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ANOTACE

Tato bakalaiska prace poskytuje uceleny piehled o biofilmech, se zvlastnim dirazem na
dentalni biofilm a jeho vyznam pro zdravi dutiny Gstni. Prace popisuje vznik, strukturu a vyvoj
biofilmi. Dale je text vénovany také dal§im onemocnénim spojenych s tvorbou biofilmd, jako
jsou infekce dychacich a mocovych cest, chronické rany a infekce souvisejici s implantaty.
Prace predstavuje rtizné moderni diagnostické a terapeutické pfistupy, které podporuji

efektivnéjsi 1écbu a prevenci negativnich dopadu biofilmu na lidské zdravi.

KLICOVA SLOVA

Biofilm, dentalni biofilm, bakterie, detekce biofilma, mikrobialni infekce

TITLE

Dental biofilm

ANNOTATION

This bachelor thesis provides a comprehensive overview of biofilms, emphasizing dental
biofilms and their importance for oral health. The thesis describes the origin, structure, and
development of biofilms. In addition, the text also discusses other diseases associated with
biofilm formation, such as respiratory and urinary tract infections, chronic wounds, and
implant-related infections. The work presents various modern diagnostic and therapeutic
approaches that promote more effective treatment and prevention of the negative impact of

biofilms on human health.
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UvVOD

Biofilm je strukturovany shluk mikroorganismti obklopenych extracelularnimi
polymernimi latkami. Historie vyzkumu biofilmG sahd az k prvnim mikroskopickym
pozorovanim Anthonieho van Leeuwenhoeka a rozsitila se s pokroky v molekularni biologii
a mikroskopickych technologiich. Dnes zahrnuje pokrocilé techniky jako -elektronova
a konfokalni mikroskopie, které poskytuji hlubsi pochopeni biofilmové struktury, dynamiky
a vlastnosti. Vlastnosti biofilmu hraji klicovou roli ve zvysené odolnosti mikroorganismui vici
nepfiznivym vnéjSim faktorim.

Vyznam dentédlniho biofilmu pro zdravi Gstni dutiny je nepiehlédnutelny, jelikoz je uzce
spojen s vyvojem zubniho kazu a parodontitidy. Tato onemocnéni maji zna¢ny vliv na kvalitu
zivota postizenych jedincii. Zpiisoby boje proti negativnim u¢inkiim dentalniho biofilmu
zahrnuji mechanické ¢iSténi zubt, chemické latky a rozvoj novych antimikrobialnich ptipravki.

Cilem této prace je poskytnout uceleny piehled o vzniku, struktufe a vyvoji biofilmi,
S hlavnim zaméfenim na dentdlni biofilm. Zaroven se prace veénuje porozuméni dal$im
onemocnénim spojenych s tvorbou biofilmi, jako jsou infekce dychacich a mocovych cest,
chronické rany ¢i infekce spojené s implantaty. Piistupy k detekci a 1é¢bé biofilmi jsou zde
prezentovany s vyuzitim modernich metod a technologii. Tyto metody podporuji efektivngjsi

diagnostiku a umoznuji efektivnéjsi zasah proti negativnim dopadtim biofilmi na lidské zdravi.
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1 MIKROBIALNI BIOFILM

Biofilm je organizovany shluk mikroorganismt, které jsou pevné pfichyceny k zivym ¢i
nezivym povrchiim a obklopeny matrici tvofenou extracelularnimi polymernimi latkami (EPS)
(Donlan, 2002). V minulosti se v8ak pfedpokladalo, ze mikroorganismy se vyskytuji pfevazné
jako volné plujici planktonni bufiky (Dufour a kol., 2010). Tuto teorii za¢al vyvracet jiz Anthoni
van Leeuwenhoek, ktery jednoduchym mikroskopem pozoroval shluky mikroorganismt na
povrchu zubd (Donlan, 2002). Nasledné Louis Pasteur objevil a nacrtl agregaty bakterii pfi
kvaSeni vina (Heiby, 2017). O vice nez dvé stoleti pozdé&ji americky bakteriolog Henrici
pozoroval rast fas v akvariu. Krom¢ fas vSak naSel také tenkou rovnomeérnou vrstvu
bakterialniho povlaku. Ve své praci uvedl, ze vodni bakterie nejsou volné plovouci organismy,
ale rostou na souvislych povrsich pod hladinou (Dufour a kol., 2010). Jen o par let pozdé&ji dosli
k podobnému zavéru i Heller a Heukelekian. Ti popsali vyssi aktivitu a podpofeny rust
moiskych mikroorganismi na ptilnavém povrchu (Donlan, 2002). Avsak detailngjsi zkoumani
biofilmu nebylo v té¢ dobé mozné, nebot’ vyvoj elektronové mikroskopie byl v pocatcich. Az
v roce 1969 byl vyuzit transmisni elektronovy mikroskop k pozorovani biofilmu ve vodnim
prostfedi. Timto typem mikroskopie byly rozliseny morfologicky riznorodé typy bunék
(Donlan, 2002). Termin ,,biofilm*“ zavedl poc¢atkem 70. let 20. stoleti mikrobiolog J. W.
Costerton. Se svymi kolegy studoval bakterialni spolecenstvi vytvoiena na povrsich ve vodnim
prostiedi. Zjistil, ze tato spolecenstvi nejsou jen ndhodné agregaty jednotlivych bunék, ale ze
se jednd o vysoce organizované struktury se specializovanymi adaptivnimi funkcemi
ovlivitujicimi napt. ptijem Zivin, odstraniovani odpadnich latek a také ochranu bunék (Bamford

akol., 2023).

1.1 Struktura biofilmu

Biofilmova extracelularni polymerni substance je sloZzena z polysacharidii, proteini, lipidi
a nukleovych kyselin, které tvoti hydratovany polarni material trojrozmérné struktury. Slozeni
matrice zavisi na podminkach prostiedi, napt. na dostupnosti zivin, staii biofilmu ¢i pfitomnosti
riznych mikrobialnich kmentd (Abdallah a kol., 2014). V této struktufe se mohou vyskytovat
také nebunééné slozky (mineralni krystaly, ¢asti korodovanych materialt, jilu ¢i sedimentu).
Z toho vyplyva, ze se biofilmy mohou tvofit v rizném prostiedi a na riznych povrsich. Muze
se jednat o zivé tkang, 1ékarské pomicky, vodovodni potrubi nebo o rizné povrchy v piirodé

(Donlan, 2002).
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Struktura biofilmu mize byt vyrazn¢ ovlivnéna také vlastnostmi povrchu, rozhranim,
hydrodynamikou a proudénim tekutiny. Napt. biofilmy rostouci v laminarnim proudéni jsou
nerovnomérné a tvoii je hrubé kulovité agregaty bunck oddélené dutinami, zatimco
Vv turbulentnim proudéni jsou biofilmové struktury spise protahlé (Davey a O’toole, 2000).

Detailnéj$i prozkoumani struktury biofilmti umoznil az konfokalni skenovaci laserovy
mikroskop (Davey a O'toole, 2000). Timto typem mikroskopie bylo objasnéno, ze zraly biofilm
ma trojrozmérnou strukturu (Aparna a Yadav, 2008). Pomoci této mikroskopie bylo dale
zjisténo, ze mikrokolonie Vv biofilmu mohou byt slozeny zjednoho druhu bakterii,
z vicedruhovych spoleCenstev bakterii ¢i zrtiznych kombinaci dalSich mikroorganismi,

napt. kvasinek, plisni ¢i archei (Davey a O'toole, 2000; Liu a kol., 2023).

1.2 Vlastnosti biofilmu

Struktura biofilmu uzce souvisi s jeho vlastnostmi a funkci. Mikroorganismy v biofilmu
se totiz velmi lisi od planktonnich bunék a toto spolecenstvi jim pfinasi uréité vyhody. Bakterie
Vv biofilmu maji odliSnou morfologickou strukturu, nizsi citlivost k environmentalnim faktorim
(napt. vysychani), vyss§i odolnost vici toxickym latkam a mechanickému poskozeni. Dale
vykazuji vys$si odolnost i viiéi bakteriofagim ¢i predatorim. Bakterie v biofilmu maji také vyssi
metabolickou aktivitu, odlisné biologické charakteristiky i genetickou vybavu. Trojrozmérna
struktura biofilmu také nejspiSe poskytuje pfirozenou bariéru a ochrannou vrstvu pro
mikroorganismy (Liu a kol., 2023).

Bakterie v biofilmu jsou odolné&jsi vuci UV zafeni, protoze je matrice dokaze ochranit.
Zateni se totiz nedostane do hloubky, a tak vétSinou poskodi jen prvni vrstvu biofilmu. Nékteré
bakterie dokazi tvofit latky pfirozené chranici pfed UV zafenim, napf. aminokyseliny podobné
mykosporinu anebo karotenoidni pigmenty (de Carvalho, 2017).

Odolnost biofilmovych bunék viéi dezinfekénim prostiedkiim je nékolikanasobné vyssi,
nez je tomu u planktonnich mikroorganismt. Tato rezistence mize souviset S omezenym
pronikanim biocidd do struktury biofilmu. Bunky jsou zabudovany do matrice
exopolysacharidii, kterd brani priniku biocidi k bunkam. Neékteré bakterie mohou ménit
expresi membranovych proteinti a tim se zhorsi prinik biocidu do membrany. Avsak také mtize
dojit k tomu, Ze se buiiky adaptovaly na prostfedi nebo se v biofilmu vyskytuji perzistentni
buniky (Abdallah a kol., 2014). Bylo také zjiSténo, Ze vicedruhové biofilmy jsou odolné&jsi viici
dezinfekénim prostfedkim ve srovnani s biofilmy jednodruhovymi (Liu akol., 2023).

Rezistence biofilmu vici antibiotikim mize mit fyzikalni podstatu (napt. tloustka a chemické
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slozeni matrice branici priniku antibiotika k bunikam), nebo fyziologickou podstatu (snizeni
ptijmu zivin, zpomaleni rstu a snizeni G¢inku antibiotik). Buiiky v biofilmu si mohou predavat
geny rezistence a také se zde vyskytuje vétsi pocet riznych efluxnich pump odstranujicich
razné druhy 1é¢iv (Yin a kol., 2019).

Buniky v biofilmu také 1épe unikaji imunitnimu systému. Interaguji s fagocytdrnimi
leukocyty a vyhybaji se jim tim, ze si mezi sebou vyménuji biochemické signaly. Dalsi
moznosti, jak biofilmy mohou fagocytéze zabranit, jsou mechanické prosttedky. Schopnost
fagocytu pohltit agregat biofilmu totiz zavisi na jeho velikosti, materidlovych vlastnostech
a adhezni i kohezni sile. To znamena, ze pokud je agregat pfilis velky nebo pevné pfichyceny
k povrchu, fagocyt neni schopen jej zneskodnit (Stewart, 2014).

Struktura biofilmu umoziuje mikroorganismim ziskat vétsi odolnost vac¢i pusobeni
tepelného stresu. V prostiedi s extrémné vysokymi teplotami jim biofilm odolava a udrzuje
vhodné podminky pro rist a rozmnozovani bun¢k. Naopak v extrémné chladném prostiedi
poskytuje biofilm ochranu a bunky tak 1épe ptezivaji (Yin a kol., 2019).

Lze tedy fici, Ze odolnost biofilmd vici extrémnim podminkam prostfedi umoznuje
vytvofeni vhodnych biotopi a usnadiiuje vyménu materialu a informace mezi buitkami. Tvorba

biofilmu je tedy vyznamnym obrannym mechanismem mikroorganismu (Liu a kol., 2023).

