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ANOTACE

Tato bakalaiska prace se zabyva problematikou biofilmi v souvislosti s infekcemi hornich
cest dychacich. Uvodni &ast je vénovana popisu anatomie a funkce hornich cest dychacich.
Nasleduje charakteristika biofilmu jako specifické formy existence mikroorganismu,
vcetné€ jeho vzniku, vlastnosti 1 role v patogenezi. Zminéné jsou i moznosti detekce biofilmu.
Préce se vénuje také nejCastéjSim bakteridlnim plvodctim infekei hornich cest dychacich
a onemocnénim, ktera vyvolavaji. Cést textu je vénovana prevenci onemocnéni hornich cest
dychacich. V zavéru je rozebrdna antibioticka terapie a dalS$i moderni terapeutické piistupy

k eradikaci biofilmu.

KLIiCOVA SLOVA

Horni cesty dychaci, patogen, biofilm, antibiotika, 1écba, prevence

TITLE

The Role of Biofilm in Upper Respiratory Tract Infections

ANNOTATION

This bachelor’s thesis addresses the issue of biofilms in relation to infections of the upper
respiratory tract. The introductory part focuses on the anatomy and function of the upper
respiratory tract. It is followed by a characterization of biofilm as a specific form of microbial
existence, including its formation, properties, and role in pathogenesis. The thesis also
outlines the methods of biofilm detection. It further deals with the most common bacterial
pathogens responsible for upper respiratory tract infections and the prevention of these
infections. The final section discusses antibiotic therapy and other modern treatment

approaches aimed at biofilm eradication.
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Upper respiratory tract, pathogen, biofilm, antibiotics, treatment, prevention
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SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK

Al Autoinduktory

AMP Antimikrobidlni peptidy

AOM Akutni zanét sttedniho ucha
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H. Haemophilus

HCD Horni cesty dychaci
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HVC Virus hepatitidy C
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M. Moraxella

MIC Minimalni inhibi¢ni koncentrace
MS Hmotnosti spektrometrie

oM Zanét stredniho ucha

PDT Fotodynamicka terapie

PTT Fototermalni terapie

os Quorum sensing

RNA Ribonukleova kyselina

RS Rinosinusitida

S. Staphylococcus

SEM Rastrovaci elektronova mikroskopie
Str. Streptococcus

TEM Transmisni elektronovéa mikroskopie
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TERMINOLOGIE

Dormantni
Edém
Epiglotitida
Eradikace
Erytém
Exudat
Faryngitida
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In situ
Komenzalni
Kraniofacialni skelet
Meningitida
Morbidita
Mortalita
Nika
Otitida
Prevalence
Rinosinusitida
Sinusitida
Sputum
Stridor

Tonsilitida

V klidovém stavu

Otok

Zanét priklopky hrtanové

Uplné odstranéni, vymyceni
Zacervenani

Zanétlivy vypotek

Zanét hltanu

Soubor vSech pozorovatelnych znakii organismu
Na misté, v ptivodni poloze
Symbioticky s hostitelem

Kostra lebky a obli¢eje

Zanét mozkovych blan

Nemocnost

Umrtnost

Specifické prostiedi

Zanét stfedniho ucha

Pocet pfipadi nemoci za urcité obdobi
Zanét sliznice nosu

Zanét vedlejSich dutin nosnich

Hlen, sekret dychacich cest

Patologicky poslechovy nalez, slySitelny bez fonendoskopu

Z4anét krénich mandli



UvVOD

Zanéty hornich cest dychacich zptsobené bakterialni infekci patii mezi nejcastéjsi zdravotni
potize, se kterymi se lidé potykaji. Casto se jednd o infekce akutni a ve vétsing piipadi
je terapie relativné kratka. Infekce hornich cest dychacich vSak mohou mit vyznamny dopad
na zivot pacienta. Problémem je hlavné Castd recidiva a chronicita onemocnéni. Bakterialni

biofilmy hraji spolu s dal$imi faktory hlavni roli v pfetrvavani a opakovani téchto infekci.

Biofilm je struktura tvofena mikroorganismy adherujicimi k povrchu a obklopujicimi
se ochrannou vrstvou. Ochrannd vrstva je chrani pted nepfiznivymi vlivy okoli
(napf. pted reakcemi imunitniho systému hostitele, antimikrobidlni 1é¢bou, atp.). Diky témto
vlastnostem odoldvaji mikroorganismy béznym lécebnym postupim a ztézuji 1écbu
chronickych onemocnéni. Tento typ infekce miize vést k opakovanym zanétim,

nevratnému poskozeni tkané, a v neposledni fad¢ také k selekci rezistentnich forem bakterii.

Cilem této prace je seznamit se s patogeny zpusobujici infekce hornich cest dychacich,
atozejména se zaméfenim na mikroorganismy se schopnosti tvofit biofilmy. Zamérem
této prace je prozkoumat mechanismy tvorby téchto biofilmii a zhodnotit jejich dopad
na lécbu infekei, vcetné rezistence k antibiotikim. Soucasti prace je také posouzeni moznosti
prevence téchto infekci. Déle je zvaZena moznost moderni 1é¢by, kterd by mohla pomoci

v boji proti chronickym infekcim, které jsou ovlivnény ptitomnosti biofilmii.
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1. HORNI CESTY DYCHACI

Horni cesty dychaci (HCD) je spole¢né oznaceni pro oblast lidského téla zahrnujici dutinu
nosni (cavitas nasi) anani navazujici nosohltan (pars nasalis pharyngis) (Cihak, 2013).

Obrazek 1 zndzoriuje rozdélni dychaci soustavy a jednotlivych ¢asti.

é — Nosni dutina
S
© Nosni ¢ast hltanu
2
2 ;
o Ustni ¢ast hltanu
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=}
2
K3)
<
=
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172} .
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Obrazek 1. Dychaci soustava ¢loveéka (upraveno dle Cruz et al., 2021)

Prenatalné vznikd systém dychaci (systema respiratorium) spole¢né s Ustrojim travicim.
Vznikem tvrdého a mékkého patra se rozd€li primitivni Ustni dutina na vlastni dutinu Ustni
ana dutinu nosni (nad patrem), kterd zacina zevnim nosem a nozdrami (nosnimi dirkami)
a vzadu se otvira choanami (vnitinimi nozdrami) do nosohltanu (Cihak, 2013). Dychaci cesty
jsou vystlany fasinkovym cylindrickym a kubickym epitelem s mucindéznimi buiikami
(Kittnar, 2020). Horni cesty dychaci maji anatomickou hranici definovanou dal$imi tkdnémi
(kostnimi, chrupavcitymi a mé€kkymi). Jejich funkci je dychani, pfijem potravy (zvykani
a deglutace), jakozto 1 fe€. Odtud pochézi oznaCeni zalozené na funkci, a to ,,aerodigestivni
a hlasovy trakt“. HCD jsou prvni linii kontaktu lidského téla s okolnim prostiedim.
Jejich tkolem je zejména prichod, Uprava a ohfev dychacich plynt dale pokracujicich
do dolnich cest dychacich. Dychaci plyny (kyslik a oxid uhli¢ity) hraji kli¢ovou roli v procesu
bunééného dychéani a metabolismu. Kyslik je nezbytny pro uvolhovani Zivin prostfednictvim
oxidativni fosforylace, oxid uhlicity je vedlejsSim produktem tohoto procesu a musi byt z téla
vylucovan. Tyto plyny se v téle prenaseji krvi, kyslik ve vazbé na hemoglobin ¢ervenych
krvinek, zatimco oxid uhli¢ity je pfendSen ve formé hydrogenuhli¢itanového iontu

(Chuang et al., 2022).
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Dychani je autonomni proces, ktery zahrnuje vyménu plynt s vnéj$im prostfedim a je
regulovan nervovym systémem. Jelikoz jsou ve vzduchu pfitomny rizné patogeny
a znecistujici latky, které se s kazdym nadechem dostavaji do dychaciho traktu, hraji HCD

také klicovou roli v obrané proti mikrobidlnim patogeniim (Chen et al., 2024).

Dilezitou roli v ochrané proti patogentim hraje symbidza komenzalnich bakterii s hostitelem.
Lidské télo je ekosystém skladajici se z riznych anatomickych mikroprostiedi, jako jsou
dychaci cesty, gastrointestindlni trakt a kize. Kazdd mikrobialni nika mé specifické
fyzikéalné-chemické vlastnosti a je kolonizovdna specializovanym mikrobiomem. Nosni
dutina, nosohltan, vedlejSi nosni dutiny a orofarynx utvéfeji specificka mikroprostiedi
v hornich cestach dychacich. Jsou neustidle omyvany proudem vzduchu z vnéjSiho prostiedi
a vystaveny atmosférickym faktorim (napf. ménici se vlhkost plynti, imunologické faktory,
organické materidly, aj.). Nosni sliznice je prvotni obrannou linii proti vzduSnym patogeniim.
Tytoadal$si sliznice jsou kolonizovany specializovanou rezidentni mikroflérou
(Zeng a Liang, 2022). Na Obrazku 2 jsou uvedeny piiklady typickych kolonizatori

hornich cest dychacich.

Streptococcus pneumoniae
Haemophilus influenzae
Moraxella catarrhalis
Dolosigranulum

Corynebacterium
Neisseria

Corynebacterium
Propionibacterium
Staphylococcus aureus

Streptococcus salivarius Moraxella spp.

Streptococcus pyogenes
Streptococcus agalactiae
Streptococcus pneumoniae
Veillonella <
Moraxella catarrhalis
Fusobacterium

Neisseria

Bacteroidetes

Nosni dutina
Nosohltan
[[] Ustniéast hltanu

Obrazek 2. Mikrobiom jednotlivych ¢asti hornich cest dychacich (upraveno dle Santacroce et al., 2020)

Evolu¢né se utvotila symbidza mezi hostitelem a kolonizujicimi bakteriemi, ktera je nezbytna
pro zdravi a imunitni obranu cloveéka. Lokdlni zmény ménici tuto symbidzu a vytvaiejici
tak stav dysbidzy, vedou k riiznym onemocnénim (napft. respiracni infekce, alergie a astma).
Pfi¢inou téchto onemocnéni muze byt prvotni kolonizace, ta je ovlivnéna predevSim
zpisobem porodu (cisafsky fez, vaginalni porod) (Santacroce ef al., 2020). U malych déti

je bézné pozorovana nasofaryngedlni kolonizace Str. pneumoniae. Avsak pneumokokova
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kolonizace nosohltanu je u dospélych jedinct relativné vzacnd (Miellet et al., 2024).
Stearns et al. (2015) uvedli, Ze v nosohltanu malych déti dominuje maly pocet bakteridlnich
skupin, které jsou vSak pfitomny ve vysoké bunééné denzité. Naopak u dospélych se nachazi

v

rozmanit¢j$i komunita bakterii ovSem v nizsi bunécné denzité.

1.1. Nosni dutina a vedlejsi nosni dutiny

Nosni dutina je prostor ohraniceny kosténymi vybeézky horni Celisti, kosti ¢elni a ¢ichovou
avmalém rozsahu i nosnimi kiistkami (Dylevsky, 2009). Je prvni ¢asti hornich cest
dychacich, kterou prochdzi vdechovany vzduch. Jeji tlohou je produkce hlenu a vychytavani
prachu a mikroorganismil. Primarnim ucelem nosu je ohtat, zvlh¢it a filtrovat vzduch pted
jeho vstupem do plic (Greeley, 2017). Diky bohaté siti krevnich cév v nosni sliznici se vzduch
pii prichodu ohfivd na télesnou teplotu. Zaroven je také zvlhéovan sekrety sliznice,
coz zajistuje ochranu dolnich cest dychacich pfed podrazdénim a vysuSenim. Tento proces

je nezbytny pro spravnou funkci plic a cely proces vymeény plynti.

Nosni dutina obsahuje také oblast zprostiedkovavajici ¢ich. S nosni dutinou jsou spojené
vedlejsi nosni dutiny. Nejvetsi dutina lezi v horni Celisti (sinus maxillaris), mens$i pak v kosti
Celni (sinus frontalis) a v kosti Cichové a ktidlaté (sinus ethmoidalis, sinus sphenoidalis)

(Dylevsky, 2009). Na Obrazku 3 je zndzornéno umisténi vedlejSich nosnich dutin.

