ziejmé u 67,6 % ptipadi [57].

Aggregatibacter aphrophilus

Agregatibacter aphrophilus je gramnegativni, kapnofilni, nepohybliva bakterie s vlastnostmi
oxidaza a katalaza-negativni. Byla izolovana ze zubniho plaku a gingivalni kapsy.
A. aphrophilus zpisobuje také onemocnéni jako je mozkovy absces, empyém nebo meningitidu
[61]. Prikaz tohoto mikroorganismu kultivaci je velmi naro¢ny, proto je vhodnou volbou
sekvenovani genu 16 S rRNA nebo hmotnostni spektrometrie. Po oSetfeni zubnim lékafem
mohou nastat komplikace spojené s infekci jako napf. pii infekéni endokartitidé. A. aphrophilus

je povazovan za komenzala dutiny tstni [62].
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Aggregatibacter aktinomycetemcomitans je gramnegativni, kapnofilni, fakultativni kokobacil
majici mnoho faktord virulence, které zjednodusi osidleni a proniknuti do tkané parodontu [22].
V oralni mikrobiomu je jedinym mikroorganismem, mezi jehoz faktory virulence patii
leukotoxin a cytoletalni distendujici toxin [63]. A. aktinomycetemcomitans je zodpovédny za
gingivitidu a poskozeni periodontdlniho vazu a jeho typickou vlastnosti je pomaly rdst na
hemokultuie [64]. Muze se objevovat i u lokalizované agresivni formy parodontitidy [65]. Tato
komenzalni bakterie je soucasti skupiny HACEK (Haemophilus, Aggregatibacter,
Cardiobacterium, Eikenella a Kingella), ktera zptisobuje infekéni endokartitidu, bakteriémii
nebo septikémii [66]. Bylo prokazano, ze existuje souvislost mezi parodontitidou a
A. actinomycetemcomitans kvuli genotypu JP2, ktery je schopny vyprodukovat mnoho

leukotoxinu [67].

Porphyromonas gingivalis je soucasti gramnegativnich anaerobnich kapnofilnich bakterii,
které se podili na zanétlivém onemocnéni zubni tkan€. S dal$imi mikroorganismy v duting Gstni
tvoii zubni biofilm [68; 69]. Tato oralni bakterie se objevuje u pacientl s kardiovaskularnim
onemocnénim, ulcerdézni kolitidou, ale primarné u lidi s periodontalnim onemocnénim.
P. gingivalis je schopny vyhybat se obrannym mechanismim hostitele a oslabit jeho imunitni
odpovéd’. K faktorim virulence bezpochyby patii cysteinové proteazy, lipopolysacharid nebo
ceramid a vné&j$i membranové proteiny [69]. Na krevnim agaru P.gingivalis roste v ¢ernych
koloniich. Ve spojitosti s chronickou parodontitidou byl P.gingivalis identifikovan u 87,75 %
pacientt [70]. Je podporovan bakterii F.nucleatum, ktera pro néj vytvari kapnofilni prostredi

k metabolismu molekularniho kysliku a peroxidu vodiku [71].

Zastupci rodu Gemella jsou povazovani za Gcastniky lidského tstniho mikrobiomu. Jedna se
0 komenzalni bakterie, i pfestoze zpisobuji oportunni infekce. Lze je zpozorovat u pacienti
s onemocnénim dutiny ustni nebo endokarditidou. Z mikrobiologického hlediska se jevi jako
nepohyblivé kapnofilni koky s vlastnosti oxid4za, kataldza negativni. RozliSujeme 5 lidskych
druhti. Ve studii od autora Morales z roku 2023 byly vyizolovany vzorky z deviti odlisnych
mist v ustech ¢loveéka pro zjisténi lokalizace rodu Gemella v dutiné Gstni. Potvrdila se existence
téi oralnich lidskych druht rodu Gemella: G. haemolysans, G. sanguinis a G. morbillorum.
G. haemolysans najdeme na bukalni sliznici nebo keratinizované dasni, G.sanguinis sidli na
jazyku a G.morbillorum v zubnim plaku [72]. V roce 1917 byla G. morbillorum, diive