1.3 Vznik a vyvoj biofilmu

Vyvoj biofilmu je nepfetrzity, dynamicky a slozity proces vyzadujici kooperaci bunék.
Roli v jeho tvorbé hraji vnitini charakteristiky bunék, metabolismus bun¢k, geneticka vybava,
signalni molekuly, ale také podminky prostfedi, napi. kultivaéni médium (Yin a kol., 2019).
K tvorbé biofilmu dochazi zpravidla na rozhrani dvou fazi — na rozhrani plynné a pevné faze
(napf. plicni infekce), pevné a kapalné faze (katetry, potrubi) ¢i kapalné a plynné faze (povlaky
na hladin€ vody) (Renner a Weibel, 2011;Rulik a Hola, 2012). VVznik biofilmu mizeme popsat
péti postupnymi kroky, viz Obrazek 1.
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Obrazek 1: Proces tvorby mikrobidlniho biofilmu (upraveno dle Guzmdn-Soto a kol., 2021)

Piichyceni planktonnich bungk je prvni a zasadni krok tvorby biofilmu. Bakterie vyzivaji
své povrchové organely a proteiny (biciky, fimbrie, curli, proteiny zevni membrany) ke snimani
aptipojeni K povrchu. Knavazani bunky musi byt substrat ponofen ¢i byt v kontaktu
s tekutinami obsahujicimi nékteré makromolekuly (napt. DNA, proteiny a huminové kyseliny)
(Renner a Weibel, 2011). Poté vznikd kondiciona¢ni vrstva obsahujici volné proteiny
a sacharidy (Dincer a kol., 2020). Tato vrstva pfitahuje mikroorganismy, jez se reverzibilné
adsorbuji na povrch, a to pomoci slabych interakei, jako jsou van der Waalsovy sily (Yin a kol.,
2019) ¢i Levisovy acidobazické a elektrostatické interakce (Abdallah a kol., 2014). Adheze na
povrchy je dale ovlivnéna teplotou, organickou hmotou ¢i pH prostiedi (Abdallah a kol., 2014).

Kolonizace je druhou fazi pii tvorbé biofilmu. Mikroorganismy se ireverzibilné ptipoji
K povrchu a za¢ne se tvofit EPS, kterd umozni snadn&j$i adhezi mezi bunikami i povrchy
(Renner a Weibel, 2011). Na koloniza¢ni vrstvé se hromadi elektricky naboj, ktery pfitahuje
bakterie s opacnym nabojem. Pfipojeni je uskute¢néno hydrofilni ¢i hydrofobni interakci
biciky, pili, lipopolysacharidy, exopolysacharidy, adhezivnimi proteiny vazajicimi kolagen,
atd. (Yin a kol., 2019).

Ve fazi vyvoje biofilmu dochéazi k rozmnozovani i akumulaci bunék a dale k tvorbé
mikrokolonii. Bakterie také ve velkém mnozstvi produkuji a vylucuji EPS a jsou zapouzdieny
ve vrstvé hydrogelu. Ten tvoifi fyzickou bariéru mezi extracelularnim prostfedim a touto
komunitou. Tvorbu a sekreci EPS stimuluje chemick4d komunikace mezi buitkami (Renner
a Weibel, 2011).

Zranim biofilmu se bunétné spolecenstvi dale rozviji. Tvofi trojrozmérné struktury

a dozrava v komplexni biofilm. To vSe diky replikaci bun¢k a hromadéni extracelularnich
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polymernich latek (Renner a Weibel, 2011). Zraly biofilm obsahuje vrstvu bohatou na ziviny,
ktera podporuje rychly rist mikroorganismi. Také jsou v ném pfitomny difuzni kanaly
zajistujici distribuci zivin, kysliku, signalnich molekul a dalSich latek potifebnych pro rist
mikroorganismu. Tyto kanaly slouzi i K odstranovani odpadnich produktii a mrtvych bunék
(Dincer a kol., 2020).

Poslednim krokem tvorby biofilmu je disperze bunék z biofilmové struktury (Dincer
a kol., 2020). Mikrobialni buiiky jsou oddéleny od povrchu, a to bud ve shlucich nebo
jednotlivé. Tyto bunky nasledné kolonizuji jina mista a za¢ina tak dalsi proces tvorby biofilmu.
Je to dulezity krok pro Sifeni a sebeobnovu mikrobialniho spolecenstvi. K disperzi bun¢k
dochazi v piipadé vycerpani kysliku ¢i pti nedostatku zivin, a dale v dusledku interakce
S riznymi vné&j§imi ¢i vnitinimi faktory. Tyto faktory podporuji aktivaci genti zapojenich do

disperze (Abdallah a kol., 2014).

1.4 Quorum sensing

Quorum sensing je v podstaté chemicka komunikace mezi bakteriemi. Jedna se o signalni
mechanismus. Neékteré bakterie umi reagovat na chemické molekuly — autoinduktory
(podobnost s hormony). Jejich koncentrace totiz odpovida hustoté mikrobialni populace. Pokud
autoinduktor dosdhne prahové koncentrace, bakterie signdl zachyti a reaguje na néj zménou
genové exprese (Reading a Sperandio, 2006). Toto je dulezity proces nejen pii tvorbé biofilmu.
pohyblivost, produkci sekundarnich metabolitdi (Renner a Weibel, 2011), rezistenci
k antibiotikim ¢i bioluminiscenci. Avsak k tomu dochazi jen v piipadé dosazeni vysoké
hustoty populace (Turan a kol., 2017).

Proces quorum sensing je u kazdé bakterie mirné odlisny. Struktura rtiznych signalnich
molekul je znazornéna na Obrazku 2. U Gram-pozitivnich bakterii jsou signalnimi molekulami
autoindukujici peptidy (AIP). Tyto peptidy jsou tvofeny v ribozomu a jsou aktivné
transportovany z bakterialni bunky (Azimi a kol., 2020). Vylucované peptidy se vazou na
signalni receptor, interaguji s dvouslozkovym systémem, a nakonec reguluji genovou expresi
(Reading a Sperandio, 2006). Komunikaci u Gram-negativnich bakterii f¥idi napf. proteinovy
systtm LuxI/LuxR. Protein LuxI (signidlni syntdza) produkuje signalni molekulu
acyl-homoserin lakton (AHL) (Turan a kol., 2017). Zvysena koncentrace AHL vede k vazb¢ na
signalovy receptor LuxR a k nasledné aktivaci transkripce genti (Li a Tian, 2012). Existuje jeste

tieti typ signalnich molekul, ktery je pfitomen u nékterych Gram-pozitivnich
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a Gram-negativnich bakterii. Jedna se o autoinduktor 2 a slouzi hlavné pro mezidruhovou
komunikaci (Turan a kol., 2017).
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Acyl-homoserin lakton Oligopeptid Autoinduktor 2

Obrazek 2: Chemické struktury signdlnich molekul v procesech quorum sensing (upraveno dle
Turan a kol., 2017)

1.5 Detekce mikrobialniho biofilmu

Detekce tvorby biofilmi je mozna prostiednictvim jednoduchého testu v mikrotitraénich
destic¢kach. Biofilmy se vytvati na povrchu jednotlivych jamek, kde jsou nasledné obarveny
krystalovou violeti. Barvi se vSak mrtvé i zivé bakterialni butiky a také nékteré slozky matrice
biofilmu. Desticky musi byt po obarveni promyty, aby bylo odstranéno nenavazané barvivo
a planktonni bunky. Poté se provadi spektrofotometrické méteni. Intenzita zbarveni odpovida
mnozstvi vytvofeného biofilmu (Azeredo a kol., 2017). Krom¢ mikrotitra¢ni desti¢ky lze pouzit
i osmikomorova sklicka. Nevyhodou téchto metod je, Ze se vyrostlé biofilmy nedaji povazovat
za zralé kvuli statickym podminkam pii kultivaci (Cleaver a Garnett, 2023).

Pro dynamické hodnoceni rlstu biofilmu v redlném cCase slouzi mikrofluidni zatizeni
s malymi kanalky a konstantnim pratokem tekutiny. Tento sytém umoziuje rust biofilmu
v samostatnych sklenénych komorach nebo kanalcich. Analyza biofilmu je mozna pomoci
elektromagnetické impedanéni spektroskopie. K detekci ristu biofilmu vyuziva elektricky
proud aplikovany na vzorek a méti odezvu pomoci senzorti. To umoziuje analyzu dynamického
rastu bez pouziti konfokalniho mikroskopu. Hlavni vyhoda mikrofluidich systémi je moznost
zobrazovani biofilmu in situ v realném case. S vyuzitim sond a barviv mizeme s pomoci
konfokalniho mikroskopu vytvaret komplexni obrazy struktury biofilmu a jeho slozek (Cleaver
a Garnett, 2023).

Pro zobrazeni biofilmu lze vyuzit také mikroskopické techniky. Nejjednodussi z nich je
svételna mikroskopie a slouzi prevazné k vizudlnimu ovéfeni piitomnosti biofilmu na
zkoumaném substratu. Jeji nizka rozliSovaci schopnost vSak neni vhodna pro detailnéjsi
zkoumani biofilmu (Cleaver a Garnett, 2023).

Mnohem lepsi piedstavu o struktufe biofilmu poskytuje fluorescen¢ni mikroskop

a konfokalni laserovy skenovaci mikroskop (CLSM). Oba tyto typy vyuzivaji fluorescencni
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sondy a barviva (Cleaver a Garnett, 2023). Nejcast¢ji se pouzivaji barviva nukleovych kyselin,
napi. SYBR-Green (Azeredo a kol., 2017). Fluorescen¢ni mikroskop umoziuje zobrazeni do
vétsi hloubky ve srovnani s CLSM. Na druhou stranu ma vsak konfokalni laserovy skenovaci
mikroskop lepsi rozliSeni diky pfesnému laseru. Laser navic umoziuje skenovat biofilm ve
tfech rovinach, coz vede k torb¢ 3D modelu (Cleaver a Garnett, 2023; Wilson a kol., 2017). 3D
model poskytuje informace o hloubce biofilmu, biomase a plose povrchu (Cleaver a Garnett,
2023). CLSM navic umoziuje vizualizaci pln¢ hydratovanych zivych vzorki v realném case,
coz poskytuje tidaje o slozeni a vlastnostech matrice biofilmu (Schlafer a Meyer, 2017).

Dalsi mikroskopickou metodou pro analyzu vzorki je skenovaci elektronova mikroskopie
s vysokym rozlisenim (SEM). Tato metoda je Siroce pouZzivana pro posouzeni interakci mezi
bakteriemi v biofilmu a povrchem substratu. Také se vyuziva k hodnoceni struktury biofilmu,
K posouzeni Gc¢innosti antimikrobidlnich latek a metod k odstranéni biofilmt (Cleaver
a Garnett, 2023). SEM vyuziva pro zobrazeni vzorku svazek elektrond, jeZz po pruchodu
elektromagnetickymi cockami interaguji S povrchovymi molekulami vzorku. To vyvola emisi
sekundarnich elektrond, které jsou zachyceny specialnim senzorem a pievedeny na digitalni
obraz. Velkou nevyhodou SEM je nemoznost pouziti na zivé vzorky a vyzaduje zdlouhavou
ptipravu vzorku, v¢. fixace a dehydratace. Vzhledem k tomu, ze biofilm obsahuje az 97 % vody,
mize celkova dehydratace vést k deformaci celé struktury (Wilson a kol., 2017).

Existuji vsak modifikace SEM, jako je Kryo-SEM a environmentalni skenovaci
elektronova mikroskopie (ESEM). Kryo-SEM umoziuje uchovani biofilmli ve zmrazeném
hydratovaném stavu. Po rozlomeni zmrazené¢ho vzorku se odhali strukturni detaily roviny
zlomu a vnitini struktura biofilmu. ESEM zachovava integritu biofilmu v pfirozeném stavu.
Neupraveny vzorek je umistén do komory s proménnym tlakem misto do komory s vakuem,
coz umoznuje vizualizaci snimkd hydratovanych Zivych bakterialnich biofilmt (Azeredo a kol.,
2017).