Obrizek 3. Vedlejsi nosni dutiny (upraveno dle Lee et al., 2022)

Paranasalni dutiny plni fadu funkci. Pfedevsim ¢isti, ohfivaji a zvlh¢uji vdechovany vzduch
a vyrovnavaji tlakovy rozdil pii dychani. Kromé& toho chrani lebku pifed zranénim,
protoze vytvareji prostory v kostech lebky. Béhem traumatu se poSkozené lebecni kosti
nejprve dostanou do sinusového prostoru. Krome toho dutiny poskytuji vrstvu tepelné izolace,
prohiivaji spodinu lebky a oc¢nice a snizuji hmotnost kraniofacidlniho skeletu. Funguji

také jako naraznik (rezonujici prostor) chranici vnitini ucho (Michalik a Krawczyk, 2024).
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Dutlezitou soucasti nosni dutiny a vedlejSich nosnich dutin je nosni mikrobiom. Ten se vyviji
velmi rychle od narozeni do raného détstvi. Nekteré komenzalni bakterie
(napt. Corynebacterium, Dolosigranulum, aj.) jsou spojovany s zadoucim nosnim
mikrobiomem,  protoze  hraji  dualezitou roli  vochran¢  dychaciho  traktu
(Gonzélez-Garcia et al., 2024). Nos vSak kolonizuje také Sirokd Skala potencialnich
patogennich bakterii. Bylo pozorovédno, ze mikrobiom pfednich nosnich dutin je u zdravych
jedinct kolonizovan hlavné bakteriemi rodu Actinobacteria, Firmicutes a Proteobacteria,
avSak soucasti jsou i bakterie rodu Staphylococcus nebo Moraxella. S. aureus byl doposud
identifikovan jako bakteridlni druh podilejici se na rozvoji chronické rinosinusitidy

(Aggarwal et al., 2023).

1.2. Hitan

Hltan je duta svalova trubice, kterd zacind u spodiny lebecni a pokracuje k dolnimu okraji
kricoidni chrupavky a je nedilnou soucasti aerodigestivniho traktu. Slouzi jako spolecna cesta
pro vedeni vzduchu, potravy a tekutin, spojujici nosni a ustni dutinu s hrtanem a jicnem.
Déli se na tii hlavni oblasti, a to nasofarynx, orofarynx a hypofarynx (Rahim et al., 2023).
Nosohltan je ¢ast hltanu navazujici na nosni dutinu. Obsahuje nosni tonsily
(tonsilla pharyngealis), které vychytavaji a ni¢i patogeny vdechnuté nosem a tim tvoii soucast
imunitniho systému. Nosohltan se spojuje s dutinou Ustni, konkrétné ustni ¢asti nosohltanu
(pars oralis pharyngis), a proto je mozny priuchod vzduchu ibéhem dychani usty.
Na nosohltan navazuje hltan spojujici horni a dolni cesty dychaci. Obsahuje hlasivky
vytvarejici zvuk pfi vibracich. Hranici mezi nosohltanem a ustni ¢asti hltanu je mékké patro
a ¢ipek (uvula) (Dylevsky, 2009). Nosohltan je stejn¢ jako nosni dutina lemovan fasinkovym,
sloupcovym epitelem. Orofarynx umistnény bezprosttedné¢ za Uusty je Ilemovan

nekeratinizovatelnym vrstevnatym dlazdicovym epitelem (Lemon ef al., 2010).

Orofarynx je diky své poloze vystaven pusobeni Siroké Skaly mikroorganismi endogenniho
1 exogenniho ptivodu. Tyto mikroorganismy mohou byt pfendseny do dolnich cest dychacich.
Studie prokazaly, ze nosohltan zdravého jedince je kolonizovdn zejména bakteriemi rodu
Streptococcus, Haemophilus a Neisseria, mezi dalSi Casto pfitomné patii Veillonella,
Prevotella, Leptotricha a Fusobacterium tadici se mezi Gram-negativni anaerobni bakterie

(Santacroce et al., 2020).

Dychaci trakt byl dlouho povazovan za sterilni, z velké casti kvuli obtiznosti vykultivovani

bakterii z této oblasti. Mikroorganismy z vnéj$iho prostiedi se vS§ak mohou dostat nejprve
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do horniho traktu (hltan a hrtan) a nésledn¢ do dolniho traktu (priidusnice) ustni nebo nosni
cestou. Z tohoto diivodu mizeme kultivovat vEétSi mnozstvi bakterii z oblasti hornich cest
dychaci ve srovnani s oblasti dolnich cest dychacich (Aggarwal et al., 2023). Bakterialni
spolecenstva hltanu tvoii mikroprostiedi v okoli epitelialnich bun¢k s dulezitymi interakcemi
mezi nimi. Znalost slozeni a prevalence mikrobioty v hltanu jsou vSak stale nedostate¢né

(Gonzalez-Garcia et al., 2024).
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2. BAKTERIALNI BIOFILM

Biofilmy jsou spoleCenstvi mikrobidlnich bunck, zasazend do matrice extracelularnich
polymeri a dalSich biomolekul. Jednd se o slozit¢ trojrozmérné struktury, které mohou
obsahovat rizné mikrobialni druhy s riznymi genotypy. Biofilmy se dynamicky ptizpiisobuji
prostiedi a interaguji mezi sebou a prostiedim (Coenye et al., 2024). Téméi vSechny bakterie
mohou vytvéiet biofilmy (Zhao et al., 2023). Bakterialni biofilmy jsou zasadnim problémem
v ohledu rezistence k antibiotikiim, rezistence k imunitnimu obrannému systému hostitele
adals$im vng$im vlivim. Biofilmy se bézné vyskytuji v pfirodnim prostiedi,
v potravinafském pramyslu i na tkanich lidského téla. Mohou se vSak vyskytovat
inapovrsich riznych materiald, v¢. l€kafskych instrumenti a implantatt, kde jejich

pritomnost piedstavuje zdravotni riziko.

Historicky byly bakterie studovany jako jednobunééné planktonni organismy. Biofilmy byly
pravdépodobné objeveny jiz v 80. letech 17. stoleti (Perry a Tan, 2023).
Antoni van Leeuwenhoek (1684) popsal piitomnost mikroorganismt a vlaknitych struktur
ve ,,slupce zubli* (zubni plak). Az v 70. letech 20. stoleti zacala byt pfitomnost bakteridlnich
biofilml rozpoznavéna i1 na dalSich mistech v lidském téle (Haiby, 2017), nejcastéji pomoci
technik jako je elektronovd mikroskopie a fluorescenéni in situ hybridizace
(Perry a Tan, 2023). Termin ,biofilm* byl zaveden az na pocatku 70. let 20. stoleti
mikrobiologem J. Williamem Costertonem a jeho kolegy, ktefi studovali bakterialni

spoleCenstvi tvofici se na povrsich ve vodnim prostiedi (Bamford et al., 2023).

Mikrobialni biofilmy maji Skodlivé dopady v klinické i primyslové praxi a v pfirodnim
prostiedi, ale zadrovenn mohou byt i pfinosné. ZlepSena povrchova adheze a vitalita bun¢k
muze piekonat dvé hlavni omezeni bunécnych biosenzort, tj. potfebu imobilizovat bunky
audrzovat je zivotaschopné a aktivni po delSi dobu. Proto je mozné biofilmy vyuZivat
jako snimaci prvky v detekénim zatizeni. Konkrétné byly biosenzory zalozené na biofilmu
pouzity pro monitorovani zivotniho prostfedi a procesti v redlném case in situ. Detekéni
systtmy zaloZzené na Cinnosti mikroorganismii obvykle vyuZivaji luminiscen¢ni
a elektroaktivni bakterie, které mohou spontdnné generovat fluorescenci a elektrické vystupy
vreakci na stresovy faktor bez potieby jakékoli dalSi genetické modifikace

(Funari a Shen, 2022).

19



2.1. Proces tvorby a vlastnosti biofilmii

Formovéani biofilmu zadind ptichycenim mikroorganismi k povrchu. To je umoznéno
interakci mezi povrchem a mikroorganismy. Postupné zacnou bakterie produkovat latky
tvorici extracelularni matrici, kterd slouzi jako ochranné vrstva k zajisténi stability biofilmu.
podminky pro pieziti bakterii. Biofilm miize byt slozen z jednoho nebo vice druhil bakterii
a je schopen se dynamicky ptizpiisobovat prostiedi. Biofilmy se mohou tvofit na biotickych
povrsich (napf. pojivova tkan, hlen, epitel, endotel, srde¢ni chlopen, kostni dien a kize),
aleina povrSich abiotickych (naptf. protézy, implantaty, stenty a Kkatetry)
(Sionov a Steinberg, 2022).

Tradi¢ni model tvorby biofilmt zahrnuje pét krokti (Perchikov ef al., 2024). Prvnim krokem
vedouci k vytvofeni monovrstvy extracelularni matrix (ECM) (Mirghani et al., 2022).
ECM se sklada z konglomeratu riznych latek zajistujicich strukturalni integritu biofilmu.
Obecné se muze skladat z vody, polysacharidi, proteint, lipidi, povrchové aktivnich latek,
glykolipidl, extracelularni DNA, extracelularni RNA, membranovych vezikul a ionth
(napt. Ca®"). U mnoha bakterii jsou extracelularni polysacharidy a extracelularni DNA
prominentnimi slozkami ECM (Uruén et al., 2021). V nasledujicim stddiu dochazi k ristu
biofilmu a zahajeni quorum sensing. Ve Ctvrtém stadiu (maturace) dochazi k obaleni biofilmu
extracelularni polymerni latkou pomahajici interakcim bunék mezi sebou a mezi matrici.
Patou fazi je disperze, tj. oddéleni bun€k od vzniklého biofilmu a opakovéni cyklu na jiném

misté (Mirghani et al., 2022). Obrazek 8 zachycuje jednotliva stadia tvorby biofilmu.

: D'sp&h\

Planktonické
bakterie @ é
Cyklus

Maturace biofilmu
vyvoje

@ lS biofilmu
Adsorbce @@

@ Rist biofilmu

Ireverzibilni adheze

Obrazek 4. Cyklus vyvoje biofilmu (upraveno dle Mirghani et al., 2022)
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U nepohyblivych druhti zvySuji jednotlivé bakterie expresi adhezinii na vnéj$im povrchu
(tedy zvysuji tzv. ,lepivost®). Tato zvySend lepivost podporuje pfilnavost mezi bunkami
navzajem i1 mezi buitkami a povrchem. U pohyblivych mikrobialnich druhti se bakterialni
bunky pfichycuji k povrchu a dochazi u nich ke ztrat¢ pohyblivosti v podminkach

podporujicich tvorbu biofilmu. Zacinaji také produkovat ECM (Lemon et al., 2008).

Proces tvorby bakteridlniho biofilmu je ovliviiovan vngj$imi faktory (napf. teplota, zmény
pH krve, atd.). Déle tvorbu biofilmu ovlivitluje 1 soucasnd piitomnost ruznych druht
bakterii (Zhao et al., 2023). Pro vznik a rast biofilmu jsou dulezité také parametry
jako smacivost, drsnost, tuhost a topografie povrchu (Perchikov et al., 2024). Hydrofobnost
hraje zésadni roli pfi pfichyceni mikroorganismti k povrchim. Hydrofobni povrch
je pro mikrobidlni kolonizaci vhodnéjsi nez povrch hydrofilni. Hydrofobni material
totiz snizuje odpor mezi buitkou a povrchem (Zhao et al., 2023). Rust v biofilmu poskytuje
buitkdm v mnoha ptipadech vyrazné vétsi ochranu proti piisobeni antibiotik a dezinfekénich
prosttedklt v porovnani s jejich planktonnimi formami. Odolnost biofilmi vznika
prostiednictvim fady riznych mechanismii (napf. nepropustnost matrice biofilmu
pro antibiotika, snizena rychlost ristu bunék uvnitt biofilmové struktury v dasledku snizeného
gradientu Zivin a kysliku, pfitomnost perzistentnich bunék tolerujicich antibiotika a zvySena

exprese efluxnich pump, aj.) (Alav et al., 2018).

Buiiky v biofilmech s riznymi fenotypy a genotypy vyuZivaji odlisné metabolické drahy,
stresové reakce 1 biologické vlastnosti. Nékteré buniky méni produkci extracelularnich
polysacharidti, a dokonce i svoji bunéénou morfologii béhem vyskytu v biofilmu. Populace
v biofilmech jsou komplexni struktury vykazujici chemickou, fyziologickou a genetickou
variabilitu (Zhang et al., 2020). Biofilm jako celek tedy pracuje synchronné na fizeni
aregulaci mechanismi pfeziti jednotlivych c¢lenti spoleCenstvi. Pozadavky biofilmi
(napf. ptipojeni k cilovému mistu, stimulace mechanismii starnuti bunék hostitele,
aby se zabranilo uvolilovani bakterii a produkce plazmatického exsudatu pro vyzivu
prostfednictvim lokdlniho zdnétu, atd.) jsou modulovany genofondem celého biofilmu

(Anju et al., 2022).