Peptostreptococcus, objevena Tunicliffem [73].
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Studie Patel a kol. (2021) naznacuje, jak je dtlezita péce o dutinu tstni pfi 1é¢bé endokarditidy
zpusobenou Gemella morbillorum a Actinomyces odontolyticus [74]. Tyto bakterie jsou casto
zaméhovany S gramnegativnimi bakteriemi kvuli jejich rychlému odbarvovani [75]. Vystupem
studie Miyoshi a kol. (2021) byla informace, ze G.haemolysans ma vyssi podil vyskytu
u zdravych pacientli nez u pacientll s onemocnénim parodontu. Na zaklad¢ vysledkl testu
inhibice rustu byly prokazany proteinové ¢astice v supernatantu G.haemolysans, které se podili
na potlaceni rastu P.gingivalis [76]. G. spp identifikujeme metodou sekvenovani genu
16 SrRNA [77].

Actinomyces odontolyticus patii mezi anaerobni, grampozitivni, kapnofilni, nepohyblivé
ty¢inky, u kterych pozorujeme hladké az zrnité kolonie s ¢ervenym pigmentem [78]. V roce
1958 byl A. odontolyticus objeven u pacienti s pokro¢ilym stadiem zubniho kazu. Nachazi se

vétsinou na povrchu jazyka v supra nebo subgingivialni oblasti [79].

31



4. Onemocnéni dutiny ustni

4.1.Gingivitida
Gingivitida je zdnét dasni, ktery je zptisoben primarné tvorbou bakteridlniho plaku na povrchu
zubl a patii k nejcastéjSim chorobam dasni [80]. Pti zanétu dasni dochazi u gingivy Kk zarudnuti.
Gingivitida se projevuje v akutni nebo chronické fazi a mize zplsobit ptechod do parodontitidy
[81; 17]. Ve studii autora Duque z roku 2016 byly pozorovany déti s diabetem 1.typu a déti bez
diabetu a jejich souvislost se zanétem dasni. Vysledky potvrdily ptitomnost druhd
Capnocytophaga sputigena a Capnocytophaga ochracea u zanétu dasni u déti postizenych

diabetes melitus 1.typu [82].

Obrazek 6: Zanét dasni, pfevzato a upraveno dle: [83].

Lécba gingivitidy

Efektivnim c¢iSténim zubd docilime rychlejSiho odstranéni zubniho plaku a zanétu dasni.
Pravidelnou péci o naSe zuby piispivame k zdravi nejen dutiny Ustni, ale 1 k zdravi celého téla.
Studie Munirah Yaacob z roku 2014 prokazaly, ze elektrické kartacky vyraznéji redukuji zanét
dasni nez ty manualni [80]. Dalsi variantou odstranéni zanétu dasni je navstéva dentalniho
hygienisty, ktery je schopen diky profesionalnim néstrojiim znicit zubni plak, ale 1 zubni kdmen
Vv prostorech mezizubnich nebo na povrchu zubu. Zamezeni gingivitidy docilime i pouzivanim

mezizubnich kartakd nebo zubni niti [81].

32


https://www.cochranelibrary.com/cdsr/doi/10.1002/14651858.CD002281.pub3/information#CD002281-cr-0002

Typy gingivitidy
Akutni nekrotizujici ulcerézni gingivitida

Akutni nekrotizujici ulcerozni gingivitida patii mezi velmi ojedinélé onemocnéni gingivy
zpusobené fusiformnimi a spirochetovymi bakteriemi. Jedna se o velmi akutni a destruktivni
ulcerace a zanét v mezizubnich déasnich. Pii nedodrzeni 1é¢by dochazi k okamzitému rozpadu
tkan¢, nastupu nekrotizujici ulcerdzni parodontitidy nebo dokonce i k cancrum oris (noma).
Podle studii autord Dufty J z roku 2017 a Kaplan D z roku 1981 zptsobuji akutni nekrotizujici
ulcerézni gingivitidu hlavné spirochety a gramnegativni bakterie jako jsou Bacteroides

intermedius a Fusobacterium spp [84].