Také rastrovaci elektrochemickou mikroskopii (SECM) Ize vyuzit k zobrazeni biofilmu.
Tato metoda hodnoti bioelektrické proudy pomoci malych mikroelektrod. Sondou je skenovan
povrch biofilmu a redoxni procesy kolem vzorku. SECM mize poskytnou 3D mapu prostiedi
ataké ji lze vyuzit k hodnoceni ristu a metabolického potencialu biofilmt. Dal$i moznost
vyuziti je hodnoceni povrchu biofilmu, zejména faktord virulence. Hlavni vyhodou SECM je
nedestruktivnost a moznost pouziti v realném Case. Tato metoda ma vSak i sva omezeni,
zejména dlouhou dobu skenovani a nemoznost skenovat velké a drsné povrchy (Cleaver
a Garnett, 2023).
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Spektroskopické metody se k detekci biofilmu také vyuzivaji. Jedna se zejména 0
infraervenou spektroskopii a Ramanovu spektroskopii. Infracervena spektroskopie detekuje
chemické signaly prostiednictvim absorpce svétla, zatimco Ramanova spektroskopie detekuje
rozptyl svétla. Ob¢ metody poskytuji klicové informace o struktuie a mezibuné¢né komunikaci
(Wilson a kol., 2017).

Biofilm lze detektovat také pomoci molekularné-biologické analyzy. Piikladem takové
metody je transkriptomika. Jedna se o analyzu kompletnich mRNA transkriptd bunék, coz
odhaluje rozdily v genové expresi mezi riznymi bunkami. Tato metoda poskytuje informace
0 aktivité¢ biofilmti. PredevSsim prostorova transkriptomika nabizi ptehled 0 chovani
mikroorganismu na riznych topografickych mistech v ramci biofilmu. Tato informace pfispiva
K lepsimu porozuméni jejich interakci a chovani vramci komplexniho mikrobialniho

spolecenstvi (Cleaver a Garnett, 2023).
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2 DENTALNI BIOFILM

vvvvvv

skalu riznych mikroorganismi, napt. bakterie, houby, viry, archea a prvoky (Zhang a kol.,
2018). V dutiné tstni je mozné identifikovat az 700 druhi bakterii, coZ z ni ¢ini duhou nejvétsi
bakterialni komunitu lidského té¢la (Radaic a Kapila, 2021). Riznoroda prostiedi dutiny ustni
(napt. sliny, epitelové sliznice, hibet jazyka nebo povrch zubti) poskytuji idealni podminky pro
rist mikrobialnich spoleCenstev. Rust je navic podpofen vlastnostmi povrchii umoznujicich
adhezi, pfitomnosti kysliku a dalSich latek ptivadénych slinami (Valm, 2019).

Kolonizace sliznice dutiny ustni je ve srovnani s ostatnimi povrchy omezena. Na bukalni
sliznici najdeme jen monovrstvy bakterii, které pravideln¢ vznikaji a zanikaji. Oproti tomu na
jazyku se jiz vyskytuji vicevrstvé bakterialni povlaky podobné biofilmu. Piedpoklada se tedy,
ze jazyk osidluje vEtsi mnozstvi rozmanitéjsich mikroorganismi ve srovnani s ostatnimi
slizni€nimi povrchy. Na zubech je vSak mira kolonizace jesté¢ vétsi. Jejich neodlupujici se
povrch totiz poskytuje vhodné prostiedi pro vyvoj biofilmu. Zubni plak se tvoii postupnou
kolonizaci riznymi mikroby a zlstava v prub&hu casu stabilni (Zhang a kol., 2018).

Kolonizace povrchu zubu probiha ve vice fazich. Nejprve vznikne na Cisté zubni skloving
vrstva glykoproteintl, tzv. ziskana pelikula. Bakterie se na tuto vrstvu vazou pomoci afinitnich
adhezinl, jez interaguji Se substraty v pelikule (Abranches a kol., 2018). Tyto bakterie
oznacujeme jako ranné kolonizatory a patfi mezi né hlavné oralni streptokoky a nasledné také
Gram-pozitivni ty¢inky, a to hlavné Actinomyces (Larsen a Fiehn, 2017). Pozdgji toto prostiedi
kolonizuji bakterie, napf. Fusobacterium, které rozpoznavaji proteinové ¢i polysacharidové
receptory na povrchu rannych kolonizatort. Po rozpoznani receptoru se navazi na ranné
kolonizatory a vytvori se tak komplexni biofilm (Huang a kol., 2011; Larsen a Fiehn, 2017).
Bakterie jsou béhem vyvoje biofilmu metabolicky aktivni a vyuZivaji endogenni ziviny
ptivadéné predevsim slinami. Diky tomu se tvoii extracelularni matrice, bakterie jest¢ 1épe
pfilnou k povrchu a jsou vice chranény pied puisobenim mechanickych vlivii zahrnujicich

pohyby jazyka ¢i oplachovani tekutinami (Heller a kol,. 2016).

2.1 Struktura dentalniho biofilmu

Bakterie se na zubnim povrchu vyskytuji ve dvou formach, a to bud’ jako subgingivalni
biofilm (pod dasni), nebo jako supragingivalni biofilm (nad dasni). SloZeni a struktura téchto

dvou typut biofilmu se mirné 1isi (Zhang a kol., 2018). V supragingivalnim plaku se vyskytuji
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predevsim bakterialni kmeny Firmicutes a Actinobacteria. Tyto bakterie jsou uspotfadané ve
form¢ dlouhych vlaknitych struktur a na jejich okrajich se nachazi kokovité bakterie. Svym
vzhledem pfipominaji kukufi¢né klasy (Obrazek 3) (Radaic a Kapila, 2021). Pomoci
fluorescenéni in situ hybridizace bylo podrobnéji prozkoumano prostorové usporadani
dentalniho biofilmu. Byla zjisténa jeho slozita struktura tvofena hustou siti vlaken. Tato

struktura se oznacuje jako ,,jezek*, a to kvili jejim ostnatym a radialné orientovanym vlaknim
(Obrazek 3) (Mark Welch a kol., 2016).

Obrazek 3: Struktura supragingivalniho biofilmu; A, B — struktura podobna ,, kukuricnému
klasu“; C — struktura oznacovand jako ,,jezek** (upraveno dle Mark Welch a kol., 2016)

V subgingivalnim biofilmu se vyskytuji pfevazné kmeny Fusabacteria, Actinobacteria ¢i
Spirocheta. Tyto biofilmy jsou uspotfadany vétsinou do Ctyt riznych vrstev. Jednotlivé vrstvy
jsou zndzornény na Obrazku 4. Bazédlni vrstva se nachazi v blizkosti zubniho povrchu
a vyskytuji se v ni pfedev§im Actinomyces spp. Druha vrstva je slozena z vietenovitych bakterii,
napt. kmenti Fusobacteria ¢i Bacteroidetes a teti vrstvu tvofi vlaknité, ty¢kovité a kokoidni
bakterie spadajici do shluku Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides. Na povrchu biofilmu je

vystelkova vrstva, ktera je v t€sném kontaktu s eukaryotnimi buitkami (Radaic a Kapila, 2021).

Eukaryotic cells

Toplayer

Intermediate layer

Obrazek 4: Vrstvy subgingivalniho biofilmu,; A — zelené zndazorneny bunky Actinomyces; B — Zluté
zndzornén Fusobacterium nucleatum; C — Zluté zndazornény buniky Tannerella sp. (upraveno dle
Zijnge a kol., 2010)
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2.2 Bakterie v dentalnim biofilmu

V ustni mikrofléie ¢lovéka mizeme najit 50-200 druht bakterii. VéEtSina z nich patii do
jednoho ze Sesti hlavnich kment, a to Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, Fusobacteria,

Proteobacteria a Spirochaetes (Valm, 2019).

2.2.1 Oralni streptokoky

Oralni streptokoky ptedstavuji skupinu bakterii rodu Streptococcus. Patii mezi né druhy
jako Streptococcus salivarius, Streptococcus sanguinis, Streptococcus mutans, Streptococcus
sobrinus, Streptococcus oralis, Streptococcus mitis a Streptococcus gordonii. Streptokoky jsou
Gram-pozitivni, fakultativné anaerobni koky uspofadané ve dvojicich nebo fetizcich
(Obrazek 5). Bakterie tohoto rodu netvoti spory a jsou nepohyblivé. Kultivuji se na krevnim
agaru, na kterém rostou v bilych kulatych koloniich s a-hemolyzou (viridace), jak je znazornéno
na Obrazku 5. Optimalni podminky pro rist tvofi prostfedi s nizkym obsahem kysliku, 5-10 %
CO; a teplota 25-45 °C (idealn¢ 37 °C). Oralni streptokoky jsou biochemicky velice aktivni
(napt. fermentace sacharidd, hydrolyza eskulinu). Patii k primarnim kolonizatorim pii vyvoj

dentalniho biofilmu a fadi se mezi podminéné patogeny (Zhou a Li, 2015a).

Obrazek 5: Oralni streptokoky; A — retizky S. salivarius p¥i pozorovani v elektronovém
mikroskopu; B — kolonie S. mutans na krevnim agaru (Uupraveno dle Zhou a Li, 2015a)

Streptococcus mutans je nejvyznamnéjsi druh z tohoto rodu. Je schopen fermentovat
mannitol, sorbitol, rafindzu, laktoézu, inulin, mandzu, a to zejména za vzniku kyselin.
Hydrolyzuje eskulin, ale nikoliv arginin a zelatinu. Také neprodukuje peroxid vodiku (Zhou a
Li, 2015a). Streptococcus mutans se piirozené vyskytuje na povrchu zubt a je povazovan za
hlavniho pivodce zubniho kazu (Huang a kol., 2011). Mezi hlavni faktory virulence patii

schopnost produkce velkého mnozstvi organickych kyselin, schopnost ptezit v nizkém pH a
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také schopnost tvofit extracelularni glukagon. Glukagon je zasadni pro pocatecni adhezi,
kolonizaci a akumulaci na povrchu zubu (Lemos a kol., 2013).

Streptococcus salivarius je druh streptokoka fermentujici glukozu, sacharézu, maltozu,
rafindzu, inulin, salicin a kyselinu mlécnou. Dokaze hydrolyzovat eskulin a mocCovinu. Na
agarovych plotnach tvofi mukézni kolonie, coz je charakteristické pro tento druh (Zhou a Li,
2015a). Tyto bakterie kolonizuji dutinu tstni a horni cesty dychaci jiz nékolik hodin po narozeni
ditéte. Kolonizace napomaha bezpeénému osidlovani téchto tkani dal$imi bakteriemi (Julak,
2012). Avsak Streptococcus salivarius byl identifikovan také u lidi s endokarditidou (Zhou
a Li, 2015a).

Streptococcus sanguinis fermentuje glukézu, maltézu, sachardzu, trehaldzu a salicin za
vzniku Kkyselin. Dokaze hydrolyzovat eskulin. Tvoii peroxid vodiku, coz se vyuziva k odliSeni
od druhu Streptococcus mutans. Na kultivaéni ptidé se sachardzou rostou v drsnych koloniich
se vzhledem brousené¢ho skla. Tyto bakterie jsou hlavni slozkou zubniho plaku. Syntetizuji
kyselinu para-aminobenzoovou a tvofi tak vhodné prostiedi pro mnozeni dal§ich druht
streptokokl, zejména Streptococcus mutans (Zhou a Li, 2015a). Zaroven jSou povazovany za
kli¢ové probiotikum a jsou spojovany S vyskytem na zdravych parodontalnich tkanich. Vyse
zminénou produkci peroxidu vodiku totiz inhibuji rist anaerobnich parodontalnich patogent
(Huang a kol., 2011). Pfi poranéni v dutin¢ ustni se Streptococcus sanguinis mize dostat do
krevniho ob&hu, kolonizovat srde¢ni chlopné a podileji se také na vzniku endokarditidy (Julak,
2012).

2.2.2 Actinomyces naeslundii

Actinomyces naeslundii je Gram-pozitivni fakultativné anaerobni bakterie, jejiz tvar
pfipomind ty¢ku az §tihlé vlakno. Mohou se vSak vétvit a mohou byt uspofadany v palisadach,
kratkych fetizcich ¢i ve shlucich. Tyto bakterie netvofi spory, nejsou acidorezistentni a ani
pohyblivé. Test na katalazu je negativni, ale dokazi fermentovat gluk6zu na kyselinu octovou,
mlécnou ¢i jantarovou (Feingold a Meislich, 2018; Zhou a Li, 2015a). Kultivace téchto bakterii
trva az 20 dni a tvofi drsné, pavucinovité, nékdy pigmentované kolonie. Na krevnim agaru neni
patrna hemolyza (Zhou a Li, 2015a). Maji nizkou virulenci a vyskytuji se jako bézny komenzal
Vv ustni duting, stievech a pochvé (Bhandari a Gonzales Zamora, 2017).