2.2. Quorum sensing

Quorum sensing (QS) je proces chemické komunikace mezi bakterialnimi buitkami zalozeny
na detekci extracelularnich signdlnich molekul oznacovanych jako autoinduktory

(Mukherjee a Bassler, 2019). OS je schopnost bakterii kontrolovat genovou expresi pomoci
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detekce minimalni prahové koncentrace uritych metabolitd produkovanych bakteriemi.
Souvisi to s kontrolou chovani bakterii, napt. se sekreci faktord virulence, konjugaci,
sporulaci a organizovanym pohybem, vznikem bioluminiscence, 1is tvorbou biofilmt

(Ni et al., 2009).

Vsechny dosud znamé systémy OS jsou zalozeny na tfech zdkladnich vlastnostech,
a to bez ohledu na rozdily v jejich regulaci a mechanismech. Prvni vlastnosti je produkce
autoinduktort (AI) bakterialni komunitou. Druhou je detekce Al cytoplazmatickymi
nebo membranovymi receptory. Treti vlastnosti je, Ze rozpoznani Al nejen stimuluje expresi
genll potifebnych pro spravnou koordinaci bunc¢k v biofilmu, ale zaroven spousti

dalsi syntézu Al (Hetta et al., 2024).

U Gram-negativnich  bakterii jsou autoinduktory detekovany dv€ma receptory
(cytoplazmatické transkripéni faktory nebo transmembranové dvouslozkové histidinové
kindzy). V obou ptfipadech komplex autoinduktoru s receptorem fidi expresi cilovych gent
pro quorum sensing. U Gram-pozitivnich bakterii jsou receptory tvofeny transmembranovymi
dvouslozkovymi histidinovymi senzorovymi kindzami. Komplex tvofeny Al a receptorem
aktivuje expresi genu kodujiciho autoinduktorsyntazu. Autoinduktorsyntaza zvySuje
extracelularni koncentraci autoinduktoru. Pfedpokladd se, Ze tato autoindukéni smycka

synchronizuje chovani napfi¢ bakterialni populaci (Mukherjee a Bassler, 2019).

2.3. Lokalizace biofilmu

Bé&hem nékolika poslednich desetileti byl vyskyt biofilmil popsdn na mnoha tkanich. Biofilmy
byly také pozorovany na tkénich s riznou komenzalni mikroflérou (Perry a Tan, 2023).
Ptitomnost biofilmd totiz nemusi vzdy znamenat piitomnost bakteridlnich agens
zpusobujicich infekce (napt. zensky reprodukéni trakt, gastrointestinalni trakt, aj.). Pfirozené
se vyskytujici biofilm je napf. zubni plak, ktery je pfirozené tvofen vice mikrobidlnimi druhy.
V ileu a tlustém stievé jsou bézné detekovany u zdravych lidi rozsahlé mikrobidlni biofilmy

v tésném kontaktu s epitelem (Perry a Tan, 2023).

Bakteriadlni biofilmy ovSem mohou zplUsobovat zavazné infekce (Zhao et al., 2023).
V soucasné dobé je vice nez 80 % bakteridlnich infekci zplisobeno tvorbou biofilmil
(Fleming a Rumbaugh, 2017). Mezi infekce spojené s biofilmem patii napt. zanét stfedniho
ucha, chronicka rinosinusitida, faryngitida, laryngitida, pneumonie, bakteridlni vaginodza,

infek¢ni endokarditida, mastitida a dalSi (Sionov a Steinberg, 2022). Tyto biofilmy mohou
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byt spojeny s lékafskou instrumentaci a implantaty (Schulze et al., 2021). Mikroorganismy
mohou na povrchu lékatskych instrument vytvaret biofilmy podporujici rozvoj infekénich
onemocnéni v organismu po jejich zavedeni do lidského téla. Lékarské implantaty tak mohou
zvysSovat riziko infekci (Zhao et al., 2023). AvsSak biofilmy mohou vznikat také vlivem
cizorodych agens kolonizujicich hostitelskou tkan, coz je typické zejména u chronickych

infekci (Schulze et al., 2021).

2.4. Metody detekce biofilmu

Existuje cela tfada metod vhodnych pro detekci biofilmu. Mezi tyto metody patii
napt. fluorescenéni in situ hybridizace (FISH), konfokilni laserova skenovaci
mikroskopie (CLSM), rastrovaci elektronova mikroskopie (SEM) a transmisni
elektronova mikroskopie (TEM). V prvotnich studiich zaméfenych na detekci biofilmu byly
pouzity pravé nespecifické techniky jako je SEM a TEM. Tyto techniky umoZiovaly
ultrastrukturdlni analyzu biofilmu, ale neumoznovaly identifikaci mikroorganismi
(Fastenberg et al., 2016).  Zobrazovaci  metody  umoziluji  vizualizovat  biofilm
(napt. zvyraznéni specifickych rysi biofilmu pomoci barviv). Zamétuji se na kvantifikaci
analyt nebo charakterizaci vlastnosti biofilmu. Nova snimaci zafizeni maji za cil prekonat
omezeni soucasnych metod studia biofilmu. Soucasné metody analyzy jsou zaloZeny

na invazivnim a destruktivnim zpracovani vzorku (Funari a Shen, 2022).

Fluorescen¢ni in situ hybridizace

Technika fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH) se stala zadsadnim nastrojem pro lepsi
pochopeni mezidruhovych interakci. Tato metoda totiz umoznuje identifikovat a pozorovat
umisténi riznych mikroorganismii piimo v biofilmu, aniz by doSlo k naruSeni
jejich 3D struktury. Zakladem této techniky je hybridizace fluorescencné znacené, sekvencné
specifické komplementarni sondy (typicky DNA sondy) s cilovou nukleovou kyselinou

(napt. DNA, mRNA, rRNA) uvnitt bunék nebo tkani (Barbosa ef al., 2023).

Konfokalni laserova skenovaci mikroskopie (CLSM)

CLSM je vykonna a univerzalni technika umoziujici nedestruktivni in situ studium zivych
biofilmli v redlném case. Umoznuje také 3D rekonstrukci vzorku. Funguje na principu
excitace fluorescencnich signall z riznych rovin biofilmu (tzn. detailni snimani celé hloubky
biofilmu). Diky tomu je mozné kvalitativné pozorovat klinické, enviromentalni i laboratorni

biofilmy a ziskat klicové poznatky (napft. vznik, vyvoj, morfologie, struktura a architektura

23



biofilml za riznych podminek). S uréitymi upravami je tato metoda vyuzivana i k hodnoceni

zivotaschopnosti a druhové diverzity biofilmti (Mhade a Kaushik, 2023).

Rastrovaci elektronova mikroskopie a transmisni elektronova mikroskopie

Mezi dalsi metody mikroskopické analyzy biofilmu patfi rastrovaci elektronova mikroskopie
(SEM) a transmisni elektronova mikroskopie (TEM). Hlavni rozdil mezi témito dvéma
metodami spo¢ivd vtom, ze vSEM jsou 3D povrchové obrazy vytvafeny detekcei
sekundarnich elektront emitovanych z povrchu biofilmu po excitaci primarnim elektronovym
paprskem. Naopak v TEM prochdzi primarni paprsek biofilmem, nasledné¢ je difraktovan
a poté znovu zaostfen. Tim vznikéd 2D projekce obrazu (Cleaver et al., 2023). Na Obrazku 9

je zaznam S. aureus potizeny pomoci SEM.

Obrazek 5. Zobrazeni S. aureus pomoci SEM (upraveno dle Rimal et al., 2024)

Dalsi metodou pro zkoumani biofilmu je vyuziti ultrazvukové technologie. Pomoci této
technologie mohou byt monitorovany necistoty na povrSich instrumentii v redlném case,
nebo mize byt monitorovan riist mikroorganismi. V kombinaci s dal§imi metodami miZze
zlepsit moznosti detekce bakterialnich biofilmii (Zhao et al., 2023). Hojné vyuZivanou
metodou je kolorimetricky test v mikrotitracni desti¢ce. Tento test je zaloZeny na barveni
biofilmu krystalovou violeti. Jedna se o velice jednoduchou a levnou metodu vhodnou
pro kvantifikaci biofilmu v klinické praxi (Filipi¢ et al., 2024). Ke spektroskopickymi
metodam se fadi elektrochemicka impedancni spektroskopie (EIS). Tato metoda je vhodna
pro monitorovani tvorby aristu biofilmu vredlném case a bez nutnosti znaceni.
EIS je nedestruktivni technika, ktera méfi impedancni odezvu elektrochemického signalu
pomoci aplikovaného sttidavého proudu (Zafer ef al., 2024). Pro ziskani komplexnich
informaci se vyuzivd multimodalni zobrazovani. Metoda kombinuje dvé 1 vice
zobrazovacich modalit. Poskytnutim doplitkovych informaci o vzorku (napt. molekuldrni
informace, struktura, funkce a dynamika) lze ziskat hlubsi znalost o charakteristikdch

nebo procesech probihajicich v biofilmu (van Hoogstraten et al., 2024).
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3. INFEKCE HORNICH CEST DYCHACICH

Infekce hornich cest dychacich jsou Castym onemocnénim, které mohou byt zplsobeny
riznymi mikroorganismy (bakterie, viry i houby). Nejcastéji se tyto infekce vyskytuji v raném
détstvi, cozje ve€k snejrychlejsSim rozvojem imunitntho a dychacitho systému
(van Meel et al., 2017). Infekéni agens mohou v téchto oblastech plsobit jak akutni,
tak i chronické onemocnéni, atood bézného nachlazeni az po zavaznéjsi infekce
(napf. sinusitida, faryngitida a tonsilitida). Mezi nej¢astéji se vyskytujici patogeny zptisobujici
infekce HCD muzeme zatadit Streptococcus pyogenes, Haemophilus influenzae, Moraxella
catarrhalis a Staphylococcus aureus. Pro izolaci a naslednou identifikaci mikroorganisml
zpisobujicich problémy pacienta je odebiran klinicky materidl. Mezi zdkladni klinicky
material odebirany v souvislosti s onemocnénim hornich cest dychacich patii sputum, vytér

z krku, nosni vytér ¢i vyplach z nosnich dutin.

3.1. Nejcastéjsi bakterialni piivodci

Bakterie ptisobici infekce hornich cest dychacich mtzeme rozdé€lit na Gram-negativni
a Gram-pozitivni. Experimentalné to lze provést pomoci Gramova barveni. Toto barveni
zahrnuje pouziti roztokl krystalové violeti, Lugolova roztoku, alkoholu a karbolfuchsinu.
Gram-pozitivni bakterie maji silnou bunéfnou sténu se silnymi vrstvami peptidoglykanu.
Naopak Gram-negativni bakterie maji tenkou vrstvu peptidoglykanu a také vysoky podil
lipidi v bunééné sténé (Paray et al., 2023). Sife bunééné stény u Gram-negativnich bakterii
dosahuje velikosti méné nez 10 nm, zatimco u Gram-pozitivnich bakterii se Sife bunécné
stény pohybuje viadu 20-80 nm. U Gram-negativnich bakterii se ale v bunécné sténé
vyskytuje také mnoho pora (Mai-Prochnow et al.,2016). Pouzitd krystalova violet
ve vodném roztoku disociuje na kationty krystalové violeti (CV") a chloridové anionty (CI").
Tyto ionty nasledn€¢ pronikaji bunéfnou sténou a membrdnou jak Gram-pozitivnich,
tak Gram-negativnich bunék. CV" nasledné interaguje se zaporné nabitymi slozkami bunééné
stény  bakteridlnich bun€k. Tim dochazi kobarveni bunék (Gram-pozitivnich
1 Gram-negativnich) na fialovou barvu. Po pfidani roztoku jodu (Lugoliv roztok) dochéazi
k interakci s CV™ a tvorb& komplexti barviva v cytoplasmé bunék. V dalsim kroku interaguje
vymyvaci roztok (alkohol) slipidy bunécné membrany Gram-negativnich bunék.
Bunécna sténa Gram-negativnich bunék se stavad netésnou a umoZiuje vymyti komplext
barviva (Gram-pozitivni buiiky zlistdvaji obarveny fialové krystalovou violeti,

zatimco z Gram-negativnich je barvivo vymyto a jsou opét bezbarvé). Sténa

25



Gram-negativnich bakterii je nésledn¢ obarvena roztokem karbolfuchsinu. Po barveni
muzeme pozorovat fialové zbarvené Gram-pozitivni a Cervené zbarvené Gram-negativni

bunky (Paray et al., 2023).