Odlisna studie autora Malek R z roku 2017 tvrdi, ze tuto infekci zptisobuji zastupci Treponema
spp., Selenomonas spp., Fusobacterium spp nebo Prevotella intermedia. Nejcastéji se setkame
s touto nemoci u mladych podvyzivenych déti nebo mladych HIV pozitivnich osob [85]. Lécba
akutni nekrotizujici ulcerdzni gingivitidy zalezi na pfipadu, vétSinou je pacientovi podan

metronidazol a doporuéeno dodrzovat spravnou Gstni hygienu v¢etné pouziti Gstni vody [84].
Nekrotizujici ulcer6zni gingivitida

Nekrotizujici ulcerdzni gingivitida je akutni klinicky typ zanétu dasni, u kterého rychle dochézi
k vzniku bolesti, k nekroze a postupnému krvaceni v oblasti gingivy. Nekrotizujici ulcer6zni
gingivitida ma mnoho pojmenovani znamé jako Vincentova nemoc nebo fusospirochetalni
gingivitida. Tato nemoc se projevuje u lidi s nizkou imunitou, pfevazné u lidi s onemocnénim

HIV [85]. Capnocytophaga spp. je zodpovédna za nekrotizujici ulcerdzni gingivitidu [38].

4.2.Parodontitida

Parodontitida je mikrobialni infekce, ktera muze vést k zanétu zubni tkané [22]. Toto
onemocnéni je typické ztratou dasni, vazi, kosti a hluboké parodontalni kapsy mezi zubem
a dasni [86]. Mezi druhy, které mohou zpisobovat destruktivni periodontalni nemoci patii
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Porphyromonas
intermedia nebo Actinobacillus actinomycetemcomitans. V nejvyssi mife nachazime hlavné
druh Aggregatibacter actinomycetemcomitans [22; 64]. Actinobacillus actinomycetemcomitans
je castokrat spojovan s lokalizovanou agresivni parodontitidou, kterou doprovazi ztrata
alveolarni kosti cCelisti a naslednou ztratu zubu [64]. Kapnofagové byli izolovani
z parodontalnich kapes a bylo zji§téno, ze mohou zpiisobovat onemocnéni parodontu [87].

U onemocnéni parodontu rozliSujeme chronickou a agresivni formu [88].
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Parodontitida

Zdravy zub

Zubni sklovina

Zubni dasné

Alveolami kost

Parodontitida

Zanét dasné
=~

Zubni plak 2
Prohlubujici se kapsy dasné

Recese alveolami kosti

Obrazek 7: Porovnani stavu zubu u onemocnéni parodontitidy, pfevzato a upraveno dle: [17].

Chronicka parodontitida je nejbéznéjsim projevem paradentozy a patii mezi hlavni divody,

kvtli kterym dospélym jedincim vypadavaji zuby. V parodontalnich kapsach se nachézi ptes

500 bakterialnich druhti, které zapticinuji chronické onemocnéni parodontu. K nejznaméjsim

bakteriim patii Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Tannerella forsythia,

Treponema denticola a Agregatibacter actinomycetemcomitans. Téchto 5 bakterii bylo

sledovano a pouzito pii porovnani skupiny marockych pacienti s tézkou chronickou

parodontitidou a kontrolni skupinou se stejnym onemocnénim v agresivni formé. Vzorek byl

odejmut ze 4 nejhlubsich mist subgingivalniho plaku pacientd a poté by proveden test PCR.

Byla prokazana pfitomnost patogennich bakterii v parodontu u 23 zkoumanych pacientd, av§ak

studie nepotvrdila vyznamné rozdily v mikrobiologickém profilu mezi onemocnénim tézké

chronické parodontitidy a agresivni parodontitidy [89].
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4.3.Zubni kaz

Zubni kaz patii mezi nejcastéj$i onemocnéni zubii S 35 % svétovou prevalenci napti¢ vSemi
vékovymi kategoriemi. K zubnimu kazu dochazi pti zvySené demineralizaci tvrdych zubnich
tkani diky bakteridlnimu Ustnimu biofilmu [90]. Hostitel pfispiva ke vzniku onemocnéni
stravou s fermentovanymi cukry a sacharidy [91]. Pro zamezeni tvorby zubniho kazu je dulezité
dodrzovat Ustni hygienu, zdravé stravovani a omezit sycené¢ napoje. Dalsi faktory, které
pfispivaji ke zminénému onemocnéni patii poziti alkoholu nebo koufeni. Podle svétoveé
zdravotnické organizace (WHO) trpi zubnim kazem po celém svété 2 miliardy lidi [90].
Onemocnéni 1ze detekovat prostiednictvim mnoha metod jako je napft. rentgen, ktery se vyuziva
nejbéznéji. CBCT (Cone Beam Computed Tomography) je dulezity pro diagnostiku zubnich
kazt kvuli jeho nizké expozi¢ni dobé a velmi vysoké piesnosti [92]. Skoro u 50 % bakterii,
véetné rodu Capnocytophaga, zptsobujici zubni kaz, neni mozna kultivace na umélém médiu

[93].