V dutin€ Ustni patii k rannym kolonizatortim pfi tvorbé dentalniho biofilmu. V pocatecni
fazi rustu biofilmu pomahaji udrzovat ekologickou rovnovahu acidifikaci biofilmu.

Actinomyces naeslundii totiz pfeménuji laktat na slabsi kyseliny za vzniku dusitanu, Ktery
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inhibuje tvorbu kyselin (de Oliveira a kol., 2020). Pokud je biofilm starsi, mtze se podilet na
vzniku zubniho kazu a onemocnéni parodontu. Chrani totiz mnoho dal$ich mikrobialnich druht

pted ucinky peroxidu vodiku, ktery spotiebovava pti oxidaci bilkovin (Huang a kol., 2011).

2.2.3 Lactobacillus casei

Lactobacillus casei patii mezi Gram-pozitivni anaerobni bakterie, typicky se vyskytuje ve
formé¢ pravidelnych tyc¢ek. VétSinou je usporadan v palisadach ¢i fetizcich. Tento bakterialni
druh nesporuluje a vyjimeéné je schopen pohybu. Jedna se o fakultativné heterofermentativni
bakterii fermentujici hexozy a pentdzy na kyselinu mléénou a octovou (Zhou a Li, 2015a).
Lactobacillus dobfe roste v Sirokém rozmezi pH a teplot (Julak, 2012). Pro kultivaci se bézné
vyuzivaji média jako krevni agar, BHI a Rogosa agar. Na téchto pidach tvoifi mlécné bilé,
zaoblené, hladké a neprihledné kolonie o priméru piiblizné 1 mm. Tyto charakteristické
kolonie jsou zobrazeny na Obrazku 6. Tento druh bakterie kolonizuje zejména stievo, dutinu
ustni a pochvu. Rovnéz se ptirozené vyskytuje v mléce a mléénych produktech (Zhou a Li,
2015a).

V dutin€ ustni je bézné detekovan v zubnim plaku. VétSinou se vyskytuje v malé bunécné
denzité, protoze ma nizkou afinitu k povrchu zubt. Jejich pfilnuti k zubtim je v§ak podporovano
bakteriemi Streptococcus mutans, které laktobacilim poskytuji glukosyltransferazové enzymy.
Kvuli hojné produkei kyseliny mlééné a riistu v Sirokém rozmezi pH je tato bakterie spojovana

s tvorbou zubniho kazu (Huang a kol., 2011).

Obrazek 6: Lactobacillus casei na kultivacnich pudach, A — krevni agar; B — Rogosa agar; C —
buriky L. casei obarvené dle Grama (upraveno dle Zhou a Li, 2015a)

2.2.4 Fusobacterium nucleatum

Fusobacterium nucleatum jsou Gram-negativni obligatné anaerobni bakterie $tihlého,
vietenovitého tvaru, jak je vidét na Obrazku 7. Tyto bakterie netvoii spory a nepohybuji se.

Nevykazuji piilisSnou biochemickou aktivitu, ale jsou schopné produkovat indol a DNazu.
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Vétsina kment produkuje sulfan a mize aglutinovat erytrocyty. Kultivace probiha na krevnim
agaru, na kterém tvofti nepravidelné, prusvitné kolonie se zapachem (Zhou a Li, 2015b). Tento
druh je bézné pritomny napf. V dutiné Ustni, gastrointestindlnim traktu a sliznici hornich
dychacich cest (Chen a kol., 2022).

Fusobacterium nucleatum je ptevladajici bakterii ve zralém dentalnim biofilmu a jeji
schopnost koagregace s jinymi bakterialnimi druhy je kli¢ova pro spojeni mezi primarnimi
a sckundarnimi kolonizatory (Huang a kol.,, 2011). Koagregace je zprostiedkovana
specifickymi proteiny a receptory ve vnéj$i membrané. Napt. RaD, CmpA a Aidl umoznuji
ptipojeni K ¢asnym kolonizatorim, zatimco FomA a Fap2 podporuji agregaci S pozdnimi
kolonizatory. Pomoci téchto interakci se muize sdruzovat S riznymi dal§imi bakteriemi v dutiné
ustni. MizZe tak koagregovat i s parodontalnimi patogeny a tim podpofit tvorbu a zrani plaku

zpusobujiciho parodontalni onemocnéni (Chen a kol., 2022).

Obrazek 7: Fusobacterium nucleatum; A — busiky Fusobacterium nucleatum pozorované

elektronovym mikroskopem,; B — charakteristické kolonie Fusobacterium na krevnim agaru (upraveno
dle Zhou a Li, 2015h)

2.2.5 Porphyromonas gingivalis

Porphyromonas gingivalis jsou Gram-negativni, obligatné anaerobni kratké tycky. Tyto
bakterie jsou nesporulujici a nepohyblivé. Optimalni teplota ristu je 37 °C a ke kultivaci se
vyuziva krevni agar nebo PYG agar. Na téchto agarech tvofi lesklé, vypouklé, tmavé kolonie
s hladkym povrchem, jak je znazornéno na Obrazku 8. K ristu vyzaduji hemoglobin a vitamin
K1 (Zhou a Li, 2015b). Porphyromonas gingivalis jsou asacharolytické bakterie a energii
ziskavaji fermentaci aminokyselin. Mezi hlavni faktory virulence patii kapsida, fimbrie,
proteinazy, enzymy a lipopolysacharidy spojené s vnéj§i membranou. Tyto bakterie mohou
produkovat inhibitory proteinaz ¢i imunoglobuliny (Holt a kol., 1999). Rovnéz produkuji fadu
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kyselin, v¢. kyseliny maselné, octové a v mensi mife propionové, izomaselné a fenyloctové
(Zhou a Li, 2015b).

Tyto bakterie se pfirozené vyskytuji v dutin¢ ustni a vyznamné se podili na vzniku
parodontitidy. K jejimu rozvoji  pfispiva zejména produkce kyseliny maselné

a lipopolysacharidi. Kyselina maselna ovliviiuje adhezni molekuly v gingivalnich epitelialnich

Obrdazek 8: Kolonie Porphyromonas gingivalis na krevnim agaru (upraveno dle Zhou a Li, 2015)

2.2.6 Aggregatibacter actinomycetemcomitans

Aggregatibacter actinomycetemcomitans jsou Gram-negativni fakultativné anaerobni
kratké tyCky. Bunky mohou byt uspofadany jednotlivé, ve dvojicich nebo vyjimeéné
v fetizcich. Jedna se o nepohyblivé a nesporulujici bakterie. Pro kultivaci jsou vhodné krevni
agary, na kterych tvofi kulaté bile kolonie. Optimalni podminky pro rist zahrnuji teplotu 37 °C
a mikroaerofilni prostiedi s 5-10 % CO.. Tento rod je pozitivni na pfitomnost katalazy, oxidazy
a ureazy a muze redukovat dusi¢nany. Také fermentuje fruktozu, glukézu, maltézu a mandzu,
pii ¢emz produkuje organické kyseliny. Bakterie se vyskytuji v subgingivalnim plaku dutiny
ustni. Pfevazné se vyskytuji u lidi s parodontitidou, ale mizeme je detekovat téz u zdravych
jedinct (Zhou a Li, 2015b).

Mezi hlavni faktory virulence patfi adhezivni pili typu IV, exopolysacharidy, exotoxiny
(leukotoxin, cytoletalni disten¢ni toxin), lipopolysacharidy a rtizné enzymy. Leukotoxin je
jednim z hlavnich virulentnich faktord, ktery mize poskozovat imunitni systém hostitele a
zvySovat riziko ztraty parodontalniho tponu. Lipopolysacharid hraje zasadni roli v tibytku
alveolarni kosti, protoze indukuje infiltraci zanétlivych bun¢k (makrofagy, polymorfonukleary
a lymfocyty) do oblasti postizené parodontitidou, coz vede k resorpci kosti a poskozeni
parodontalni tkan¢ (Gholizadeh a kol., 2017).
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2.2.7 Dalsi bakterie dentalniho biofilmu

Kromé vySe uvedenych bakterii mizeme v dentalnim biofilmu dale detekovat napft.

Actinomyces viscosus, Bifidobacterium dentium ¢i Lactobacillus reuteri. Ptiklady dalsich

vyznamnych baterii a jejich vliv na dutinu ustni jsou uvedené v Tabulce 1.

Tabulka 1: Bakterie vyskytujici se v dentalnim biofilmu a jejich viiv na dutinu ustni (Upraveno

dle Das a kol., 2023; Zhou a Li, 2015a; Zhou a Li, 2015b)

Nazev bakterie

Celed’

Gramovo barveni

Vliv na zdravi dutiny ustni

Actinomyces viscosus

Actinomycetaceae

Gram-pozitivni

Podil v pocatecnim vyvoji
zubniho plaku, maze
zpusobovat kaz kotenti zubt

Bifidobacterium

Soucast zdravé mikroflory

dentium Bifidobacteriaceae Gram-pozitivni dutiny Gstni
Corynebacterium Tvorba zubniho plaku
matruchotii Corynebacteriaceae | Gram-pozitivni a parodontitidy

Lactobacillus
rhamnosus

Lactobacillaceae

Gram-pozitivni

Ptiznivé ovlivituje zdravi
dutiny ustni, prevenci
zangtu dasni a kazl

Lactobacillus reuteri

Lactobacillaceae

Gram-pozitivni

Zabranuje tvorbé zubniho
plaku, prevence gingivitidy

Neisseria spp.

Neisseriaceae

Gram-negativni

Soucasti normalni ustni
mikroflory, udrzuje zdravé
prostfedi ustni dutiny

Prevotella intermedia

Prevotellaceae

Gram-negativni

Asociace s t¢zkymi formami
parodontitidy

Rothia dentocariosa

Micrococcaceae

Gram-pozitivni

Soucast zdravé mikroflory
dutiny ustni

Soucast zdravé mikroflory

Streptococcus mitis Streptococcaceae Gram-pozitivni dutiny ustni
Tvorba zubniho plaku,
spojen s infekéni
Streptococcus oralis Streptococcaceae Gram-pozitivni endokarditidou
Patogen agresivni
Tannerella forsythia Porphyromonadaceae | Gram-negativni parodontitidy

Veillonella spp.

Veillonellaceae

Gram-negativni

Soucast zdravé mikroflory
dutiny ustni

2.3 Klinické dopady dentalniho biofilmu

V ustnim mikrobiomu zdravého jedince pfevazuji za normalnich podminek neskodné

bakterie, mizeme zde ale najit i ty patogenni. Bakterie se v biofilmu vyskytuji v homeostaze.

Tato rovnovaha podporuje vzajemné souziti, aniz by dochazelo k poskozovani mikroorganismii
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nebo hostitele. V pfipadé naruseni rovnovahy se mikrobiom dostava do stavu dysbidzy.
Nejcastéji je to zpusobeno nedostate¢nou Ustni hygienou, nadbyteCnym piijmem sacharidt
nebo uzivanim tabaku. V dysbiotickém biofilmu pievazuji patogenni mikroorganismy, které

zpusobuji zubni kaz, gingivitidu ¢i parodontitidu (Radaic a Kapila, 2021).

2.3.1 Zubni kaz

Zubni kaz je celosvétové nejcastéj$i onemocnéni dutiny Gstni. Nelééenym zubnim kazem
trpi asi 2,5 miliardy dospélych a 573 milionti déti na celém svéte. Jedna se o multifaktoridlni
onemocnéni ovlivnéné mnohymi mikrobialnimi, genetickymi a environmentalnimi faktory
(Zhang a kol., 2022). Zubni kaz je charakterizovan jako lokalni destrukce tvrdych tkani zubu,
dentinu a skloviny (Peres a kol., 2019). Zubni kaz vznika v pfipadé zmény normalni ustni
mikroflory na acidogenni, acidurickou a kariogenni populaci. Tato zména je zptsobena castou
konzumaci cukru (Rathee a Sapra, 2023).