Pro diagnostiku bakterii 1ze pouzit 1 jiné techniky barveni, dale testy zaloZzené na pfitomnosti
specifickych enzymt (napf. kataldza nebo oxiddza) a v neposedni fad¢ také rtzné druhy
selektivné-diagnostickych médii. Selektivni média poskytuji vybranym organismim ziviny
potiebné k jejich riistu a zaroven obsahuji latky potlacujici rist doprovodné (nezadouci)
mikroflory. Dal§i moznosti diagnostiky je vyuziti metody PCR nebo detekce pomoci
hmotnostni spektrometrie ptistrojem MALDI-TOF MS. Velky vyznam je kladen také na testy
rezistence k antibiotikim. Ty umoziuji urcit nejvhodnéjsi antibiotikum ptlisobici na dany

mikroorganismus a zvysujici procento uspésnosti eradikace bakterii zptsobujicich infekei.

3.1.1. Streptococcus pyogenes

Streptococcus pyogenes je Gram-pozitivni bakterie fadici se do rodu Strepfococcus a tvoftici
dvojice kokl nebo jejich fetizky. Jednd se o fakultativné anaerobni bakterii. Na Obrazku 4
je pomoci elektronové mikroskopie vyobrazena bakterie Str. pyogenes tvotici koky.
Tato bakterie je opouzdiend, nesporulujici a nepohyblivd. Po kultivaci této bakterie
na krevnim agaru pozorujeme -hemolyzu kolem drobnych muko6znich kolonii. Str. pyogenes
je fazen do skupiny A, a to dle klasifikace podle Lancefieldové. Tato klasifikace je zaloZena

na pfitomnosti specifického C-polysacharidu v bunécné sténé.

| ., :

Obrazek 6. Streptococcus pyogenes pozorovany pomoci elektronové mikroskopie
(upraveno dle Brouwer et al., 2016)
Tato bakterie je patogenem zplsobujicim vyhradné onemocnéni CEloveka. Celosvétove
zpusobuje vyznamnd onemocnéni a piedstavuje velkou zatéz pro narodni systémy zdravotni
péce (Fiedler et al., 2015). Str. pyogenes je spojovan s Sirokou Skdlou nemoci od infekci krku

(faryngitida) a kiize (impetigo) az po invazivni infekce, které se mohou projevit jako syndrom
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toxického Soku (TSST) (Jespersen et al., 2020). Infekce zacind nejcastéji kolonizaci hornich

cest dychacich nebo poranénim ktize (Marks et al., 2014).

Str. pyogenes je zajimavou bakterii zhlediska velkého poctu faktorG virulence.
Patii mezi n¢€ povrchové proteiny (M proteiny, proteiny vazajici fibronektin, povrchové
dehydrogenazy, C5a peptidaza, aj.), pouzdro z kyseliny hyaluronové, vylu¢ované degradacni
enzymy (rtizné druhy DN4z, cysteinova protedza, NAD'-glykohydrolaza, hyaluronidaza, aj.)
amnoho vylucovanych toxinG (streptolyzin S, streptolyzin O, pyrogenni exotoxiny,
streptokokové superantigeny, streptokinaza, aj.) (Cho et al, 2019). Dulezitou roli
v patogenezi této bakterie hraje také schopnost tvorby biofilmii. Pfitomnost biofilmu muize
podpofit rezistenci Str. pyogenes k antibiotikim, a tim podporovat recidivu onemocnéni

(Nazzari et al., 2015).

3.1.2. Haemophilus influenzae

Haemophilus influenzae je Gram-negativni bakterie fadici se do rodu Haemophilus a tvori
kokobacily. Jednd se o nepohyblivou, nesporulujici opouzdienou fakultativné anaerobni
bakterii. Pro rist vyzaduje hemin (faktor X) a NADH (faktor V). Opouzdiené kmeny
této bakterie mohou zpusobit invazivni infekce (napf. meningitida, sepse a akutni
epiglotitida). Prevalence téchto infekci se dramaticky sniZila po zavedeni ockovani
proti H. influenzae typu b (Hib) konjugovanou vakcinou. Naproti tomu kmeny netypovatelné
(NTHi) postradajici kapsularni polysacharidy se Casto $ifi a zplsobuji oportunni infekce
lokalizované obvykle na povrchu dychacich sliznic. Mezi tyto infekce fadime bronchitidu,
rinosinusitidu a otitis media (zénét stfedniho ucha) a jsou zvlasté rozSifené u pacientd
s defekty mukociliarni clearance (Pangefal., 2018). Na Obrazku 5 je elektronovym

mikroskopem zachycena bakterie H. influenzae tvoftici strukturu biofilmu.

Obrazek 7. Haemophilus influenzae tvorici biofilm (upraveno dle Morawska-Kochman et al., 2017)

Mezi faktory virulence H. influenzae patii napt. pouzdro, pili, adheziny, IgA proteazy a dalsi.

Jejich tkolem je zprostiedkovani bakteridlni adheze, kolonizace a invaze a v konecném
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disledku také tvorba biofilmu. Maji zna¢ny klinicky vyznam, proto se nckteré faktory

virulence staly potencialnimi cili pro vyvoj novych 1éka a vyzkum vakein (Xiao et al., 2023).

3.1.3. Moraxella catarrhalis

Dle Morris et al. (2022) je Moraxella catarrhalis Gram-negativni diplokok a oportunni
patogen zpuisobujici onemocnéni cClovéka. Je béznym komenzalem dychacich cest,
avsak dfive byla bakterie M. catarrhalis povazovana za nepatogenni bakterii. Jeji patologicky
potencidl byl prokézan v 70. letech 20. stoleti izolaci z biologického materialu odebraného
pacientiim. Dnes je povazovéana za jednoho z nejcast¢jSich pivodct infekei dychacich cest.
Je hlavnim etiologickym agens akutniho zanétu stfedniho ucha a akutni exacerbace chronické
obstrukéni plicni nemoci. Mezi dal§i zdvazné infekce zpisobené touto bakterii mizeme
zatadit napf. meningoencefalitidu a komunitni pneumonii (Liu et al., 2022). Pii kultivaci
na krevnim agaru muizeme pozorovat rust v hladkych Sedobilych koloniich bez hemolyzy.

Obrazek 6 zachycuje M. catarrhalis elektronovym mikroskopem.

Obrazek 8. Moraxella catarrhalis (v zelené pseudobarvé) adherujici k humannim tkanim (upraveno dle
Paulsson a Riesbeck, 2018)

Rozséahl¢ studie studovaly mechanismy kolonizace a patogeneze M. catarrhalis a dodnes bylo
virulentni piisobeni této bakterie patii schopnost unikani ptisobeni komplementu piedevsim
prostfednictvim  interference s regulaénimi  proteiny. V téle hostitele  dochézi
déale k polyklonalni nespecifické aktivaci B bun€k a pfesmérovani adaptivni imunity
v ptitomnosti M. catarrhalis. Virulentni piisobeni této bakterie zahrnuje také skryvani uvnitf
lymfoidni tkan€, tvorbu biofilmu a Ucast na nerovnovaze mezi proteazou a antiprotedzou
(Augustyniak et al., 2018). Jiz diive popsané faktory virulence M. catarrhalis (napt. UspAl,
UspA2, UspA2H, M. catarrhalis adherence protein a Moraxella lipooligosacharid) podporuji
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sérovou rezistenci, napomahaji bakterii uniknout ptisobeni humoralni imunity, také funguji

jako adheziny (Liu ef al., 2022).

3.1.4. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus je nesporulujici Gram-pozitivni bakterie zrodu Staphylococcus.
Tvofti shluky  neopouzdfenych a  nepohyblivych  kokii. Na  krevnim  agaru
pozorujeme rust v charakteristickych ~ jasné¢  Zlutych  koloniich s Uplnou hemolyzou.
Dle tohoto charakteristického rysu je tato bakterie nékdy nazyvana jako zlaty stafylokok.
S. aureus je Castym kolonizatorem lidského téla a je jednim z nejcastéjSich oportunnich
bakteridlnich patogeni zplsobujicich onemocnéni ¢lovéka. Infekce vykazuji celosvétove
zna¢nou morbiditu a mortalitu. Infekce se mohou projevovat mirnym zasazeni mekkych tkani
az po zavazné invazivni infekce (napf.osteomyelitida a septicka artritida, bakteriémie
nebo septikémie, zdpal plic, endokarditida, aj.). Infekce mohou byt akutni, recidivujici
nebo chronické a pietrvavajici (Howden et al., 2023). Obrazek 7 znazoriuje typicky rhst

ve stafylokokovém biofilmu.

Obrazek 9. Biofilm tvofeny stafylokoky (upraveno dle VanEpps a Younger, 2016)

Faktory virulence S. aureus lze rozdélit do nékolika kategorii. Jsou to secernované faktory
virulence (napf. toxiny a superantigeny), jejichZ hlavni funkeci je naruSit membrany hostitelské
buniky a indukovat lyzu a zanét cilovych bunék. S. aureus dale produkuje extracelularni
enzymy, které slouzi predev§im krozkladu bunék a molekul hostitelského organismu
za ucelem ziskani zivin. Na povrchu této bakterie se nachazeji proteiny umoznujici pfilnuti
k buitkkdm a proniknuti do téchto bun€k. Tim buniky S. aureus unikaji imunitnimu systému
hostitele. Kromé& toho tato bakterie také exprimuje latky typické pro patogeny, které aktivuji
zanétlivou reakci (Chen ef al., 2022). Pii kolonizaci je S. aureus soucasti polymikrobialniho
spolecenstvi, které tvofi prevazné dalS§i druhy bakterii z rodu Staphylococcus. Biofilmy

.....

(Howden et al., 2023).
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3.2. Nejcastéjsi druhy infekci

Respiracni infekce jsou casté u starSich osob a také u velmi malych déti. Tyto infekce
predstavuji velkou zatéz pro zdravotni systém, a to zejména v zimnich mésicich. Kromé
pifimého dopadu respiracnich infekci existuji pficinné souvislosti mezi akutnimi respira¢nimi
infekcemi a zhorSovanim chronickych respira¢nich onemocnéni (napi. chronicka obstrukéni
plicni nemoc, astma, postcovidovy syndrom, aj.) (Govers et al., 2022). Jedinci s respiracnimi
onemocnénimi mohou byt zvlast€¢ nachylni k infekcim dychacich cest. Mezi dalsi rizikové
faktory pro infekce dychacich cest u dospélych patii napt. faktory spojené s zivotnim stylem
jako je aktivni a pasivni koufeni, nedostatek fyzické aktivity, sménnost pracovni doby
i nekvalitni spanek. Roli hraje také nizkd hladina vitaminu D, nahlé zmény teploty prostiedi,
nedostac¢ené myti rukou i psychicky stres (Kisiel ef al., 2021). Také kolonizace hostitelského
organismu jednim mikroorganismem muze ovlivnit kolonizaci dal§imi mikroorganismy.
Pti souc¢asném vyskytu virovych a bakteridlnich infekci HCD podporuje pfitomnost viri
bakterialni infekci (napf. potlaceni imunitniho systému, poSkozovani epitelidlnich bunék,

zvySeni exprese molekul nezbytnych pro adhezi bakterii) (Anju ef al., 2022).

3.2.1. Faryngitida

Faryngitida je za&nétlivé onemocnéni hltanu doprovézené bolesti v krku a potizemi
s polykanim (Pham et al., 2017). Akutni faryngitida je celosvétové b&zné onemocnéni.
Ackoli je faryngitida ve 40-80 % piipadi zpusobena virovymi puvodci, setkdvame
se 1 faryngitidou piisobenou bakteridlnimi pivodci. Nejcastéj$Sim bakteridlnim plvodcem
bakterialni infekce jsou streptokoky skupiny A (GAS) zodpovidajici za pfiblizné 15-30 %
ptipadii faryngitidy (Oliver ef al., 2018). Faryngitida zplsobend streptokoky skupiny A
se bézn¢ projevuje symptomy, jako je bolest v krku, citlivost pfedni kréni lymfatické uzliny,
pfitomnost faryngélniho erytému nebo exudatu, palatalni petechie a horecka. Zaroven nejsou
pozorovany bézné virové respiracni piiznaky (napf. ryma, kasel, chrapot) (Miller et al., 2022).
U nekterych pacienti trpicich streptokokovou faryngitidou se miize objevit také cCervena
LHsarlatova® vyrazka zacinajici v oblasti tfisel a podpazi. Onemocnéni odezni bez lécby
obvykle do 5 dnli. Mohou vSak nastat nékteré komplikace, napf. postinfekéni syndrom
poststreptokokové glomerulonefritidy a akutni revmatickd horecka (Pham et al., 2017).