Zatinajici zubni kaz ve  Hlubsi kaz ve skloviné Vznik kazu v zuboviné Kaz v zubni dfeni
skloviné

Obrazek 8: Vyvoj zubniho kazu, pfevzato a upraveno dle: [94].

4.4.Halitoza

Halit6za neboli zapach z Gst ma primarné bakterialni piivod. Pro zlepSeni halitdzy existuji ustni
vody s chlorhexidinem, které vyrazné snizuji zapach z ust [95]. Disledkem této nemoci lidé
ztraci sebevédomi a maji pocit nedostate¢nosti. Pro vySetieni halitozy je vhodny halitometr,
nejcastéji s kvantifikaci tékavych sloucenin jako je sira. Sira je obsazena v hnilobé ustnich
mikroorganismt hlavné¢ v podobé sirovodiku, které produkuji gramnegativni anaerobni
bakterie zpusobujici zapach zust [96]. Vyzkum autorti Izidoro zroku 2023 prokazal, ze
I pfitomnost druhu Capnocytophaga gingivalis, zastupce subgingivialniho plaku, u pacientd po

1é¢be s parodontitidou mize mit souvislost se snizenim hodnot u halitozy [45].
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4.5.Rakovina dutiny astni

Ptes 400 tisic ptipadi nadora hlavy a krku ro¢né se vyskytuje z 40 % v dutin¢ Gstni. U rakoviny
dutiny Ustni patii mezi rizika napt. zvySena konzumace tabaku a alkoholu, ktera v soucasnosti
se poji s dysbidzou oralni mikrobioty. Studie zabyvajici se rakovinou dutiny ustni naznacuje,
ze pomoci detekce pyrosekvenovanim genu 16 S rRNA identifikujeme bakterie zptisobujici
toto onemocnéni. Mezi nejCastéji nalezené rody patii Streptococcus, Porphyromonas nebo
Fusobacterium a pro kontrolni skupinu: Prevotella, Capnocytophaga, Actinobacillus nebo
Oribacterium [97].
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5. Laboratorni diagnostika

5.1.Polymerazova retézova reakce

Polymerazova fetézova reakce (PCR) vznikla v roce 1983 a jejim vynalezcem byl Dr. Cary
Mullis. Jedna se o jednoduchou, rychlou, a hlavné cenové nenarocnou metodu in-vitro, ktera
funguje na principu amplifikace specifickych sekvenci DNA. Dochazi u ni k zmnozeni DNA

na pocet kopii, které cili na dvoufetézcové iseky DNA.

Principem testu PCR je opakovani 3 fazi: 1) denaturace, 2) hybridizace, 3) elongace (synteticka
faze). Denaturace probiha pii 94-95° C. Dosednuti primer podmifiuje jejich teplota tani, ktera
je v rozhrani od 55-70 °C a elongacni faze zacina pii 70° C. Inicia¢nim krokem oznacujeme

spojeni druhé a treti faze PCR kvuli rychlejsimu prubéhu analyzy [98].

| ~ 99 | masasuuEsy
§
Mg . . 1 85°C - Strands Separate 1. Denaturing

DMA Sample Primers Nucleotides

NoaaaalNial

@ ﬂ l 55¢C - Primers Bind Template 2. Annealing

\ Tag Polymerase  Mix Buffer PCR Tube /,’ m

THeaxunen

l T2C - Synthesise New Strand 3. Extension

PcReyde  mmm b oDl

Thermal Cycler m

Obrazek 9: Princip PCR, pievzato a upraveno dle: [99].
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5.1.1. Real-time PCR (PCR v realném case)