K destrukci zubu dochazi v disledku produkce organickych kyselin (hlavné kyselina
mlécna), kterou bakterie produkuji jako vedlejsi produkt pii fermentaci sacharidta (Valm, 2019).
V procesu tvorby zubniho kazu se stfida obdobi demineralizace a reminelizace (Peres a kol.,
2019). Vysoky piijem sacharidi tak vede ke zvySené produkci kyselin. Tim dojde ke snizeni
pufrovaci kapacity slin a vznika prostiedi s nizkym pH (Zhang a kol., 2018). Pti poklesu pH
dochazi k demineralizaci povrchové vrstvy zubu, zvétSuje se porovitost skloviny, rozsifuji se
prostory mezi krystaly a povrch mékne. Kyseliny se tak mohou dostat hloubé&ji do struktury
zubu a demineralizovat jej pod povrchem. V tomto okamziku se na povrchu skloviny hromadi
vapnik a fosfat (reak¢ni produkty demineralizace). Tyto produkty mohou sklovinu chranit pred
dal$im ubytkem mineral. Pokud jsou sacharidy z dutiny Gstni odstranovany mohou sliny diky
pufrovaci kapacité vratit pH biofilmu do neutralnich hodnot. Vapnik, fosfat a fluorid tak mohou
remineralizovat povrch zubu. Pokud kyselé podminky pietrvavaji poklesne pH pod kriticky bod
a ubytek minerald je vys$si pod povrchem nez na povrchu zubu a dochazi k tzv. podpovrchové
1ézi. Pti dostate¢né ztraté mineralti se na zubu objevi viditelna bila skvrna (prvni naznak tvorby
zubniho kazu) (Rathee a Sapra, 2023). Tento stav Ize zastavit, a to hlavné pisobenim fluoridu
(Peres akol., 2019). Pokud kaz dale postupuje, vznika ve sklovin€ mikrodutina. Povrchové 1éze
se ¢asem zhrouti a vV zubu zustane makroskopicky otvor (Rathee a Sapra, 2023). Tento stav
vétSinou zpusobuje zna¢nou bolest, miZze zpusobit infekci, sepsi a nakonec i ztratu zubu (Peres

a kol., 2019). Proces vzniku zubniho kazu je znazornén na Obrazku 9.
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Obrazek 9: Proces vzniku zubniho kazu (upraveno dle Gugnani a kol., 2011)

Patrani po pii¢inach zubniho kazu saha az do roku 5000 pf. n. l. V této dob¢é sumerské
texty popisovaly ,,zubniho ¢erva“ jako pivodce zubniho kazu. Koncem 19. stoleti byla
navrzena ,,chemoparazitickd teorie zubniho kazu®. Tato teorie vychdzela z predpokladu, ze
konzumované sacharidy jsou vlivem mikroorganisma pieménovany na kyseliny, coz vede
k demineralizaci zubu. Kvili omezenym moznostem Kultivace vSak nebyl identifikovan zadny
konkrétni druh. Teprve az ve 20. stoleti byly identifikovani ptivodci zubniho kazu, a to
Streptococcus mutans a nékteré druhy rodu Lactobacillus (Radaic a Kapila, 2021). Zubni kaz
vSak muze vzniknout i bez pfitomnosti téchto bakterii, stejn¢ tak tyto druhy mohou byt
pfitomny i bez vzniku zubniho kazu (Larsen a Fiehn, 2017). V soucasné dob¢ plati hypotéza
0 vzniku zubniho kazu, podle které neni zubni kaz zplsoben specifickym druhem
mikroorganismu ptisobicim samostatné, ale je vysledkem posunu mikrobioty zubniho biofilmu
smérem k vice kariogennim a acidotolerantnim druhtim (Rathee a Sapra, 2023). Tento posun je
snizenim prutoku slin v disledku podavani 1éka (Larsen a Fiehn, 2017).

Molekularné-biologické studie zalozené na analyze sekvence genu 16S rRNA odhalily, ze
mikroflora zubniho kazu je velice slozita. Kromé sacharidy fermentujicich oralnich streptokoki
zahrnuje zubni kaz dale také bakterie rodi Actinomyces, Lactobacillus, Bifidobacterium,
Atopobium, Propionibacterium, Scardovia a Veillonella (Zhang a kol., 2018). Konkrétni druhy

nékterych bakterii zpisobujici zubni kaz jsou uvedené v Tabulce 2.

Tabulka 2: Vybrané bakterie souvisejici se vznikem zubniho kazu (Zhang a kol., 2022)

Mikrobialni druh Infikovana tkan Role pf¥i tvorbé zubniho kazu
Streptococcus mutans Sklovina, dentin Iniciace a progrese zubniho kazu
Streptococcus sobrinus Neposouzeno Neposouzeno
Lactobacillus salivarius Dentin Progrese zubniho kazu
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Tabulka 2: Pokracovani Vybrané bakterie souvisejici se vznikem zubniho kazu (Zhang a kol.,

2022)

Mikrobialni druh Infikovana tkan Role pii tvorbé zubniho kazu
Lactobacillus gasseri Dentin Progrese zubniho kazu
Lactobacillus fermentum Dentin Progrese zubniho kazu
Lactobacillus casei Dentin Progrese zubniho kazu
Actynomyces israelii Neposouzeno Iniciace a progrese zubniho kazu
Actynomyces gerencseriae Neposouzeno Iniciace a progrese zubniho kazu
Actynomyces naeslundii Neposouzeno Iniciace a progrese zubniho kazu
Scardovia wiggsiae Dentin Progrese zubniho kazu
Bifidobacterium denium Dentin Progrese zubniho kazu
Bifidobacterium longum Dentin Progrese zubniho kazu
Bifidobacterium breve Dentin Progrese zubniho kazu
Prevotella melaninogenica Sklovina a dentin Progrese zubniho kazu
Veillonella dispar Sklovina a dentin Iniciace a progrese zubniho kazu
Veillonella parvula Sklovina a dentin Iniciace a progrese zubniho kazu
Veillonella denticariosi Sklovina a dentin Iniciace a progrese zubniho kazu

2.3.2 Parodontitida

Parodontitida je multifaktorialni zanétlivé onemocnéni spojené s expanzi mikroorganismu
na okraji dasné¢ (Valm, 2019). Pii parodontitidé dochazi k destrukci podparného aparatu zubu,
jako jsou vazy ¢i alveolarni kost (Obrazek 10). V koneéném dusledku mize dojit ke ztraté zubu
(Kwon a kol., 2021). Kromé toho parodontalni onemocnéni muzZe souviset s nékterymi
systémovymi onemocnénimi, a to napif. S kardiovaskularnimi chorobami ¢i revmatoidni
artritidou. Také mize mit negativni vliv na t¢hotenstvi (Valm, 2019).

Parodontitida se deli do dvou typti — chronicka a agresivni. Chronicka parodontitida se
vyskytuje asi u 50 % populace nad 50 let. Toto onemocnéni vznika, pokud je supragingivalni
biofilm ponechan bez zasahu. Tento biofilm se rozsifi do parodotalni kapsy a vytvori
subgingivalni biofilm. Biofilm a probihajici zanét prohlubuji parodotalni kapsy a nici
parodotalni vlakna zajist'ujici uchyceni zubt v kosti. Tato destrukce je nevratna, a tak muze
dojit ke ztraté zubu. Agresivni parodotitida Se vyvine jen u malého procenta dospélych. Pfi
agresivni parodontitidé mtze dojit k destrukci tkané velice rychle a mize byt obtizné zastavit
progresi tohoto onemocnéni. | tento typ parodontitidy je iniciovan bakteriemi v subgingivalnim
biofilmu. Navic jest¢ mize byt spojena s funkénimi abnormalitami neutrofil ¢i jinych ¢asti
imunitniho systému (Larsen a Fiehn, 2017).

Parodontitida vznikd postupnym ukldddnim zubniho plaku. V prostfedi tak dochazi
k pfechodu z aerobnich na anaerobni podminky. Diky tomu mohou zub kolonizovat anaerobni

bakterie. Pravé anaerobni bakterie jsou spojeny s parodontalnim onemocnénim (Mehrotra
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a Singh, 2023). Nejvice se na ném podili bakterie jako Porphyromonas gingivalis, Treponema
denticola a Tannerella forsythia. Sekvena¢nimi technologiemi byla objevena fada dalSich
mikrobidlnich ~ druhtt  spojenych stimto onemocnénim, napi. Filifactor alocis,
Peptostreptococcus stomatis, Prevotella, Synergistes, Megasphaera, Selenomonas ¢i
Desulfobulbus (Zhang a kol., 2018). U lokalizované agresivni parodontitidy mladistvych byl
navic detekovan Aggregatibacter actinomycetemcomitans sérotyp b (Larsen a Fiehn, 2017).

Obrdazek 10: Parodontitida s vrstvou zubniho kamene (Jakubovics a kol., 2021)

2.4 Detekce dentalniho biofilmu

Detekce zubniho plaku je diileZitou slozkou v oblasti ustni hygieny. Spravna detekce
dentalniho plaku zlepsSuje G¢innost dezinfekce ust a miZze vyrazng snizit vyskyt parodotalnich
onemocnéni ¢i zubniho kazu (Grassi a kol., 2022).

Vizualni detekce zubniho plaku je obtizna. Zubni plak a povrch zubu jsou tézko odlisitelné,
proto se zubni plak barvi detekénimi roztoky (Obrazek 11). Jako barviva lze pouzit erythrosin
¢i brilantni modf. Barvivo zbarvi zubni plak na zakladé hodnoty pH. Novy zubni plak je po
obarveni ¢erveny, zatimco starsi zubni plak je modry (Oh a kol., 2019). Od zobrazovani zubniho
plaku pomoci barviv se v§ak upousti. Tato metoda nemusi byt spolehliva kviili nizké citlivosti.
Navic je problém, ze barvivo zbarvi nejen zubni plak, ale 1 mekkou tkan, coz mize snizit jeho
specifitu a zptsobit estetické problémy (Cardoso a kol., 2021). Cast&ji vyuZivanou vizualni
metodu detekce zubniho plaku se stala detekce Cervené fluorescence po excitaci modrym
svétlem (Obrazek 11). Tato fluorescence pravdépodobné pochazi z porfyrini syntetizovanych
anaerobnimi oralnimi bakteriemi (Liu a kol., 2017). Intenzita fluorescence souvisi se zralosti
biofilmu. Starsi a silngjsi biofilm ma vyssi intenzitu cervené fluorescence nez méné zraly
biofilm (Cardoso a kol., 2021).

33



Obarveny zubni plak Fluorescencni zubni plak

-~

AR

Obrazek 11: Vizualizace zubniho plaku (upraveno dle Oh a kol., 2019; van der Veen a kol.,
2016)

K detekci zubniho plaku se zac¢inaji vyuzivat i neuronové sit¢ umélé inteligence. Hlavni
sloZzkou neuronové sité je umely neuron. Jejich skladanim a propojenim pomoci matematickych
operaci se vytvafi sit’. Tato sit’ ma za cil vyfesit konkrétni ukol — na zaklad¢ klasifikace snimku
urcit, zda je detekovan zubni kaz. Pokud je k dispozici dostatek dat a vypocetnich zdroja, lze
neuronové sité trénovat (Schwendicke a kol., 2020). Velky potencial ma uméla inteligence
v diagnostice zubniho plaku u déti. Na mlé¢ném zubu je obtizné odlisit plak od povrchu zubu,
a navic je plak vétSinou pfitomen v omezeném mnozstvi. Klasické klinické metody identifikace
plaku (explorator, odhalovaci roztok) jsou nepohodlné a casov€ narocné. Jako vhodnou
alternativou se jevi pravé uméld inteligence. Pfi porovnédni pfesnosti detekce zubniho plaku
umélou inteligenci a stomatologem nebyly pozorovany vyznamné rozdily. Je vSak zapotiebi
dalsiho vyvoje metody. Je nutné ziskat vétsi mnozstvi dat (fotografii zubti), aby se zlepsila
presnost umélé inteligence. Také je potfeba zdokonalit algoritmus pocitacového uceni
a v neposledni fad€ je potfeba zjistit, na jakém principu model umélé inteligence rozpoznava
plak. Pokud budou tato omezeni odstranéna, mohl by byt model umélé inteligence bézné
pouzivan také k detekci zubniho plaku na stalych zubech ¢i dokonce na zubnich néhradach
(keramické korunky, implantaty) (You a kol., 2020).