Na Obrazku 10 je typicky klinicky obraz faryngitidy.
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Obrazek 10. Akutni streptokokova faryngitida u dospivajiciho jednice, A — intenzivni hyperémie hltanu, tonsil a uvuly,
B — cervené skvrny na meékkém patfe a lingvalni hyperkeratéza (Miron a Craiu, 2021)
V nékolika studiich byly identifikovany biofilmy in situ po adenolektomii a tonsilektomii
s pouzitim technik rastrovaci elektronové mikroskopie, konfokéalni mikroskopie a svételné
a transmisni elektronové mikroskopie. Neni jisté, zda biofilm miize také ptispét k rozvoji
klinickych ptiznakd, avSak nékolik studii naznacuje souvislost mezi pifitomnosti biofilmi

a chronickym prib&hem téchto infekei (Vestby et al., 2020).

3.2.2. Rinosinusitida

Rinosinusitida (RS) je zanét sliznice nosu a vedlejSich nosnich dutin. Rocné postihuje
asi 15 % populace, ma tedy vysokou incidenci a nepfiznivé ovlivituje kvalitu Zivota. Vznik
arozvoj RS je usnadnén mimo jiné také genetickymi a environmentalnimi faktory. RS je
klinicky definovana jako zanét charakterizovany pfitomnosti dvou nebo vice symptomd,
z nichz jednim by méla byt nasalni obstrukce a dechové obtize, vytok z nosu a/nebo bolest
obliceje a ztrata Cichu (Michalik a Krawczyk, 2024). Na Obrazku 11 je typicky hnisavy vytok

u pacienta s RS.

Obrazek 11. Hnisavy vytok z nosohltanu pacienta s recidivujici akutni rinosinusitidou (Eloy a Govindaraj, 2008)

Toto onemocnéni se déli dle délky trvani, a to na akutni (trvajici méné nez 4 tydny), subakutni
(trvajici 4-12 tydnl) a chronickou formu (trvajici vice nez 12 tydni) (Huang et al., 2024).
Lécba akutni a subakutni formy RS spocivd v podavani lokélnich vazokonstriktort,

systémovych dekongestiv a vhodnych antibiotik (Eloy a Govindaraj, 2008). Standardni 1écba
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chronické formy zahrnuje vyplachy dutin fyziologickym roztokem, lokdlni nebo systémové
podavani steroidd, popf. uzivani antibiotik. Vyznamna cast pacientii s chronickou formou
rinosinusitidy (CRS) musi podstoupit endoskopickou operaci dutin (Vanderpool a Rumbaugh,
2023).

Chronickd forma je povazovana za multifaktoridlni onemocnéni spojené s imunologickymi
faktory, superantigeny, zanétem a ptidruzenymi komorbiditami. Toto onemocnéni mizeme
délit na CRS bez nosnich polypti a CRS s nosnimi polypy (Manciula et al., 2020). Pfitomnost
biofilmovych struktur v paranazalnich dutinach pacientii s CRS byla detekovana az u 80 %
pacientll. V pfipad¢ onemocnéni i v souvislosti s vyskytem biofilmu je Casto popisovana vyssi
klinickd zavaznost pied i po endoskopické operaci dutin. Bakteridlni druhy izolované
z nosnich dutin pacientli s CRS vykazuji vyssi tendenci tvofit robustni biofilm ve srovnani
s druhy izolovanymi z nosnich dutin zdravych jedinci (Vanderpool a Rumbaugh, 2023).
Manciula ef al. (2020) provedli studii do niz bylo zahrnuto 50 pacientl. 30 (60 %) pacientl
ucastnicich se studie trpélo CRS s vyskytem nosnich polypi, 10 (20 %) pacientl trpélo CRS
bez nosnich polypt a 10 (20 %) z nich byli kontrolni pacienti (pacienti po septoplastice).
Biofilm byl detekovan u 23 (76,6 %) pacientii s CRS s nosnimi polypy, u 7 (70 %) pacientii
s CRS bez nosnich polypt a u Zddného z pacientli z kontrolni skupiny. Na obrazku 12 je graf

zahrnujici vysledky této studie.

251
. Bez vyskytu biofilmu
B s vyskytem biofitmu

Pocet pacientl

CRS CRS Kontrola
S nosnimipolypy Bez nosnich polypl

Obrazek 12. Piitomnost biofilmu v paranazalnich dutinich pacientl s chronickou rinosinusitidou
(upraveno dle Manciula, et al., 2020)

V letech 2010-2012 byla provedena prifezova studie v Akershus University Hospital
v Norsku. Do studie bylo zahrnuto 86 pacientli, z nichz 61 pacientii bylo s diagnézou CRS

podstupujici operaci sinu. Kontrolni skupinu tvofilo 25 pacienti bez diagnéozy CRS
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a podstupujici pouze septoplastiku. Pacienty tvorili Zeny i muzi a medidn véku byl 40 let.
Vzorky odebrané béhem operaci byly zpracované a vyhodnocené metodou konfokalni
laserové skenovaci mikroskopie. U 90,2 % pacienti s CRS byl detekovan biofilm. Relativné
vysoké procento vyskytu biofilmu bylo pozorovano 1 u pacientil z kontrolni skupiny (56,0 %).
Diivodem vysokého procenta vyskytu biofilmu u pacientli z kontrolni skupiny muze
poukazovat na roli biofilmii i u neinfekénich nasalnich obstrukci. V ostatnich studiich,
kde byl podil biofilmu u kontrolni skupiny nizsi, byly kontrolni skupiny tvofeny pacienty

bez pfitomnosti obtizi tykajicich se nasalnich dutin (Danielsen ef al., 2014).

3.2.3. Laryngitida

Laryngitida neboli zad’ je Casté onemocnéni, dokonce jedna z nejcastéjSich pfic¢in akutnich
respiracnich obtizi u malych déti (Pham et al., 2017). Akutni laryngitida je bézny typicky
spontanné odeznivajici zanét hrtanu trvajici nékolik tydnl. U chronické laryngitidy vSak trvaji
ptiznaky infekce mésice (Kinnari et al., 2012). Je charakterizovana rliznym stupném
inspiracniho stridoru (chrapot pii nadechu), St€¢kavym kaslem a chraplavym hlasem.
Tyto projevy jsou dusledkem obstrukce dychacich cest. Dnes jsou k 1é¢bé akutni laryngitidy
béZzné doporucovany kortikosteroidy (Pham et al., 2017). Obrazek 13 zachycuje typicky
projev chronické laryngitidy, a to edém, erytém, krusty a exudat, ktery je nejCastéji spojen

s bakterialni etiologii onemocnéni.

Obrazek 13. Laryngoskopicky obraz chronické laryngitidy (upraveno dle Thomas, Jetté a Clary 2017)

Ackoli je toto onemocnéni obvykle virového plvodu, u dospélych pacientli byvaji
znosohltanu izolovany také bakterialni patogeny (napt. M. catarrhalis, H. influenzae,

Str. pyogenes) (Pham et al., 2017).

Kinnari et al. (2012) provedli studii zkoumajici vyskyt biofilmii u pacienti s chronickou
laryngitidou zplsobenou rezidentnimi patogeny. Kontrolni skupinu tvofili pacienti

s laryngélnimi  polypy. Do studie bylo zafazeno 18 pacienti (13 pacienti
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s chronickou laryngitidou, 5 pacientl s polypy hlasivek). Vzorky ziskané od pacientd byly
nasledné analyzovany metodami polymerazové fetézové reakce (PCR) a konfokalni laserové
skenovaci mikroskopie (CSLM). U9 vzorki byl metodou CSLM odhalen rist bakterii
v biofilmu. 8 z 9 pozitivnich vzorkti pochazelo od pacienti s chronickou laryngitidou.
Vysledky PCR byly pozitivni ve 13 ptipadech, v€etné vSech 9 piipadl potvrzenych i metodou
CSLM. Biofilm byl nalezen u 62 % pftipadt chronické laryngitidy. Toto je dle autord studie
prvni zprdva o souvislosti  bakterialnich  biofilmt s chronickou laryngitidou

(Kinnari et al., 2012).

3.2.4. Akutni a chronicky zanét stredniho ucha

Akutni zanét sttedniho ucha (AOM) je spojovan s rychlym nastupem symptomi usni infekce.
AOM je jednim z nejcastéjSich onemocnéni postihujicich jedince détského véku a je Castym
onemocnénim, pro jehoz 1écbou jsou predepisovana antibiotika. AOM mulze vést
k dlouhodobym nasledkiim, jako je ztrata sluchu a perforace bubinku. Na Obrazku 14

je nafouknuty usni bubinek jako ptiznak otitis media (OM).

Obrazek 14. Vybouleny bubinek u zanétu sttedniho ucha (Wald, 2011)

Toto onemocnéni mohou provazet Zzivot ohrozujici komplikace, jako je mastoiditida
a mozkové abscesy. Ackoli jsou tyto komplikace vzacné, mohou mit za nasledek morbiditu
amortalitu = zeyjména v rozvojovych zemich shife dostupnou I€kafskou péci
(Davies et al., 2025). Vedle ptiznakii akutni infekce a bolesti ucha je AOM charakterizovan
ptitomnosti tekutiny ve stfednim uchu (Sirota et al., 2025). Chronicky zanét stfedniho ucha
(CSOM) je pretrvavajici infekce ve stfednim uchu charakterizovana ptitomnosti perforované
membrany a sekreci tekutiny nebo vytoku zucha trvajici déle nez 2 meésice.

Muze se vyskytovat nepfetrzité nebo periodicky (Zafer et al., 2024).

Biofilmy hraji kli¢ovou roli zejména v CSOM, protoze pfispivaji k perzistenci a odolnosti

bakteridlnich infekci ve stfednim uchu. Vyzkumy objasnily, Ze bakteridlni patogeny spojené
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s CSOM mohou piezivat intracelularné nebo v biofilmech. Pochopeni téchto mechanismi

je proto klicové pro efektivni 1écbu CSOM (Ghosh Moulic et al., 2024).

Akyildiz et al. (2013) provedli studii, ve které byly pacienti rozdéleni do dvou skupin, v prvni
skupiné¢ byly pacienti rozd€leni do dvou podskupin. Podskupina A (SSA) se skladala
z 10 pacientl s anamnézou vytoku z ucha v poslednich Sesti mésicich. Zatimco podskupinu B
(SSB) tvotilo 9 pacientll bez anamnézy vytoku z ucha v poslednich Sesti mésicich. Do druhé
(kontrolni skupiny) bylo zatfazeno 9 pacienti po kochlearni implantaci s neporuSenym
bubinkem a se zdravym stiednim uchem. U vSech pacientll ze skupiny SSA byla prokazana
tvorba biofilml. Ze skupiny SSB byl biofilm pfitomen u 2 pacientii. U zddného z pacient

z kontrolni skupiny nebyla identifikovana pfitomnost biofilmové struktury.

V nemocnici v australském Perthu bylo zatazeno do studie 20 déti (divek 1 chlapcit) ve véku
0-10 let. Z nich bylo 6 (30 %) s diagnoézou chronického zanétu stiedniho ucha s vypotkem,
6 (30 %) s diagnozou recidivujiciho akutniho zanétu stiedniho ucha a 8 (40 %) s obéma
diagnozami. Ziskané vzorky byly analyzovany pomoci TEM, FISH, a CLSM. V kontrolnim
vzorku nebyly pfitomny Zadné bakterie. Ve 2 ze 3 biopsiich zobrazenych pomoci TEM byly
pozorovany bakterie v hlenu, avSak biofilm pozorovan nebyl. Pomoci FISH a CLSM byly
bakterie pozorovany v 15 ze 17 analyzovanych vzorkl. V této skupiné bylo 11 (65 %)
ze 17 biopsii sliznice stfedniho ucha obsahovalo biofilm. Nebyly pozorovany Zadné rozdily
mezi biopsiemi vzorkid ziskanych od détskych pacienti s CSOM a recidivujicim AOM

(Thornton et al., 2011).