Real-time PCR je jinou mozZnosti pro zjiStovani malych segmentd DNA prostiednictvim
kratkého trvani cykll nebo také eliminace pribéznych krokii pro PCR. Real-time PCR se lisi
od klasického PCR tak, ze dokaze v rychlém ¢ase detekovat amplikony. Amplikony v real-time
PCR jsou detekovany diky sledovani znaCenych primert a fluorogennich molekul obsahujicich
sondy nebo samotné amplikony. Proti klasické PCR ma real-time PCR nevyhodu, Ze vyZaduje
otevieni systému pro sledovani amplikond [100]. Pii kvantitativnim stanoveni metodou Real-
time PCR lyzatd z gingivy bylo zjisténo, ze A. actinomycetemcomitans se vyskytuje v sir$i mife
u mladsich pacientii s agresivni parodontitidou na rozdil od chronické parodontitidy nebo
zdravych jedinct [88]. Pii jiné studii autora Lindholm z roku 2021 bylo testovano 284 vzorkd
slin od adolescentli na pfitomnost bakterii A. actinomycetemcomitans a jejiho genotypu JP2
a A. aphrophilus kvantitativni metodou PCR. Vyskyt druhu A.actinomycetemcomitans byl
prokazan u 71,8 % pacientti a JP2 genotyp u toho druhu byl pfitomen u jednotlivce a 99 % JP2
genotypu bylo zjisténo u A. aphrophilus [67].

5.1.2. PCR-RFLP

K vySetieni rodu Capnocytophaga je vhodné pouziti metody PCR prostiednictvim
polymorfismu délky restrikénich fragmentt [87]. Tuto metodu lze separovat elektroforézou na
agar6zovém gelu [101]. RFLP se odliSuje homolognimi sekvencemi DNA, které pouzijeme
k detekci pritomnych fragmenti jinych délek pro Stépeni vzorki DNA specifickymi
restrikénimi endonukledzami. Molekulovy marker RFLP je kodominantni a konkrétni pro jeden
klon nebo restrikéni enzym. Sonda RFLP je hybridizujici sekvence DNA s jednim nebo vice

fragmenty DNA [102].
Odbér vzorku a extrakce rodu Capnocytophaga

Ze zubniho plaku je odebran vzorek pomoci sterilni kyrety, dale pfeveden do redukované
transportni tekutiny a odeslan do laboratote. V laboratofi je vzorek vortexovan kvili uvolnéni
mikroorganismu v tekutin€ a je pfipraven k extrakci DNA, kterd je nutnd pted zahdjenim PCR

prostiednictvim polymorfismu délky restrik¢énich fragmentt [103].

38



Extrakce DNA rodu Capnocytophaga

V prvnim kroku je DNA extrahovana pomoci modifikované metody proteinazy K. Vzorky
kapnofagti jsou pteneseny do zkumavky s T.E pufrem a pak probiha homogenizace
vortexovanim. Poté jsou zkumavky zcentrifugovany pti 5000 ot. /min. po dobu 5 minut. Dal$im
krokem dojde Kk odstranéni supernatantu, promyti TE pufrem a piidani lyza¢niho pufru
1. Prob&hne znovu vortexovani a vzorek je uchovan v pokojové teploté po dobu 5 minut [87].
V nasledujicim kroku pfidame lyzacni pufr 2, proteindzu K a zkumavky inkubujeme pti 60 °C
na 2 h. Diky vlozeni zkumavek do vrouci vodni 1azné na 10 minut, doslo k deaktivaci enzymu.
Vzorky byly dale centrifugovany pfi stejnych otdckach na stejnou dobu. V zavéru extrakce byl
ve zkumavce nalezen supernatant s DNA, ktery byl uskladnén pfi teploté - 20 °C pted dalsi

analyzou [103].

Primery byly cilené na oblast 16 SrRNA uréenou pro druhy kapnofagh. Detekce
amplifikovaného produktu 1500 bp probéhla pomoci elektroforézy na 2 % agar6zovém gelu.
Doslo ke stépeni vzorki restrikénim enzymem Hhal, dale byla provedena inkubace a smés byla
dana na 2,5 % agardzu pro elektroforézu pii 80 V. Do kazdého gelu byl piidan 100 bp DNA
zebiik, ptidani ethidium bromidu dospélo k obarveni gelu a poté byly vzorky zachyceny
pomoci gelového dokumentacniho systému. Studie autora Idate z roku 2020 prokazala, Ze ze
300 vzorki zdravych pacientii a pacientll s onemocnénim parodontu byly nalezeny 3 druhy rodu
Capnocytophaga u 237 (79 %) vsech pacientd. Konkrétné C. ochracea byla identifikovana
s vyss§im podilem 36,33 %, dale C. granulosa s 32,66 % a C gingivalis s 10 % [103].