Existuji i metody, kterymi lze identifikovat bakterie v zubnim plaku. Nejstar§im zptisobem
jsou konvencni pfistupy. Ty vyuzivaji vhodnad selektivni kultivaéni média s naslednou
identifikaci pomoci mikroskopu. V dentalnim biofilmu se vSak nachazi i1 bakterie, které nelze
kultivovat. Z tohoto divodu se pouzivaji modernéjsi metody. Jednou z nich je detekce
fragmentu genu 16S rRNA, ktery nese kazda bakterie. Tato technika vyuziva metody zalozené
na polymerazoveé fetézcové reakci. Muze probihat v jednom nebo vice ptistupech zahrnujicich
amplifikaci a sekvenovani daného genu. Nevyhodou téchto testii je jejich omezeni jen na
detekci vybraného poctu patogent (Ray, 2022). Dalsi moznosti detekce biofilmu je metoda
sekvenovani nové generace. Pomoci této techniky 1ze sekvenovat 16S rRNA nebo i cely genom
(metagenomika) mikrobidlni komunity. Vysoce vykonné sekvenovani 16S rRNA miuze

definovat sloZeni biofilmu na Grovni rodu ¢i druhu. Sekvenovani celého genomu mutize naopak
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poskytnout taxonomické rozliseni na tirovni kmene ¢i druhu. Genomové sekvenovani navic
poskytuje informace o metabolickych vlastnostech mikrobialnich spole¢enstev (Zhang a kol.,

2021).

2.5 Prevence a lééba dentalniho biofilmu

Zdravi dutiny ustni je nedilnou soucasti celkového zdravi a méa zaruCeny vliv na kvalitu
zivota. K udrzeni nebo zlepSeni zdravi tstni dutiny je potieba pravideln¢ odstraiiovat zubni plak
a branit jeho hromadéni na zubech a prilehlych gingivalnich tkanich. K tomu lze pouzit
mechanické a chemické metody. Nejrozsitenéjsi prostiedek pro pravidelnou ustni hygienu je
¢isténi zubi zubnim kartackem. Dodnes panuje neshoda o tom, jak ¢asto a jak dlouho si zuby
Cistit. Obecné uzndvanym doporucenim je Cistit si zuby dvakrat denné alespont 2 minuty
(Valkenburg a kol., 2019). Primarnim mistem usazovani zubniho plaku jsou mezizubni
prostory. Do téchto prostor se nelze ucinn¢ dostat vlakny zubniho kartacku, proto je nutné
pouzit mezizubni kartacky ¢i dentélni nité. Dukladné ¢isténi téchto mist vyznamné pomaha
snizovat rozsah a zavaznost zubniho kazu a periodontalnich onemocnéni (Sélzer a kol., 2020).
Pro zefektivnéni odstranéni plaku je vhodné pouzit také chemické techniky. Chemické ¢inidla
proti zubnimu plaku jsou béznou soucasti fluoridovych zubnich past ¢i ustnich vod. Zubni pasta
obsahuje tradi¢né abraziva. Abraziva pomahaji odstranit zbarveni pelikul a vylestit zuby. Dalsi
ucinné latky v zubni pasté jsou napf. enzymy, aminalkoholy, triklosan (antibakterialni
a antimykotické ucinky), kvarterni amoniové slouceniny, chlorhexidin (k redukci zubniho
plaku a ustnich bakterii), rizné soli kovi (soli zinku) nebo fluorid cinaty (snizuje vyskyt
zubniho kazu, antimikrobialni u€inky). Fluoridové zubni pasty a jejich aktivni sloZky jsou
pouzivané jako preventivni opatieni pted vznikem zubniho kazu (Valkenburg a kol., 2019).

V oblasti odstranovani oralniho biofilmu se zacaly vyuzivat i nanotechnologie. Kovové
anekovové castice a jejich oxidy hraji vyznamnou roli pii eradikaci biofilmd. Jejich
penetrabilita a zvySena rozpustnost z nich ¢ini skvéla média pro dodavani 1é¢iv. Diky
antimikrobidlnim a antiadhezivnim vlastnostem a snadnému pienosu jsou zvlasté uzitecné
K odstranovani oralniho biofilmu. K odstranéni biofilmu v dutin€ ustni se nejcastéji pouzivaji
nanocastice kovi a oxida kovia (stiibro, méd’, titan, zinek). Tyto kovy prokazaly vysoké
antimikrobialni a antibiofilmové G¢inky. Lze je najit v nékterych produktech pro péci o zubni
zdravi, napt. v zubnich pastach. Kromé anorganickych Castic 1ze k odstranéni biofilmu pouzit
| Castice organické. Jedna se napt. o grafen ¢i chitosan. VétSina nanocastic je navrzena tak, aby

reagovaly na zmény prostiedi. Napi. mohou reagovat na pH, kdy pii poklesu pH urychli
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uvolnovani 1é¢iva. Jiné nanomaterialy mohou byt citlivé na svétlo ¢i teplotu. Existuji také
polymerni nanocastice, jez se pouzivaji k transportu antibiofilmovych c¢inidel v riznych
formach, napt. nanoemulze, nanovlakna ¢i nanokapsle (Ray a Pattnaik, 2024).

Dysbioticky oralni biofilm Ize odstranit i s pouzitim antibiotik. Antibiotika vSak odstrani
I komenzalni bakterie, a navic je zvySené riziko rezistence bakterii vici antibiotiku. Proto jsou
zapotiebi nové antimikrobidlni molekuly, jez by u¢inné¢ modulovaly ustni dysbiosu. Jako
vhodné feSeni se ukazaly antimikrobialni peptidy (AMP). AMP maji Siroké spektrum
antimikrobialni aktivity a mohou byt u¢inné pti eradikaci bakterii tvoricich biofilm (Radaic
a Kapila, 2021). Antimikrobialni peptidy mohou byt ptirodni nebo syntetické. Piirodni AMP
jsou béznou soucasti imunitniho sytému a jsou tvofeny Kkratkymi fetézci aminokyselin.
Nejcastéjsi mechanismus jejich puisobeni je permeabilizace bunééné membrany (Jiao a kol.,
2019). Ve stomatologii se AMP pouzivaji pfevazné jako povlakova ¢inidla na implantatech
(Das a kol., 2023).

Pro podporu zdravého tstniho biofilmu se doporucuje pouziti probiotika, coz jsou Zivé
mikroorganismy prosp&sné pro lidsky organismus. Oralni podavani probiotik potlacuje rust
Skodlivé mikroflory a moduluje slizni¢ni imunitu v duting astni. In vitro studie prokazaly, ze
nékteré kmeny laktobacill a streptokoktl izolované ze zdravé ustni dutiny maji antibakterialni
aktivitu proti  Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans a Fusobacterium nucleatum. Bylo zjisténo, ze Lactococcus lactis
produkuje neisin, ktery zabranuje a narusuje tvorbu ordlniho biofilmu a mé vliv na sloZeni
oralniho biofilmu. Klinické studie ukazaly, Ze probiotika jsou schopna snizit zanét dasni,
mnozstvi zubniho plaku, ubytek alveolarni kosti a modulovat protizanétlivé u¢inky. Nevyhodou
probiotik je, ze efektivni jsou pouze, pokud se dostane vysoky pocet probiotickych bunék do
cilového mista (parodontalni kapsa, zubni kaz). Mnoho probiotickych bunék také umira béhem
zpracovani potravinatskych produktt v disledku nizkého pH a kysliku. Alternativou mtize byt
zapouzdieni probiotik do mikro- a nanorozmérnych systémi pro dodavani 1é¢iv, které bunky
chrani pted faktory prostiedi (Radaic a Kapila, 2021).

Antimikrobialni fotodynamicka terapie (APDT) a antimikrobidlni sonodynamicka
terapie (ASDT) jsou techniky pouzivané K odstranovani infekci spojenych S oralnim
biofilmem. ASDT i APDT maji stejny mechanismus u¢inku, ale li$i se zptisobem aktivace
senzibilizatori. Oba produkuji jako vysledek reakce reaktivni formy kysliku (ROS). Principem
fungovani APDT je interakce mezi fotosenzibilizdtorem a nizkoenergetickym laserovym
svétlem v ptitomnosti kysliku. Vznikaji reaktivni formy kysliku, jez maji baktericidni ucinek.

Fotosenzibilizatory mohou byt aplikovany rtiznymi zplsoby jako ordlni poziti, intravenozni
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injekce ¢i topicka aplikace. Oproti tomu ASDT vyuziva ultrazvukové viny Kk aktivaci
sonosenzibilatort (Pourhajibagher a kol., 2024). U ASDT vznikne ROS po puisobeni UV zaieni
na sonosenzibilator v pfitomnosti kysliku. Ultrazvuk zpusobuje akustickou kavitaci majici za
nasledek vznik, rust a kolaps plynovych bublin. Kolaps bubliny uvoliiuje energii, ktera je
pfeménéna na kyslik a vznika ROS. ROS pusobi baktericidné, tzn. ni¢i bunéénou membranu
a poskozuji DNA (Pourhajibagher a kol., 2022).

K odstranéni biofilmt se testuje také pouZziti mikro a nanorobotu. Tyto roboty se
pohybuji po piedem definovanych trasach, mohou dodavat antibiofilmova ¢inidla. Diky malym
rozmérim mohou proniknout i do Spatné pfistupnych mist a uéinngji zacilit 1é¢bu. Jednou
z vyhod jejich velikosti je schopnost pronikat do matrice biofilmu a narusit jeho tvorbu,
dokonce i odstranit jiz vytvoreny biofilm (Ray a Pattnaik, 2024). Nejvétsi potencialni vyuziti
ve stomatologii maji magneticky pohanéni roboti. Nejéastéji vyuzivani by mohli byt Srouboviti
nanoroboti z oxidu kiemiku potaZzené¢ho Zzelezem. Tento typ robotd se muze dostat do
kofenovych kanalku a efektivngji odstranit biofilm komplikujici 1é¢bu dentalniho onemocnéni
(Dasgupta a kol., 2022). Vyuziti téchto technologii je zatim ve vyvojové fazi. Mizeme vSak
oéekavat, ze v blizké budoucnosti by mohly nanorobotické zubni pasty nahradit ty bézné
dostupné (Ray a Pattnaik, 2024).
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3 DALSI ONEMOCNENI SPOJENA S TVORBOU BIOFILMU

Jak bylo uvedeno v piedchozim textu, bakterie ve struktute biofilmu jsou odolngjsi vaci
pasobeni antibiotik a obrannych mechanismi organismu oproti planktonnim buiikam. Z tohoto
divodu jsou infekce souvisejici s tvorbou biofilmu obtizné 1é¢itelné a Casto prechazi do
chronické formy.

Nejznaméjsi misto vyskytu biofilmu lidského téla jsou dolni cesty dychaci. Biofilmy
muzeme nalézt také v chronickych ranach, mocovych cestach, pii zédnétu stiedniho ucha,
u infekéni endokarditidy, u infektd souvisejicich s implantaty ¢i u osteomyelitidy (Bai a kol.,
2019; Mirzaei a kol., 2020; Perry a Tan, 2023; Zhao a kol., 2023b).