3.2.5. Tonsilitida

Tonsilitida je zanét hltanovych tonsil. Zanét vSak muze postihnout 1 dal§i ¢asti krku,
vcetné adenoidl a jazykovych tonsil (Abu Bakar et al., 2018). Streptococcus pyogenes
je Casto izolovan z vytéru z krku pacientt trpicich tonsilitidou. Mezi hlavni projevy tonsilitidy
patii bolest vkrku, horecka a cervikdlni lymfadenopatie (Singh et al., 2023).
Akutni tonsilitida je infekce tonsil vyvoland bakteriemi nebo viry. V pribéhu onemocnéni
se mohou objevit i peritozilarni abscesy. Chronicka tonsilitida miize vyustit také v tonsilové
kameny. Chronicka tonsilitida nastava, kdyz jedinec trpi nékolika ptipady tonsilitidy za rok
(Abu Bakar et al., 2018). Na Obrazku 15 je zobrazen typicky projev akutni tonsilitidy,

patrny je zejména edém a erytém.
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Obrazek 15. Dutina Ustni pacienta s akutni tonsilitidou (Jenkins a Saunders, 2009)

Moznym vysvétlenim zavaznosti a chronicity muze byt pifitomnost bakterii v biofilmu.
Prozatim ovSem existuje jen velmi malo studii zkoumajicich pfitomnost biofilmt na tonsilach.
Jedna z méla doposud publikovanych studii pouzivala svételnou a elektronovou mikroskopii
zkoumajici vzorky tonsil pacientli s hypertrofii tonsil. Pfitomnost biofilmu na tonsilach byla
prokazéna u 11 z 15 studovanych vzorkl. Autofi dosli k zavéru, Ze krypty tonsil jsou Castym
zdrojem pocetnych kolonii bakterii riznych druht. Tyto krypty poskytuji rezervoar bakterii
zpusobujicich rekurentni infekce. Biofilmy byly vSak také prokazany v neinfikovanych
vzorcich tonsil. To naznacuje, Ze ackoli jsou moznym zdrojem bakterii zptisobujici chronické
infekce, mohou biofilmy také tvofit soucast normdlni bakteridlni architektury tonsil

(Denton et al., 2024).

3.3. Prevence infekci dychacich cest

Prevence onemocnéni zavisi hlavné na dodrZovani hygieny a spravném myti rukou.
Dulezité je zabranit Sifeni oralnich sekretll. K prevenci nékterych z téchto onemocnéni
jsou k dispozici vakeiny (Pham ef al., 2017). Vakciny stimuluji imunitni reakce organismu.
VétsSinu vakein 1ze rozdélit do dvou Sirokych skupin, jmenovité na profylaktické vakciny
a terapeutické vakciny. Profylaktickd vakcina stimuluje ziskanou imunitu u zdravych jedinct,
coz je jedna z nejucinnéjsich strategii prevence proti infekénim onemocnénim zplsobenym
bakteriemi nebo viry. S rozvojem imunoterapie by terapeutické vakciny mohly poskytnout
1écebné strategie proti vaZznym onemocnénim. Jsou navrZeny tak, aby aktivovaly imunitni
systém hostitele (Wu et al., 2024). Také léCba monoklonalnimi protilatkami vyznamné
snizuje tvorbu biofilmu avykazuje slibné terapeutické UcCinky v prevenci infekce
s pritomnosti biofilmu. Za tGcelem inhibice tvorby biofilmu u S. epidermidis byly pouzity
monoklonalni protilatky 12C6, 12A1 a 3Cl1. Tyto protilatky se specificky vaZou na protein
spojeny s bakterialni akumulaci (Mirghani et al., 2022).
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DalSim vyznamnym preventivnim opatfenim je udrzovani spravnych hladin vitaminl v téle
a v piipad¢ potieby doplnéni vitaminG uzivanim vhodnych dopliikii stravy. Vitaminy jsou
multifunkéni slouCeniny patiici do kategorie mikrozivin. Jsou biologicky aktivni a esencidlni
pro kompletaci enzymatickych procesi 1 pro zdravi lidského téla. Neékteré
z nich také moduluji funkce imunitniho systému (Chiappini et al., 2021). Napt. vitamin C
ptispiva k podpofe vrozené a adaptivni imunitni obrany, stejné jako k fyzickym bariérdm
omezujicim vstup patogenti. Vitamin D zvySuje integritu epitelu a indukuje syntézu
antimikrobidlniho peptidu v epitelidlnich bunkach a makrofazich (Calder et al., 2022).
Kromé¢ vitamini hraji klicovou roli také stopové prvky (napi. zinek, méd’, zelezo).
Ackoli jsou v téle pfitomny ve velmi malém mnozstvi, hraji zasadni roli v metabolismu
a spravném fungovani imunitniho systému. Zvysené riziko infekce v deficitnich stavech vedlo
k hypotéze, Ze dopliiky stravy obsahujici stopové prvky mohou zlepS$it imunitni odpoveéd

(Chiappini et al., 2021).

3.3.1 Nekonvenc¢ni pristupy k prevenci

Otuzovani je nejcastéji plavani ve studené vod¢ v zimnich mésicich nebo chladnych
oblastech. V poslednich letech je otuZzovani stale oblibenéjsi a vyvinulo se v celoro¢ni sport,
ve kterém plavci soutéZi. Nékolik studii naznacilo, Ze plavani ve studené vodé ma fadu
pozitivnich 0¢inki na zdravi Cc¢lovéka, zpusobuje napf. zmény hematologickych
a endokrinnich funkci. Také pfispivd k niz§imu vyskytu infekci hornich cest dychacich,
zmirnuje poruchy nalad a pfispiva k pocitu celkové pohody. Vyskyt onemocnéni hornich cest
dychacich byl u otuzilci o 40 % nizs§i ve srovnani s kontrolni skupinou, kterd tuto aktivitu
neprovozuje. Ackoli se ukazalo, Ze chronické vystaveni chladn&jSim teplotdm vody
jeprozdravi  Clovéka prospésné, jiné studie poukazuji 1 na urcitd rizika

(Knechtle et al., 2020).

Dal§im nekonven¢nim pfistupem k prevenci onemocnéni HCD je uzivani probiotik.
Probiotika jsou tvofena Zivymi mikroorganismy, a pii spravném podavani maji blahodarny
ucinek na konzumenta. U mnoha probiotickych bakterii (napf. Lactobacillus spp.,
Bifidobacterium spp., atd.) byly prokdzany ptiznivé vlastnosti. Zminény rod Lactobacillus
je nejpouzivangj$i k vyrob&€ probiotik. Tento rod zahrnuje vice nez 200 druhi
bakterii (Du et al., 2022). Probiotika 1ze povazovat za slibnou alternativu
k antibiotiklim, protoze dokdzou riznymi mechanismy eradikovat patogenni bakterie

(Bustamante ef al., 2020). Probiotika obecné inhibuji tvorbu biofilmu rtznymi zpusoby,
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jakoje snizeni virulence patogennich bakterii, potla¢eni systémt QOS, produkce
antiadhezivnich latek a zména optimalniho mikroprosttedi biofilmu zménou pH, vyzivy
a kyslikového gradientu (Mirghani et al., 2022). Bylo také zjiSténo, Ze probiotika jsou
vyhodna pro zkraceni epizod infekci dychacich cest a pfi uzivani antibiotik (Li et al., 2022).
Alfahemolytické streptokoky S. salivarius a S. oralis jsou dva pocateéni kolonizatoti HCD
u zdravych lidi. O téchto bakteriich je znamo, ze chrani epitelidlni bunky pifed kolonizaci
patogeny. Byl studovan jejich potencidl jako probiotického kmene proti interakcim
v polymikrobialnim biofilmu. Bylo prokdzano, ze vykazuji probiotickou aktivitu a inhibuji
tvorbu smiseného biofilmu patogent HCD (napt. Str. pyogenes a S. aureus)

(Anju et al., 2022).

Dal$im zna¢né¢ nekonvencnim preventivnim principem je uzivani ZenSenu. Studie provedené
na zvifatech prokazaly, Ze ZenSen vyvolavd silnou imunitni odpovéd’, ktera chrani
pted bakterialnimi a virovymi infekcemi. Pasobi disperzi zralych biofilmt a také potlacuje

jejich vyvoj (Alsayari et al., 2021).
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4. ANTIMIKROBIALNI A ANTIBIOFILMOVA TERAPIE

V soucasnosti je podani antibiotik klicovym terapeutickym pfistupem pouzivanym k 1écbé
infekci zptisobenych bakteriemi v planktonni formé, tak i klécbé infekci spojenych
s bakteriemi v biofilmu. Mechanismus ptlisobeni antibiotik se zaméfuje na procesy, které jsou
nezbytné pro rist a preziti bakterii. Zcela konvencni antimikrobidlni 1é¢ba vétSinou neni
ucinnd proti chronickym infekcim. Infekce spojené s biofilmem vykazuji az tisickrat vyssi
rezistenci  vi¢i  antibiotikim nez infekce vyvolané planktonnimi  bakteriemi
(Ahsan et al., 2024). V boji proti infekcim zpisobenym bakteriemi rostoucimi v biofilmu
se zkoumaji inovativni  pfistupy, jako je pouziti antimikrobialnich peptidi,
nanotechnologie, povrchové modifikace Ilékarskych instrumentd a také aplikace

bakteriofagi (Mayorga-Ramos et al., 2024).

4.1. Antibiotika

Antibiotika mohou byt klasifikovdana jako bakteriostatickd (inhibujici bunéény rist)
nebo baktericidni (zptisobujici bun&énou smrt). Uginky antibiotik jednotlivych tfid
se specificky zaméfuji na jednu z mnoha bunéénych funkci (naptf. syntéza DNA a RNA,
tvorba bunécnych proteinti nebo bunééné stény) (Benyamini, 2024). Hueber et al. (2017)
uvedli, Ze antibiotika jsou Casto predepisovana pfi infekcich dychacich cest. Nedavna analyza
dat znémecké ambulantni péce uvadi, Ze antibiotika byla ptfedepisovana u 30 % vSech
pacienti s infekcemi dychacich cest, ktefi sviij stav konzultovali s praktickym lékafem.
Avsak vétSina infekci dychacich cest jsou virového pivodu a antibiotickd 1écba tak neni

ucinna (Hueber et al., 2017).

Chronické infekce zptisobené multirezistentnimi patogeny piredstavuji velkou vyzvu pro jejich
eradikaci. Tyto infekce jsou velice odolné vii¢i konvenénim antibiotikiim, a to i z divodu
pfitomnosti bakterii ve formé& biofilmu. Dale mohou tyto infekce ovlivnit také imunitni
odpovéd’ hostitele. Pretrvavajici infekce souvisejici s tvorbou biofilmi  ptedstavuji
vyznamnou hrozbu, pokud jde o morbiditu a mortalitu pacienti a také ndklady spojené
se zdravotni péci (Zafer et al., 2024). Bakterialni biofilmy poskytuji vynikajici a stabilni
prostiedi homeostdzy. Brani imunitnim builkdm hostitelského organismu a stejné
tak antibiotikiim  vstoupit do komunity bakteridlniho biofilmu. Zarovenn chrani

mikroorganismy ve struktufe biofilmu pied U¢inky zmén pH krve, osmotického tlaku
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a nedostatku zivin. Poskytnutim fyzické bariéry vici okolnimu prostiedi spolu bakterie

mohou komunikovat a koexistovat i v neptiznivych podminkach (Zhao et al., 2023).

4.1.1. Mechanismy piisobeni antibiotik

Antibiotika inhibujici replikaci DNA

Binarni stépeni je zptsob bunécného de€leni, pii kterém bakterie vytvareji dvé dcefiné bunky
(Bhattacharyya, 2012). Pfed samotnym délenim musi bakterie vytvofit pfesné kopie kruhové
DNA (replikace DNA). Retézec dvousroubovice DNA je rozdélen na dva jednoduché fetézce
enzymem DNA helikdzou. Nésledné¢ enzym DNA polymeréaza syntetizuje nova vldkna DNA,
ktera jsou komplementéarni k plivodnim fetézciim. Aktivita DNA polymerdzy a DNA helikazy
zpusobuje vznik pozitivnich superhelikdlnich zakruti DNA. Pokud tyto zékruty nejsou
odstranény, replikace DNA je zastavena. Odstranéni téchto pozitivnich superhelikalnich
zakrutl zajiStuje enzym DNA gyraza (topoizomerdza II). V ptipad¢, Ze jsou superhelikdlni
zakruty odstranény, replikace pokracuje a je dokoncena za vzniku dvou kruhovych DNA.
Nésledné dochdzi krozdéleni buniky. Mezi antibiotika ovlivilujici tento proces patii
fluorochinolova antibiotika, ktera brani syntéze bakteridllni DNA inhibici aktivity

DNA gyrazy a topoizomerazy IV (Halawa et al., 2024).