& 1500 bp

- l 1000 bp
- 500 bp

" 100 bp

- Y of ivalis | e
Cg - Capnocytophaga gingivalis N - negativni kontrola

(_&’" - Capnocytophaga granulosa M -marker molekulové hmotnosti
Co - Capnocytophaga ochracea

Obrazek 10: Elektroforéza vybranych druhii rodu Capnocytophaga na agarézovém gelu, pievzato a upraveno dle:
[103].
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Jina studie podle Ciantara zroku 2005 zkoumala izolaci 187 klinickych izolata
Capnocytophaga spp. ze subgingivialniho plaku od pacienta s chronickou parodontitidou
pomoci 16 S rRNA PCR-RFLP. Do vyzkumu bylo zahrnuto sedm druhd kapnofagu:
C. gingivalis, C. ochracea, C. sputigena, C. granulosa, C. haemolytica, C. canimorsus
a C. cynodegmi. Na RFLP se pouzily tfi restrikéni enzymy: Cfol, Haelll a Rsal, ovsem Cfol

byl jedinym, ktery prokazal v§ech sedm druhia Capnocytophaga [101].

Cg - Capnocytophaga gingivalis MM - marker molekulové hmotnosti
Co - Capnocytophaga ochracea
Cs - Capnocytophaga sputigena

Cgr - Capnocytophaga granulosa

Ch - Capnocytophaga haemolytica
Ccn - Capnocytophaga canimorsus
Ccy - Capnocytophaga cynodegmi

Obrazek 11: 16 S rRNA PCR-RFLP analyza druhi rodu Capnocytophaga, pfevzato a upraveno dle: [101].

5.2.Sekvenace 16 S rRNA

U dvou zkoumanych gramnegativnich kmenl pla2T a 051621 doslo k izolaci ze
subgingivalniho plaku U pacientd s t€Zkym onemocnénim parodontu. V pribéhu sekvenovani
16 S rRNA studie autora Zhang z roku 2021 prokazala, Ze se jedna s mén¢ nez 96,4 % jistotou
0 druhy rodu Capnocytophaga. Celogenomové sekvence zminénych kment vysly s méné nez
91,9% nukleotidovou shodou. Identifikace kment probihala 1 digitalni hybridizacni metodou
DNA-DNA, kde hodnoty vychazely 48,4 % v porovnani s jinymi typovymi kmeny druhi rodu
Capnocytophaga. Na zakladé genotypovych, fenotypovych a fylogenetickych informaci byl
nalezen novy druh kapnofagli kmene pla2T, Capnocytophaga periodontitis [104].
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5.3.MALDI-TOF

V dnesni dobé jsou casto vyuzivany hmotnostni spektrometry (TOF) pro rozpoznéani
patogennich bakterii kultivovanych z klinickych vzorkt. V minulosti byla vynalezena mekka
ioniza¢ni technika, ktera se Castokrat vyuZzivala spole¢né s hmotnostnim spektrometrem
a dominovala vlastnosti rychlé analyzy, jednoduchou obsluhou nebo vysokou citlivosti. Metoda
MALDI-TOF MS je specializovana na diferenciaci bakterii na jejich proteinech rozpustnych
ve vod¢ [43]. V soucasnosti je metoda MALDI-TOF MS frekventované pouZzivana

Vv laboratofich klinické mikrobiologie k rychlé identifikaci mikroorganismu [52].

Predpriprava vzorku: Shirani dat: Analyza dat:

Kultivace bakteric, obohaceni bakterie Molekulirni hmotnostni identifikace, Spektrdlni shoda,
mikrofluidiky a funkénimi materialy v¥voj novych matric, stan_snc.ke analyzy, : )
Jjednobunééna hmotnostni spekirometrie strojové u¢eni‘hluboké uceni

®
®

®
®

@

Obrazek 12: Struény popis diagnostiky pomoci MALDI, pi‘evzato a upraveno dle: [105].