3.1 Infekce dychacich cest

3.1.1 Cysticka fibréza

Cysticka fibroza je autozomalné recesivni onemocnéni. Toto onemocnéni postihuje buiiky
tvorici hlen nebo pot. Nejvice postizené jsou zpravidla plice (Rafeeq a Murad, 2017). Jedna se
0 multisystémové onemocnéni zpusobené mutacemi v genu CFTR. Tento gen koduje epitelialni
chloridovy kanal a moduluje aktivitu epitelidlnich sodikovych kanalt. Porucha tohoto genu
vede k naruSeni rovnovahy iontu a tekutin v postizenych bunkach potnich zlaz, dychacich cest,
slinivky bfisni a dalSich organi. To vede k akutnim a chronickym komplikacim spojenym
s mukociliarni disfunkci, napt. respira¢ni infekce nebo respiracni selhani (Blankenship a kol.,
2024). Snizeny objem parcialni tekutiny a zhor$ené vylucovani hlenu je pti¢inou nedostate¢né
obrany hostitele proti bakterialnim infekcim (Heiby a kol., 2017). Pacienti jsou nejéastéji
postizeni chronickou infekci plic. Tyto infekce mohou vést k recidivujicim zanétim
a obstrukcim dychacich cest, coz muze zpusobit trvalé poskozeni (Mulcahy a kol., 2014).

NejcastejsSim patogenem tvoricim biofilm v plicich je Pseudomonas aeruginosa
(Obrazek 12). Zvysené mnozstvi hlenu a snizena koncentrace kysliku v plicich vytvaii idealni
prostiedi pro rust této bakterie (Zhao a kol., 2023a). Kromé& Pseudomonas aeruginosa muzeme
v biofilmu identifikovat i dalsi druhy bakterii, jako napt. komplex Burkholderia cepacia,
Achromobacter xylosoxidans a Stenotrophomonas maltophilia. U déti mizeme detekovat také
Haemophilus influenzae. Z Gram-pozitivnich bakterii jsou to Staphylococcus aureus ¢i rizné

druhy streptokokt. Kromé bakterii se zde mohou nachazet také mikroskopické houby
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(napt. Aspergillus fumigatus). Tato plisen miuize zpisobit aspergilom, alergickou pulmonalni

aspergilozu nebo invazivni aspergilézu (Ding a kol., 2021).

Obrazek 12: Pseudomonas aeruginosa v dychacich cestach pri onemocnéni cystickou fibrozou
(Moninger, 2016)

3.1.2 Ventilatorova pneumonie (VAP)

U pacientu pfijatych na jednotku intenzivni péce se muze objevit ventilatorova pneumonie
(VAP). Je to nejcastéjsi nosokomialni infekce a nastava pii endotrachealni intubaci.
Endotrachealni trubice je nejcastéji vyrobena z polyvinylchloridu. Tento material je levny, ale
také poskytuje idealni povrch pro ulpivani patogend. Pii intubaci je endotrachealni trubice
kolonizovana patogeny, které¢ mohou vytvofit biofilm (Bai a kol., 2019).

Mezi bakterie zptsobujici VAP patii Pseudomonas aeruginosa, ktera se obvykle na
kolonizaci  podili s nepatogennimi  streptokoky, napt. Streptococcus epidermidis
a Streptococcus mitis (Bai a kol., 2019). Dale se v biofilmu mohou vyskytovat i Proteus
mirabilis, Porphyromonas gingivalis ¢i Candida albicans (Ding a kol., 2021).

3.1.3 Protrahovana bakterialni bronchitida a bronchiektazie

Protrahovana bakterialni bronchitida je zanét dolnich cest dychacich (Riedler, 2015).
Postihuje pievazné malé déti, u kterych zptsobuje dlouhotrvajici vlhky kaSel. Kasel ustoupi
uveétsiny déti po podani antibiotik, ale u malého procenta pacienti mize prechazet
v bronchiektazii (Marsh a kol., 2022). Pii bronchiektazii dochazi k nevratnému rozsiteni
prudusek (Magis-Escurra a Reijers, 2015). Dilatace prudusek zptisobuje poruchu mukociliarni
clearance. NedostateCné odstranovani bakterii a hlenu z dychacich cest vede k ptetrvavajici
infekei ¢i zanétu (Chalmers a kol., 2018). Dale muze dojit k poskozeni stén prudusek nebo

ke zvysené kolonizaci nezadoucimi bakteriemi (Magis-Escurra a Reijers, 2015).
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V biofilmech souvisejicich s témito klinickymi problémy jsou nejvice zastoupeny
Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus
pneumoniae a Staphylococcus spp. (Perry a Tan, 2023). U pacientd s bronchiektazii mizeme
najit i netuberkulozni mykobakterie, konkrétné komplex Mycobacterium avium (Chalmers
akol., 2018).

3.2 Infekce chronickych ran

Chronické rany jsou definovany jako rany, které se nezahoji béhem obvyklého ¢asového
ramce (pfiblizné 6 tydni). Patii mezi né€ chirurgické rany, bércové viedy, diabetické viedy na
koncetinach ¢i dekubity (Su a kol., 2022). Vzhled chronické rany je znazornén na Obrazku 13.
Biofilm se vyskytuje asi u 78 % vsech chronickych ran (Zhao a kol., 2023b). Vyskyt biofilmu
V ran¢ brani jejimu zdarnému hojeni. Bakterie hojeni ovliviiuji pfimo — produkci destruktivnich
enzymi a toxini. AvSak také nepfimo — télo se snazi infekce zbavit tim, ze stimuluje
polymorfonukleary a bilé krvinky. To vede k chronickému zanétu. Chronicky zanét uvoliuje
volné radikaly a lytické enzymy. Tim jsou negativné ovlivnény bunétné procesy pii hojeni ran
(Su a kol., 2022).

Biofilmy v rané jsou z pravidla vicedruhové (Su a kol., 2022). Mikroorganismy casto
pochazi z pacientovy mikroflory ¢i z jeho okoli. Nejcastéji v rané najdeme Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus agalactiae, Streptococcus pyogenes,
Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus, Escherichia coli, Enterobacter spp. Tyto
mikroorganismy jsou aerobni. Pokud v rané kyslik spotiebuji, umozni rist i anaerobnim

druhdm, zejména kmenim Bacteroides ¢i Prevotella sp. (Brown a kol., 2021).

Obrazek 13: Infekce chronické rany na dolni koncetiné (Fonder a kol., 2008)

Je duilezité poznamenat, ze biofilmy nesouvisi jen s chronickymi ranami. Mohou vznikat

I V misté popalenin. Ztrata kozni vrstvy a denaturace proteini v oblasti popalenin podporuje
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mikrobialni kolonizaci a nasledny vznik biofilmu (Damyanova a kol., 2024). Biofilm
zpomaluje hojeni ran, protoze zpisobuje nepietrzity zanét nizkého stupné. Tento zanét brani
tvorbé granulacni tkan¢ a reepitelizaci. Tyto procesy mohou vést nakonec i k rozvoji vaznych
chorobnych stavi, pripadné az k sepsi (Su a kol., 2022).

V prvnich fazich po popaleni je povrch rany casto kolonizovan stafylokoky, protoze jsou
soucasti bézné kozni mikroflory, ale také odolaji tepelnému poskozeni. Behem prvniho tydne
mohou byt v rané ptitomny dalsi mikroorganismy jako Pseudomonas aeruginosa, ruzné druhy

bakterii rodu Serratia ¢i n¢které druhy vird a hub, napi. Candida (Su a kol., 2022).

3.3 Infekce mocovych cest

Infekce mocovych cest predstavuji vyznamny zdravotni problém. Tyto infekce souvisi
nejCastéji se zavedenim mocového Katetru. Katetr je jedna znejbéznéji pouzivanych
zdravotnickych pomtcek. Zavadi se do mocového méchyie pfes mocovou trubici a slouzi
k méteni vydeje moci, jako prevence jejiho zadrzovani nebo inkontinence. V mocovém
méchyti se mikroorganismy bézné nachazi v planktonnim stavu a je nepravdépodobné, Ze by
byly schopny vyvolat infekci mocovych cest. Po zavedeni katetru na n& mohou piilnout
a vytvorit biofilm. Riziko vzniku biofilmu a nasledné infekce mocovych cest spojenych
s katetrem (CAUTI) se zvySuje s délkou doby, po kterou je katetr zaveden (Bai a kol., 2019).
CAUTI piedstavuji zhruba polovinu nozokomialnich infekci (Rubi a kol., 2022). Kromé¢ katetru
se mohou biofilmy vytvotit také v konkrementech nebo na epitelu mo¢ového méchyie (Tofte
a kol., 2017).

Biofilm zptsobujici CAUTI mize byt krystalizovany, nebo nekrystalizovany. Zavisi to
na druhu bakterii zptsobujicich infekci. Krystalizované biofilmy (Obrazek 14) se vyskytuji
v dusledku infekce bakteriemi produkujicimi ureazu. Vétsinou jde o druhy Proteus mirabillis,
Proteus vulgaris a Providencia rettgeri. Tyto bakterie rozkladaji mocovinu na amoniak
a uhli¢itanové ionty. ZvySena hladina amoniaku vede ke zvyseni celkového pH moci
v mocovém meéchyfi. Toto alkalické prostfedi zptisobuje krystalizaci vapniku a hotciku.
Nekrystalizované biofilmy jsou tvofeny bakteriemi, které uredzu neprodukuji, popf. ji
produkuji pouze v malé mife. Produkce ureazy je nizka, a proto nedojde ke zméné pH nad
hodnotu 8, jez je potfebna pro tvorbu krystalti. Mezi tyto druhy patii Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, E. coli, Morganella morganii a Providencia

stuartii. Bylo zjisténo, ze napi. Pseudomonas aeruginosa a Klebsiella pneumoniae nejsou
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schopny tvofit krystalické biofilmy. Misto toho produkuji velk¢ mnozstvi mukoidniho
materialu, ktery miize zpusobit ucpani katetru a snizit tak priutok moci (Bai a kol., 2019).

U pacienta s CAUTI se mohou vyskytnout komplikace jako cystitida, kameny v mo¢ovém
méchyfi, prostatitida, epidymitida, septikémie a endotoxicky Sok. To mimo jiné poukazuje na
vaznost téchto infekci (Bai a kol., 2019). Navic az 80 % infekci mocovych cest je zptisobeno
uropatogenni E. coli. V biofilmu se mohou vyskytovat i dalsi bakterie jako Enetrococcus
faecalis, Staphylococcus saprophyticus a Staphylococcus epidermidis (Damyanova a kol.,
2024).

Zajimavé je, ze infekce mocovych cest postihuje ¢astéji zeny. Je to zptisobeno anatomickou
blizkosti kone¢niku, pochvy a moc¢ové trubice. Mnohem nachylnéjsi jsou zeny po menopauze,
kvuli absenci hormonu estrogenu. Tento hormon podporuje kyselost vaginalni tekutiny.
Kyselost je kli¢ova pro rist laktobacili, vyznamnych lidskych obrannych faktort proti
patogennim bakteriim (Mirzaei a kol., 2020). U muzu je situace odli$na. V muzské uretie se
vyskytuji nejcastéji enterokoky, Staphylococcus epidermidis a difteroidy. Patogeny na urotelu
mohou napadnout tkan ledvin a zptsobit chronickou bakterialni prostatitidu a pyelonefritidu.

Tyto komplikace mohou mit vazné disledky na celkové zdravi pacienta (Mirzaei a kol., 2020).

Obrazek 14: Krystalizovany biofilm pri infekci mocovych cest; A — Kkrystaly v biofilmu na
mocovém katetru; B — zvétSeny krystal s bakteridlni kolonizaci (Stickler, 2008)

3.4 Zanét stiredniho ucha

Zanét sttedniho ucha je nejcastéjSim onemocnénim u déti, zejména u kojenct a déti do tii
let. Komplikace zanétu stfedniho ucha jsou hlavni pficinou ztraty sluchu. Patogeny se do
sttedniho ucha dostanou ptes Eustachovu trubici. Pomoci molekularné-biologickych testl byla
zjisténa pritomnost Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae a Moraxella
catarrhalis. Vyskyt téchto mikroorganismii byl potvrzen az u 80 % kojenci se zanétem

stfedniho ucha (Zhao a kol., 2023a). Streptococcus pneumoniae je vysoce virulentni, zanétlivy
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a zpusobuje symptomatické onemocnéni. Haemophilus influenzae a Moraxella catarrhalis jsou
mén¢ agresivni a spise zpusobuji bezptiznakové chronické infekce (Welp a Bomberger, 2020).