Antibiotika inhibujici syntézu bilkovin

Syntéza bilkovin je zakladni proces probihajici ve vSech buinikach. Ribozom pieklada
genetickou informaci ulozenou v messenger RNA (mRNA) do struktury proteini
(Lin et al., 2018). Bakterialni ribozom se sklada ze tfi typi mRNA (16S, 23S a 5S) a z vice
nez 50 proteini tvoficich dvé samostatné podjednotky, a to malou podjednotku (30S) a velkou
podjednotku (50S). Tyto dvé podjednotky tvoii ribozom 70S (Ramakrishnan, 2002).
Pro efektivni translaci je nezbytné =zapojeni mnoha proteinovych faktori postupné
interagujicich sribozomem. Translacni faktory ftidi ribozom cyklem syntézy proteinu
prostfednictvim vysoce regulovanych a koordinovanych kroki. Tento proces miizeme rozd¢lit
do ctyt zakladnich fazi, a to iniciace, elongace, terminace a recyklace ribozomu

(Lin et al., 2018).

Mezi antibiotika, kterd cili na inhibici ribozomélni podjednotky 30S, patii aminoglykosidy.
Tato antibiotika maji kladny naboj, coz je pfitahuje k negativné nabité vn€j$i membrané
bakterii. Tato antibiotika zptisobuji tvorbu velkych port v membrané. Cilem aminoglykosida
je 16S rRNA v 30S podjednotce ribozomu (Halawa et al., 2024). Mezi inhibitory 50S

podjednotky patii napf. makrolidy, linkosamidy, streptogramin, amphenicol a oxazolidinon.
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Tato antibiotika plisobi tak, ze fyzicky blokuji zahajeni translace proteinu, nebo translokaci
peptidyl-ZRNA. Tim dochézi k inhibici reakce peptidyltransferazy, kterd prodluzuje peptidovy
fetézec (Kohanski et al., 2010).

Antibiotika inhibujici syntézu buné¢né stény

Vétsina bakterii ma bunénou membranu uzavienou v bunééné sténé. Bakteridlni bunécna
sttna plni dv€é hlavni funkce, udrzuje charakteristicky tvar bakterie a zabranuje
jejimu prasknuti pii osmotickém proudéni vody do bunky. Peptidoglykan je klicovou ¢&asti
bunécné stény. Stiidaji se v ném N-acetylmuramova kyselina a N-acetylglukosamin. Tyto dvé
latky jsou spojeny fetézci aminokyselin. Syntéza peptidoglykanu zahrnuje nékolik kroki
vedoucich ke tvorbé bunécné stény (Halawa et al., 2024). B-laktamova antibiotika se vazou
na enzymy zapojené¢ do syntézy bunécné stény znamé jako proteiny vazajici penicilin
a tim inhibuji syntézu peptidoglykanu. Inhibice téchto proteinli oslabuje buné¢nou sténu,

coz vede k inhibici buné¢ného riistu a Casto i k bunééné smrti (Rice, 2012).

Antibiotika inhibujici metabolismus kyseliny listové

Tato antibiotika jsou navrzena tak, aby selektivné inhibovala n¢ktery z kli€ovych enzymi,
které jsou zapojeny do metabolické drahy kyseliny listové. Na dihydropteroatsyntazu
se zam&fuji sulfonamidovad antibiotika. Na dihydrofolatreduktazu, dalsi dilezity enzym

v metabolické draze kyseliny listové, cili trimethoprimova antibiotika (Halawa et al., 2024).

4.1.2. Rezistence k antibiotikim

Odolnost biofilmu k antimikrobidlnim latkam se zasadn¢ lisi od antimikrobialni rezistence,
kterou mlZeme pozorovat u planktonnich bakterii. Tato antimikrobidlni tolerance
je pfipisovana mnoha faktortim, jako je omezena penetrace antibiotika pfes matrici biofilmu
a fyziologicka heterogenita mikrobidlnich bunék (pfedpoklada se, Ze biofilmy udrzuji bunky
v nékolika stavech soucasn¢, a to rostouci, adaptované na stres, dormantni i neaktivni).
Dilezitou roli hraje také exprese gentu specifickych pro biofilm (Zafer et al., 2024). Slozeni
extracelularni polymerni matrice biofilmu se méni v zavislosti na okolnim prostiedni.
Tento jev. mulze ¢Cinit biofilmy az zcela nepropustnymi prorizna antibiotika
(Mirghani et al., 2022), coz muze vyrazné sniZit u¢innost oralné¢ podévanych P-laktamd,
chinolonli, aminoglykosidii a makrolidi. B-laktamy mohou byt navic hydrolyzovany
bakterialnimi B-laktamazami (Gallant ef al., 2005). Nékteré slozky tvotfici biofilmy nesou
kladny néboj, ¢imz vytvaieji elektrochemickou bariéru branici priniku nékterych

kationtovych antibiotik (napf. aminoglykosidy) (Xiao, Li a Sun, 2023).
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Efluxni pumpy jsou membranové proteiny kdédované geny umisténymi v chromozomech,
i v plazmidech. Efluxni pumpy existuji u vSech druhi bakterii a jsou schopny vytlacit z bun¢k
Siroké  spektrum  substrati (napi. antibiotika, biocidy, barviva, té¢zké kovy,
toxiny, metabolity, atd.). Nadmérnéd exprese efluxnich pump tedy vede k antibiotické
rezistenci tim, Ze brani intracelularni akumulaci 1é¢iva (Ren et al., 2024). Mezi latky
transportované z bunék pomoci efluxnich patfi napt. chinolony, aminoglykosidy a makrolidy

(Reza et al., 2019).

Celkova odolnost biofilmu se sklada jak z rezistence jednotlivych buné¢k mikroorganismii,
tak také odolnosti celé biofilmové struktury. Rezistence se tyka tedy predevSim schopnosti
mikroorganismu ptezivat a rust pii zvySenych koncentracich antibiotik. Je kvantifikovatelna
stanovenim minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC). Zahrnuje mechanismy, které brani vazbé
antibiotika na jeho cil (napf. enzymatické deaktivace, aktivniho efluxu Iéku, aj.).
Tyto mechanismy zabranuji tomu, aby antibiotika zménila funkci nebo poskodila cil jejich
pusobeni. Dale zabranuji produkci toxickych produktti, které by nakonec poskodily butiku.
Rezistence mize byt dale klasifikovana na vnitini, ziskanou, nebo adaptivni rezistenci
(Uruén et al., 2021). V Tabulce 1 jsou blize popsany jednotlivé klasifikace antibiotické

rezistence.

Tabulka 1. Druhy antibiotické rezistence (upraveno dle Uruén et al., 2021)

Drubh rezistence Struény popis

Pfirozena vlastnost bakterii odolavat antibiotikiim. Napt. Gram-negativni
Vnitini rezistence | bakterie jsou obecné odolné€jsi kvuli pfitomnosti vné&j$i membrany

sniZujici propustnost antibiotik.

ZiSkané . . . . . . . .
Vzniké genetickymi modifikacemi piivodné citlivych bakterii.
rezistence
Adaptivni Schopnost bakterie rychle ménit genovou expresi nebo produkei proteind
rezistence v reakci na antibiotika nebo nepiiznivé podminky prostredi.

Ptitomnost jedné nebo néckolika subpopulaci v dané populaci bakterii
Heterorezistence | vykazujicich zvySenou uroven antibiotické rezistence ve srovnani

s hlavni populaci. Casto souvisi s pfitomnosti nestabilnich gent.
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Hobby et al. (1942) zjistili, ze penicilin mize usmrtit pouze 99 % streptokokové kultury,
a ze zbyvajici 1 % bunck ziistava Zivotaschopné. Termin antibioticka tolerance se pouziva
k oznaceni fenotypu bakterialni populace vykazujici pomalejsi rychlost usmrceni pisobenim
antibiotik. K tomu obvykle dochazi v disledku snizené rychlosti riistu v nepfiznivém
prostfedi. Subpopulace tolerantni k antibiotikiim mutize byt také oznacena jako ,,pfetrvavajici®,
pokud béhem antimikrobidlni 1écby vykazuje vyrazné vyssi uroven tolerance k antibiotiku
nez zbytek mikrobidlni populace a neni ji mozné eliminovat ani pfi dlouhodobému uzivani

antibiotika (Wan et al., 2024).

Rezistence na antibiotika je disledkem dvou typti genetickych udalosti, a to mutacemi obecné
(vCetné preusporadani genomu a amplifikace) a ziskani gent rezistence na antibiotika. Mutace
vedouci k antibiotické rezistenci jsou vysledkem pouzivani antibiotik k Ié€bé infekei.
Totéz plati pro ziskdni mobilnich genl resistence, které¢ se diive u bakteridlnich patogenti
nevyskytovaly. V tomto piipadé vSak musely byt tyto geny pfitomny v jinych bakteriich
(Martinez a Baquero, 2023). Ziskana antibiotickd rezistence je casto dusledkem rezistence
interakci s plazmidem, mutaci v chromozomalnich genech nebo ziskdnim externich

genetickych prvku rezistence (Sinha ef al., 2024).

4.1.3. Zachovani u¢innosti antibiotik

Svétova zdravotnickd organizace (WHO) zdaraziuje potiebu lepSiho a koordinovaného
celosvétového Usili o omezeni antimikrobidlni rezistence. V roce 2001 piedstavila WHO
Global Strategy for Containment of Antimicrobial Resistance, kterd nabizi ramec intervenci
zaméfenych na zpomaleni vzniku rezistence a omezeni Sifeni mikroorganismii odolnych
vici antimikrobidlnim latkam. V roce 2012 WHO publikovala dokument The Evolving Threat
of Antimicrobial Resistance — Options for Action. Tento dokument zahrnuje kombinaci
intervenci, jako je posileni zdravotnickych systémdi, zlepSeni pouzivani antimikrobidlnich
latek v klinické praxi, dale také prevenci a kontrolu infek¢nich agens, podporu vyvoje novych

1€kt a vakein (Prestinaci et al., 2015).

VétSina intervenci k omezeni antibiotické rezistence je zaloZena na sniZzeni mnoZstvi
pouzivani antibiotik. Pfestoze jsou tyto strategie potfebné, nestaci to. Jak bylo uvedeno vyse,
rezistence na antibiotika je nevyhnutelnym vysledem lécby infekci antibiotiky
(Martinez a Baquero, 2023). Jednou ze strategii boje proti rostouci antimikrobidlni rezistenci

je zaméfit se na faktory virulence patogennich bakterii. Faktory virulence pfispivaji
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k onemocnéni tim, ze bud’ poskozuji hostitele, nebo umoznuji bakteriim unikat imunitnimu
systému hostitele. Antivirulentni latky proto maji schopnost snizit potfebu antibiotik a snizit

vznik a Sifeni rezistence k antibiotikim (Filipi¢ et al., 2024).

4.2. Antimikrobialni peptidy

Antimikrobidlni peptidy (AMP) lze klasifikovat na zakladné¢ jejich pivodu, aktivity,
strukturnich charakteristik a procesu syntézy. Relativné vysoké naklady spojené s chemickou
syntézou AMP vedou k vétSimu zdjmu o peptidy mikrobidlniho ptivodu (Singh et al., 2023).
Ptirodni AMP maji Sirokospektrou aktivitu proti Gram-pozitivnim a Gram-negativnim
bakteriim, virim (napt. HIV, HCV), houbam i parazitim. Vykazuji také cytostatické
vlastnosti (Mazurkiewicz-Pisarek et al., 2023). AMP Ize izolovat z obojzivelnikii a hmyzu.
Ptikladem AMP izolovaného z hmyzu je melittin, ktery je hlavni slozkou vceliho jedu
(Uruén et al., 2021). Jako zdroj miizou slouzit také riizné mikroorganismy (napf. bakterie
a houby). Napf. nisin a gramicidin jsou klasickymi ptiklady téchto peptidi pochazejicich

z bakterii Lactococcus lactis, Bacillus subtilis a Bacillus brevis.