Podle studie Rodriguez-Sanchez z roku 2016 MALDI-TOF MS lze pouzit pro levnou a rychlou
identifikaci na arovni rodu Capnocytophaga se 100 % piesnosti a s 77,4 % shodou pro detekci
lidskych kapnofagl. OvSem bylo zjisténo, Ze MALDI-TOF MS neni schopna C.leadbetteri
v databazi najit [106].V jiné studii autora Frandsen z roku 1996 tato metoda nerozeznala ani

C. gingivalis a C. granulosa [107].

5.4.Mikrobiologicka diagnostika
Pro zjisténi morfologie bakterii vyuzivame znalosti mikroskopickych technik. Mikroskopicky
prikaz bakterii je levny a rychly. Kur¢eni mikroorganismu vyuzivame fixaci a obarveni
preparatu. Nejvyuzivangjsi barvici technikou je v praxi Grammovo barveni, které umoziuje

vidét tvar bakterie a rozpoznat jeji vlastnosti [41].
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5.4.1. Grammovo barveni
organismia v mikrobiologii. Principem tohoto barveni je zachyceni barviva buné¢nou sténou
bakterie po omyti alkoholem. Bakteridlni sténa u gramnegativnich bakterii oproti
grampozitivnim bakteriim je tenkd a lze ji odbarvit alkoholem. Rozpoznani kmeni na
grampozitivni a gramnegativni spociva v barevném odlisSeni druht pod mikroskopem.
Grampozitivni mikroorganismy pozname podle zachovani modrofialové barvy, naopak
gramnegativni druhy jsou Cervené. [108]. Grampozitivni a gramnegativni kmeny maji mimo
jiné¢ i odlisnou citlivost na antibiotika. Barveni podle Gramma vyuzivame hlavné pro

diagnostiku anaerobnich infekci [41].
Postup Grammeova barveni

Prvnim krokem zbarvime sklicko pouzitim barviva krystalovd violet. Druhym krokem
zafixujeme barvivo pifidanim roztoku s jédem znamy jako Lugoliv roztok, ktery zabranuje
odstranéni barviva. Poté pouzijeme alkohol pro odbarveni barviva. Poslednim krokem
Grammova barveni je pfidani fuchsinu nebo safraninu. Tento posledni krok je vyznamny pro

odbarvené gramnegativni bakterie, které pfijmou rtizovou barvu pro lepsi identifikaci [108].

5.4.2. Kultivaéni prikaz
Ptimy prikaz bakterii kultivaci funguje na principu zmnozeni jednotlivych mikroorganismii na
nezivych pudach. Kultivaci prokazujeme mnozstvi mikrobli ve vzorku a izolujeme jednotlivé
kmeny pottebné pro identifikaci mikroorganismii. Obrovskym benefitem kultiva¢niho prikazu

bakterii je moZnost stanoveni citlivosti na vice antibiotik diky uzkému kontaktu s izolovanym

kmenem [109].
Kultivace rodu Capnocytophaga

Fastidious Anaerobe Agar je vhodny ke kultivaci naro¢nych anaerobt. Sklada se z peptonu,
Skrobu, hydrogenuhli¢itanu sodného, heminu, specifickych ¢inidel pro podporu ristu

jednotlivych mikroorganismu, pyruvatu, vitaminu K, sukcinatu sodného a glukézy [110].

TBBP médium je urcené pro kapnofilni bakterie, které vyrostou na tomto selektivnim médiu
v hnédych koloniich [87]. Médium obsahuje 4 % Trypton Soya Agar, 5 % ov¢i krve, 0,1 %
kvasnicového extraktu, 50 pg/ml bacitracinu a 100 pg/ml polymyxinu B [111].
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Vhodnym agarem pro druhy rodu Capnocytophaga je neselektivni agar Brucella s heminem
a vitaminem K. Pro inkubaci zvolime anaerobni komoru s atmosférou 10 % H2, 5 % CO2 a

85 % N pii 37 °C [52].