Bakterie tvorici biofilm jsou Casto zodpovédné za vznik chronického hnisavého zanétu
sttedniho ucha. Pro tento zanét je typicka piitomnost perforované bubinkové membrany
a sekrece vypotku zucha, trvajici déle nez dva meésice. Tento stav je obtizn¢ 1éCitelny
arezistentni. Kromé jiz zminénych bakterii vyskytujicich se u akutniho zanétu muizeme
u chronické formy detekovat jest¢ Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,

Streptococcus pyogenes ¢i Klebsiella pneumoniae (Zafer a kol., 2024).

3.5 Infekc¢ni endokarditida

Infekéni endokarditida je infekce kardiovaskularniho endotelu. Vyskytuje se na srde¢nich
chlopnich, endokardu srde¢ni komory, na povrchu aorty a jinych cév. Jedna se o vzacné Zivot
ohrozujici onemocnéni. Postihuje nejcastéji 0soby s piedchozim strukturalnim onemocnénim
srdce (napf. stendza aortalni a mitralni chlopné, defekt komorové ¢&i sifiové prepazky). Castéji
se vyskytuje u pacientt s protetickymi chlopnémi nebo zavedenymi srde¢nimi zafizenimi
(Sheppard, 2022).

Vétsinu pripadi tohoto onemocnéni zptisobuji Gram-pozitivni koky rodu Staphylococcus,
Streptococcus a Enterococcus. Za nativni nozokomialni chlopenni endokarditidu jsou
zodpovédné druhy Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus
lugdunensis a Staphylococcus capitis. Infekéni endokarditidu mohou zpusobit i streptokoky,
ato zejména oralni streptokoky (napf. Streptococcus mutans, Streptococcus salivarius,
Streptococcus anginosus, Streptococcus mitis a Streptococcus sanguinis). Castou pii¢inou
endokarditidy nativni i protetické chlopné, vyskytujici se u starSich ¢i kriticky nemocnych
pacientt, je zpravidla Enterococcus faecalis (Nappi a kol., 2022). Infekce na protetickych
chlopnich je ¢asné, nebo pozdni. V ¢asné fazi najdeme na chlopni nej¢astéji stafylokoky a dale
zastupce druhu Candida i Gram-negativni ty¢inky. V pozdé&jsi fazi od operace jsou béznymi
patogeny koagulaza-negativni stafylokoky, streptokoky i entrokoky (Sharma a kol., 2023).

Patogeneze onemocnéni spocivd v adhezi bakterii na subendotel srdec¢nich chlopni,
povrchy chlopnich protéz nebo poSkozeny endotel. Bakterie vyuzivaji hostitelské
polysacharidy a fibronektin pro adhezi. Nésledné rostou v matrici fibrinovych desticek
a dozravaji v biofilm. Tento biofilm miize narusit funkci chlopné, vést k rozpadu chlopnich
cipti a k invazi do okolnich buné&k. Disperze bakterii z biofilmu muize vyvolat systémové

projevy sepse a bakteriémie (Mirzaei a kol., 2020).
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Infekéni endokarditida je obtizné 1éCitelna a mortalita v nemocnici piesahuje 20 %. Az
Vv polovin¢ piipadi je nutny chirurgicky zakrok pro zvyseni srdecni aktivity a zaléceni infekce
(Mirzaei a kol., 2020).

3.6 Infekce souvisejici s implantaty

Infekce v souvislosti s implantatem jsou vyznamnym zdravotnim problémem
charakterizovanym tvorbou mikrobialniho biofilmu na povrchu implantatu. Tyto infekce jsou
spojeny se zvySenymi naklady pro zdravotnické systémy. Jednim z hlavnich problému je
obtizna diagnostika mikroorganismi zpusobujicich tyto infekce. Lécba je slozita a ve vétsing
piipadu je pro ucinné zvladnuti infekce nezbytné odstranéni implantatu (Oliva a kol., 2021).

Mikroorganismy, jez se na vzniku téchto infekci nejcastéji podili, jsou soucasti kozni
mikroflory. Tyto organismy se mohou dostat k implantatu béhem chirurgického zakroku nebo
vV obdobi bezprostiedné po operaci (Conen a kol., 2020). Nejbéznéjsim puvodcem jsou
koagulaza-negativni stafylokoky (zejména Staphylococcus epidermidis). Méné casty, ale
virulentné&jsi je Staphylococcus aureus (VanEpps a Younger, 2016). Krom¢ téchto bakterii
mohou byt ptitomny i streptokoky, Gram-negativni bacily, enterokoky nebo i anaeroby, jako
napt. Propionibacterium acnes (Li a kol., 2023). Ptehled mikroorganismi a infekci souvisejici
s implantaty je uveden v Tabulce 3.

Infekce protetickych kloubii predstavuje vazné komplikace. Tyto infekce mohou nastat
v riznych &asovych fazich po operaci. Lze je rozdélit na ¢asné a pozdni. Casna infekce se
projevuje béhem prvnich tfi mésich po operaci. V mist¢ implantatu vzniknou systémové
znamky zanétu (otok, zarudnuti a zvySena teplota) (Izakovicova a kol., 2019). Pivodcem casné
formy jsou vysoce virulentni patogeny (Staphylococcus aureus, streptokoky a enterokoky).
Pozdni infekce se projevuje méné vyraznymi pfiznaky, které se objevuji pozvolna a jsou méné
intenzivni. Mezi tyto pfiznaky patii hlavné bolest kloubtu. Tento typ infekce se vyskytuje
od 3 do 24 mésict po chirurgickém zakroku. Je vyvolan malo virulentnimi mikroorganismy,
napft. koagulaza-negativnimi stafylokoky ¢i druhy Cutibacterium (lzakovicova a kol., 2019;
Trampuz a Widmer, 2006).
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Tabulka 3: Prehled patogenii zpiisobujicich infekce na implantdtech (upraveno dle Li

a kol., 2023)
Aplikace Mikroorganismy zpusobujici infekci
Ortopedické pomucky Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus a

Staphylococcus hominis

Protetické srde¢ni chlopné Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Candida
albicans a Aspergillus

Zubni implantaty Gram-negativni anaerobni bakterie (Porphiromonas gengivalis,
Actinobacillus actinomycetemcomitans, Fusobacterium nucleatum
a Veillonella spp.)

Urologické piistroje Staphylococcus aureus a Staphylococcus epidermis

Kostni alostépy Viry zpusobujici hepatitidu, Mycobacterium tuberculosis a virus
lidské imunodeficience

Kontaktni ¢o¢ky a rohovkové | Pseudomonas aeruginosa a Gram-pozitivni koky
implantaty

Prsni implantaty Staphylococcus aureus, Enterococcus spp., Staphylococcus
epidermidis a Propionibacterium acnes

3.7 Osteomyelitida

Jedna se o infekci kosti vedouci k zanétlivé destrukci kosti a kostni nekroze (Brady a kol.,
2006). Podle zdroje infekce rozliSujeme dva zakladni typy — hematogenni a exogenni.
Hematogenni osteomyelitida je zptisobena mikroorganismy, které se ke kosti dostanou krevnim
fecistém, zatimco exogenni osteomyelitida vznika po tGrazech ¢i operacich a souvisi S vnitinimi
fixaénimi pomuckami. Toto infekéni onemocnéni je nejéastéji lokalizovano V holenni
a stehenni kosti, ale mtize se objevit také v obratlich (Zimmerli a Sendi, 2017). Pokud neni
infekce dobfe zaléCena, mize mikroorganismus pfilnou k povrchu odumfelé kosti a infekce se
zméni na chronickou. Chronicka hematogenni osteomyelitida se vyskytuje predevsim u déti
Vv rozvojovych zemich. Je to dano tim, Ze se zde vyskytuje mnoho infekci, které nejsou vcas
zaléCeny antibiotiky. U dospélych se tento typ infekce objevuje vzacné (Zimmerli a Sendi,
2017).

Spektrum mikroorganismi zavisi na typu osteomyelitidy. U hematogenni chronické
osteomyelitidy u kojenci a déti je nejcastéjSim pluvodcem Staphylococcus aureus,
Streptococcus agalactiae, Streptococcus pyogenes, Heamopilus influenzae ¢i Escherichia coli.
U dospélych dominuje Staphylococcus aureus, ale mizeme se setkat i s puvodci jako

Enterococcus spp., Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp., Mycobacterium spp. a rtizné
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druhy anaerobt ¢i hub, v¢. Candida spp. (Brady a kol., 2006). U pacienti s exogenni
osteomyelitidou po trazu najdeme pievazné koagulaza-negativni stafylokoky, Staphylococcus
aureus a vmensi miife také i Gram-negativni tyCinky ¢i Enterococcus spp. Pievaha
koagulaza-negativnich stafylokokii je zplisobena pfitomnosti implantatu, ktery zvysuje
patogenitu nizkovirulentich mikroorganismu (Zimmerli a Sendi, 2017). U nitrozilnich uzivateli
drog se kromé vyse zminénych ve velké mife vyskytuji Pseudomonas aeruginosa a Serratia
marcescens (Brady a kol., 2006).

Staphylococcus aureus (Obrazek 15) je nej¢astéjSim mikroorganismem akutni i chronické
ostemyelitidy. Tato bakterie je schopna exprimovat adhezivni proteiny, které reaguji na slozky
kostni matrix, zejména na fibronektin. Tyto proteiny jsou klicové pro adherenci ke kosti a
tvorbu biofilmu. V in vitro podminkach bylo prokazano, ze biofilmy Staphylococcus aureus
snizuji zivotaschopnost osteoblastd a zvySuji kostni resorpci.

Lécba chronické osteomyelitidy je zna¢né komplikovana kvili tvorbé biofilmu.
V pokrocilych stadiich nemoci je antibioticka terapie nedostate¢na a musi byt kombinovana

s chirurgickym zakrokem (Zimmerli a Sendi, 2017).

n’ 1!

o | o

Obrdazek 15: Bakterie Staphylococcus aureus souvisejici s osteomyelitidou; A — koky adherujici
K fibrinovym vidkniim; B — shluky S. aureus tvorici bakteridini lusky (upraveno dle Masters a kol.,
2019)
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ZAVER

Tato bakalaiska prace poskytuje uceleny piehled o biofilmech s dlirazem na dentalni
biofilmy, jejich strukturu, vyvoj a vliv na zdravi ¢lovéka. Dikladné jsou popsany mechanismy,
jakymi biofilmy ptispivaji k rozvoji onemocnéni (zubni kaz, parodontitida a dalsi systémové
infekce spojené s biofilmovymi komunitami). Prace zduraziiuje sloZitost interakci mezi
mikroorganismy v biofilmech a jejich odolnost proti tradi¢nim terapeutickym metodam.

V praci je také podrobné popsana detekce biofilmu zahrnujici rizné metody od
Christensenovy metody v mikrotitra¢nich destickach az po pokrocilé techniky, mezi které patii
mikrofluidni zafizeni ¢i konfokalni laserovy skenovaci mikroskop. Tyto metody umoziuji
vizualizaci struktury biofilmu a jeho dynamického rastu. Skenovaci elektronova mikroskopie a
rastrovaci elektrochemicka mikroskopie jsou uzitecné pro hodnoceni interakci mezi bakteriemi
a povrchem substratu.

Vyzkumy v oblasti dentalniho biofilmu pokracuji v hledani efektivnich metod pro jeho
detekci a odstranovani, s novymi technologiemi jako je fluorescen¢ni zobrazovani a vyuziti
umélé inteligence pro zlepSeni diagnostiky. V boji proti negativnim dopadim biofilmu se
rovnéz zkoumaji preventivni strategie zahrnujici mechanické a chemické cisténi zubtl, nové
antimikrobialni molekuly a probiotika, ktera podporuji zdravou mikrofléru tistni dutiny. Uéelné
by bylo porovnani tradi¢nich a novych metod (vyuzivajici umélou inteligenci) pro detekci
zubniho plaku. Toto pozorovani by obsahovalo statistické udaje o uspé€Snosti jednotlivych
metod u konkrétniho ¢lovéka. Soucasti rozsiteni by byli i materialy vyuzité K trénovani umélé

inteligence.
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