Mezi hlavni u¢inky AMP patii naruseni integrity bakteridlni bun&cné stény a interference
s intracelularnimi metabolickymi procesy. Pfesné mechanismy plisobeni peptidi se lisi
v zavislosti na druhu mikroorganismu. Zatimco iniciace interakce zavisi vyhradné
na elektrostatickych silach, t€¢inky AMP na membranu jsou zavislé na vlastnostech peptidi
(napf. struktura, velikost, naboj, amfipati¢nost a sloZzeni samotné membrany). Obecné jsou
uplatnovany dva mechanismy, prvnim z nich je pfimé eradikace bun¢k narusenim bunécné

membrany a druhym je imunomodelacni piisobeni (Mba a Nweze, 2022).

Bakare et al. (2023) uvedli, Ze AMP maji vlastnosti umoziujici naruSovat tvorbu biofilmu,
inhibovat rlst a eradikovat jiz vytvofené biofilmy. AMP mohou pronikat do matrice biofilmu,
interagovat zde s mikrobidlnimi bunikami a uplatiovat své antimikrobidlni ucinky
prostfednictvim mechanismil, jako je naruSeni membrany, tvorba port, inhibice produkce

matrice biofilmu a modulace mikrobidlnich signalnich drah.

4.3. Nanotechnologie

Nanotechnologie se zabyva Casticemi o velikosti 10-100 nm. Tyto Castice jsou Siroce
pouzivany v riznych oblastech vcetné mediciny a somatologie (Anju et al., 2022). Nastup

nanotechnologii a zejména nanomediciny umoznil nové moznosti diagnostiky a lécby
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mnoha onemocnéni. Nanomateridly maji diky své velikosti a povrchovym vlastnostem
potencidl piekonat mnohé bariéry. Nanocastice byly v poslednim desetileti rozséhle
studovany jako nosi¢e Iékti napi. v onkologii, imunoterapii a neurovédach. Nabizeji
také mnoho moznosti pro eradikaci odolnych bakterii, zejména v kombinaci s aktivnimi

molekulami (Sahli et al., 2022).

Nanotechnologie byly také popsany jako vhodna alternativa nebo doplikova terapeutika
pro eradikaci biofilmt. Mohou pronikat vnéjsi EPS membranou a dopravovat antimikrobialni
latky ptfimo do cilovych bun€k patogenti bez degradace ucinné latky. Mohou téz zlepsit dobu
uvolnovani a retence antimikrobidlnich latek. Navic prokazaly antimikrobidlni vlastnosti,
které by mohly byt vyuzity k vyvoji novych materidlii nebo jejich povrchové upravy
(Rao et al., 2021).

4.4. Bakteriofagy

Bakteriofagy patii mezi obligatni intracelularni parazity. Tyto Castice jsou tvofeny nukleovou
kyselinou, ktera je obklopena trojrozmérnou kapsidou, ta mize nebo nemusi byt obklopena
lipoproteinovym obalem. Nékteré bakteriofagy disponuji ocasovou strukturou se spirdlovou
pochvou, kde jsou obvykle vldkna prezentujici proteiny zodpovédné za vazbu na receptor

(membranu cilového hostitele) (Elois et al., 2023).

Penetrace bakteriofagii do matrice bakteridlniho biofilmu je ovliviiovana tfadou faktort
(napf. stafi biofilmu, hustota, molekularni struktura, extracelularni enzymy inaktivujici fagy
vylucované riznymi bakteriemi) (Singh et al., 2022). Mezi kli¢ové vlastnosti bakteriofagii
patii schopnost sebereplikace v hostitelskych bakteriich rostoucich v biofilmu a rychla
replikace diky niz dosahuji rychle vysoké populacni hustoty. Bakteriofdgy navic vykazuji
lytickou aktivitu a produkuji enzymy, které degraduji matrici biofilmu, ¢imz usnadiuji jeho
penetraci (Mayorga-Ramos et al., 2024). Kombinace fagové terapie s antibiotiky
se v souCasnosti jevi jako nejucinnéjsi strategie v boji proti biofilmu. V praxi se casto
osvédcuje kombinace 1 s dalSimi latkami, napf. desinfekénimi prostfedky pro eradikaci
biofilmu na povrsich. AvSak v nékterych piipadech muze aplikace fagh paradoxné vést
ke zvySené agregaci bakterii v biofilmu, vy$§i povrchové adhezi a produkci fimbrii.
To je ¢asto pozorovano u Gram-negativnich bakterii. Dlsledkem je inhibice pronikani fagi
pres biofilm (Talapko a Skrlec, 2020). Obrazek 16 znazorfiuje moznosti vyuziti bakteriofagt

k eradikaci bakterii v biofilmu.
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Obrazek 16. Pasobeni bakteriofagti na buiiky v biofilmu, A — biofilmova kultura rezistentni k antibiotiku, B — bakteriofag
nicici extraceluldrni matrix a umoznujici prostup antibiotika, C — penetrace bakteriofaga ptes biofilm a D, E — postupné
oSetfeni biofilmid fagem a antibiotikem (Shariati, Noei a Chegini, 2023)

4.5. Inhibitory OS

Bakterie, které dokaZou rozpoznat signaly QS, mohou tuto formu komunikace cilené¢
naruSovat v riznych fazich jejiho pribéhu. Mezi hlavni mechanismy u¢inku inhibitord QS
patii inhibice syntézy signalnich molekul a S§tépeni signadlnich molekul enzymatickou
degradaci. Inhibitory mohou také soutézit se signalnimi molekulami o vazbu na receptory.
Maji schopnost blokovat vazby signalnich molekul na genové promotory a inhibovat expresi
genl. Dalsi strategii je vychytavani autoinduktori pomoci protilatek nebo makromolekul,

jako jsou cyklodextriny (Hetta et al., 2024).

Naruseni OS komunikace zvySuje zranitelnost bakterii viici imunitni odpovédi hostitele 1 vaci
antibiotické 1éCb¢. Inhibitory QS navic mohou sniZzovat produkci faktorti virulence
a podporovat u¢innost imunitniho syst¢ému. Dosud bylo identifikovano velké mnozstvi latek
s potencidlem ovlivnit OS signalizaci. Jejich vyuziti umoznuje snizovat davky podavanych

antibiotik a zaroven sniZuje riziko vzniku antimikrobialni rezistence (Mitra, 2024).

4.6. Inhibitory efluxnich pump

Jako bylo jiz zminéno dfive, efluxni pumpy jsou membranové proteiny. Existuji u vSech
druhil bakterii a maji schopnost vytlait z bunck Siroké spektrum substratii v€. antibiotik.
Jejich nadmérnéd exprese tedy vede k antimikrobidlni rezistenci, jelikoZz brani intracelularni
akumulaci 1é¢iva. Predchozi vyzkum dokazal, Ze nedostatek efluxnich pump pozitivné
ovlivituje tvorbu biofilmu, tedy zabranuje jeho tvorbé a rtstu. V této souvislosti 1ze efluxni
pumpy povazovat za potencialni cile pro inhibici biofilmu. Obecné plati, Ze pozitivni uéinky
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efluxnich pump spoléhaji hlavné na zprostfedkovani motility mikroorganismt a produkci
extracelularni matrix. Absence téchto Cerpadel tedy muze ohrozit ptilnavost organismil
nebo vytvofeni zralych struktur biofilmu, coz vede ke snizeni tvorby biofilmu

(Ren et al., 2024).

Zack et al. (2024) uvedli, ze inhibitory efluxnich pump (EPI) pfedstavuji potencialni feSeni
v boji proti antibiotické rezistenci. Lze je rozdé¢lit dle zdroje na rostlinné, syntetické
a pochazejici z mikroorganismii. Cilem EPI je wulinit rezistentni bakterie vnimavé
k pozadovanému antibiotiku zablokovanim jejich efluxnich pump. Mohou tak Cinit pomoci
riznych mechanismii, vcetné kompetitivni nebo nekompetitivni inhibice, disipace

protonového gradientu, potlaceni exprese genti kodujicich efluxni pumpy (Zack et al., 2024).

4.7. DalSi mozZnosti inhibice biofilmu a 1é¢by infekei

V lékatskych zafizenich a protetice mize byt k inhibici tvorby biofilmu pouzito naneseni
antiadhezni vrstvy omezujici adhezi mikroorganismt. Povlak tvofi drsnou strukturu
nebo nabity povrch, ato ho ¢ini méné kompatibilni s proteiny mikroorganismi. Piiklady
téchto natérovych slouenin jsou trimethylsilan a kyselina selenocyanatodioctova
(Mirghani et al., 2022). Fyzikdlni metody zahrnuji ionizujici a ultrafialové zafeni

(Zhao et al., 2023).

Dalsi moznosti je fotodynamicka terapie (PDT) a fototermalni terapie (PTT).
Tyto metody jsou uznavany jako uspésné piistupy k 1é€bé biofilmovych infekci. PTT zvySuje
infiltraci antimikrobidlnich latek do biofilmli a brani vzniku antibiotické rezistence.
Infracervené svétlo redukuje biofilm pfiblizné o 50 %. AvSak vysoké davky ozafovani
a koncentrace fotosenzibildtori pouzivané v PTT a PDT k odstranéni biofilmii mohou
potencidlné¢ vést k poskozeni tkdni a kzanétu (Zaferetal., 2024). Na Obrazku 17

je vizualizace u¢inku PDT.

Obrazek 17. Biofilm tvofeny bakteriemi Enterococcus faecalis a Pseudomonas aeruginosa, A — pted oSetienim a B — po
osetfeni pomoci PDT (Garcez et al., 2013)
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Enzymy narusSujici ECM jsou také potencidlné¢ vhodnymi inhibitory biofilmu. Pfidani
exogennich enzymu jako je dispersin B nebo DNaza I hydrolyzujici extracelularni DNA
v kombinaci s antibiotiky, dochazi k eradikaci biofilmi riznych druhii (Uruén et al., 2021).
Dalsi moznosti jsou esencidlni oleje extrahované z rostlin obsahuji slozité smési t€kavych
latek (terpeny, terpenoidy a fenoly). Nékteré z téchto sloucenin maji antimikrobialni aktivitu
atvofi souCdst imunitntho obranného mechanismu rostlin. Ne&kolik studii uvadi
také antibiofilmovou aktivitu téchto slouCenin. Mnohé znich poskozuji bakteridlni
membrany, jiné reguluji expresi genli zapojenych do tvorby a Sifeni biofilmu
(Uruén et al., 2021). Dalsi slibnou strategii k 1écbé infekci spojenych s bakteriemi
rezistentnimi k antibiotikim je kombinovana terapie. Dodatecny stres zptisobeny kombinaci
léCiv. mlze zplsobit vysSi ucCinnost terapie nézpii pouziti 1éCiva samostatné

(Xiao a Sun, 2023).
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ZAVER

Infekce hornich cest dychacich patii mezi nejcastéj$i onemocnéni postihujici lidskou populaci
napii¢ vékovymi skupinami. Ac¢koli byvaji ¢asto oznaCovany za onemocnéni banalni, v fadé
piipadti mohou vést k zdvaznymi komplikacim, a to zejména pii recidivujicim ¢i chronickém
prabéhu. Infekce hornich cest dychacich mohou byt virového i bakteridlniho ptvodu.
Nejcastéjsimi bakterialnimi pivodci jsou Streptococcus pyogenes, Haemophilus influenzae,
Moraxella catarrhalis a Staphylococcus aureus. Tyto bakterie zpisobuji Sirokou Skalu
onemocnéni jako je rinosinusitida, faryngitida, laryngitida, zanét stfedniho ucha nebo
tonsilitida. Mnoh¢é studie popisuji vyskyt téchto bakteridlnich plivodcli ve formé biofilmu.
Biofilm poskytuje bakteriim ochranu pfed vnéjSimi vlivy a tim napomaha k perzistenci
infekce, obtiznéjsi eradikaci a narustu antibiotické rezistence. Biofilmové usporadani hraje
klicovou roli v patogenezi infekci jimi zpUsobenych a vyznamné to ovliviiuje diagnostiku
1 1écbu vyvolaného onemocnéni. Porozuméni tvorbé biofilmu je proto zasadni pro pochopeni
patogeneze infekci hornich cest dychacich a také pro vyvoj novych terapeutickych strategii.
Do budoucna je dulezité zaméteni vyzkumu na hledani ucinnych metod prevence, detekce

a lécby infekci souvisejicich s biofilmem.
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