Tyto bakterie jsou vklddany do anaerobnich lahvi a inkubovany pii 37 °C v systému
BacT/ALERT. Bakterialni kolonie po 72 hodinach pod 5 % CO> vykazuji na krevnim agaru

klouzavy pohyb, ktery je pro tyto mikroorganismy charakteristicky [112].

Obrazek 13: Capnocytophaga ochracea po obarveni dle Gramma (A) a C.ochracea vykazujici klouzavy pohyb na
krevnim agaru (B), pfevzato a upraveno dle: [112].

Idealni agar pro kapnofagy je i Columbia agar s 5 % ov¢i krvi inkubovany pii 37 °C po dobu
48 h [42]. Dalsim zpisobem, jak vypéstovat kapnofila, je pouziti sklenice na svicku, CO>
inkubatoru nebo vaku [113]. Sklenice na svicku obsahuje sklenice s ptiléhajicim vickem, kam
se vlozi kultury a svic¢ky. Poté se svi¢ka zapali a viko se uzavie. Hofenim svicky dochézi ke

spotfebé vétsiny pritomného kysliku a uvolnéni CO» [114].

Existuji vzduchotésné vaky vyrobeny z prithledného plastu, které vytvaii vhodnou atmosféru
pro kultivaci kapnofilnich bakterii. Pomér O2a COz2 se upravi mnozstvim chemickych sloucenin
v kazdém sacku, u kterého dojde k absorpci kysliku a uvolnéni oxidu uhli¢itého [115]. CO2
inkubatory jsou urceny K rustu, udrzovani a Kultivaci mikrobiologickych kultur, které Ziji za
specidlniho slozeni atmosféry jako napt. kapnofilni bakterie. Inkubator zajistuje uvniti

optimalni teplotu, vlhkost, CO2 a obsah O v atmosféte [116].

Ze zkoumané studie od autora Rummens z roku 1985 vypliva, Zze CAP medium je vyborné
pouzit k obnoveni rodu Capnocytophaga z kontaminovanych klinickych vzorkt [117].
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ZAVER

Bakalaiska prace se zabyva vyskytem kapnofilnich bakterii v dutin¢ astni. V tivodu je
popsana dutina astni, podrobné ¢asti zubi a jejich zasadni funkce v organismu.

Dale je popisovana role oralni mikrobioty pfi potlaceni patogennich bakterii a disledky
vzniku onemocnéni v dutin€ ustni. Diky nerovnovaze v ustni dutiné vlivem dysbidzy,
dochazi k vyvolani mnoha ustnich onemocnéni a vede k zhorSeni prostfedi v ustech
Clovéka. Ktomuto stavu clovek piispiva nevhodnym stravovanim, zanedbavanim
pravidelné péce o své zuby nebo uzivanim navykovych latek. Mezi nejcastéjsi onemocnéni
zpusobené bakterialni nerovnovahou v dutin€ ustni patéi gingivitida nebo zubni kaz.
Abychom témto nemocem piedesli, je potieba se zdrave stravovat, pravidelné si Cistit zuby
a omezit kouteni a alkohol.

V siroké mife se moje bakalarskd prace zaméfuje na kapnofilni bakterie, které rostou pfi 5-
10 % CO. v atmosféte. Existuje mnoho kapnofilnich druhti jako je napf. rod
Capnocytophaga nebo Eikenella.

Podrobnéji se prace vénuje rodu Capnocytophaga, ktery 1ze prokazat v zubnim plaku u lidi.
Zastupci tohoto rodu jsou gramnegativni kapnofilni bakterie, které mohou ve vzacnych
pfipadech zplsobit u lidi tézké sepse nebo infekce krevniho feciSté. Bakterie rodu
Capnocytophaga jsou povazovany za parodontalni patogeny u gingivitidy nebo
parodontitidy. Mimo jiné je tento rod rezistentni vii¢i cefalosporintim tieti generace.

V zavéreéné kapitole bakalaiské prace jsou zminovany moznosti, jakymi zpusoby
diagnostikovat kapnofilni bakterie v laboratofi a principy jejich metod. Nejvyuzivanéjsi
metodou pro detekci kapnofilnich bakterii je metoda PCR, diky jejimu pfesnému

a rychlému méteni na rozdil od kultiva¢nich technik, které jsou ¢asto zdlouhavé.
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