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ANOTACE

Tato bakalafska prace se zabyva problematikou zanétlivého onemocnéni otitis media,
a to zejména v souvislosti s tvorbou biofilmu. Prace zahrnuje informace o struktuie biofilmu,
jeho sloZzeni a 0 metodach detekce téchto struktur. Pfedmétem textu je dale zhodnoceni
vyznamu tvorby biofilmtli v souvislosti s rezistenci k antibiotikiim. Soucasti prace je i stru¢ny
pohled na anatomii sluchového aparatu a jsou zminény pfic¢iny vzniku otitis media. Dale prace
zahrnuje informace o hlavnich puvodcich otitis media a také klinickych formach tohoto
onemocnéni v¢. moznosti terapie. Dalsi soucasti textu jsou vybrané diagnostické metody otitis
media. Zavérem jsou popsany moznosti prevence vzniku otitis media a informace o typech

vakcin zaméfenych na potencialni ptivodce infekce.
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TITLE
Otitis media with persistence of biofilms

ANNOTATION

This bachelor thesis deals with the issue of inflammatory disease otitis media, especially
in the context of biofilm formation. The thesis includes information on the structure of biofilms,
their composition and methods of detection of these structures. The text also evaluates
the importance of biofilm formation in the context of antibiotic resistance. A brief look
at the anatomy of the auditory system is also included and the causes of otitis media are
discussed. Furthermore, the thesis includes information on the main causative agents of otitis
media as well as the clinical forms of the disease, including therapeutic options. Another part
of the text includes selected diagnostic methods of otitis media. In conclusion, the possibilities
of prevention of otitis media and information on types of vaccines targeting potential infectious

agents are described.
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SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK

AOM
COM

CSOM

CwWD
Cwu
DNA
EPS

ET

Fc
MID/Hag

NTHi

oM

oMC

OME
PCR
QS
RNA
UspAl
UspA2

UspA2H

Akutni zanét sttedniho ucha (z angl. Acute Otitis Media)
Chronicky zanét stfedniho ucha (z angl. Chronic Otitis Media)

Chronicky hnisavy zanét stfedniho ucha (z angl. Chronic Suppurative Otitis
Media)

Canal Wall Down mastoidektomie

Canal Wall Up mastoidektomie

Deoxyribonukleova kyselina (z angl. Deoxyibonucleic Acid)
Extracelularni Polymerni Substance

Eustachova Trubice

Krystalizovatelny fragment (z angl. Crystallizable Fragment)

Protein vazajici imunoglobulin D (z angl. Moraxella 1gD-Binding Protein)

Netypovatelny Haemophilus influenzae (z angl. Non-Typeable Haemophilus

influenzae)
Otitis media

Zanét stfedniho ucha s tvorbou cholesteatomu (z angl. Otitis Media with

Cholesteatoma)

Zanét stiedniho ucha s vypotkem (z angl. Otitis Media with Effusion)
Polymerazové fetézové reakce (z angl. Polymerase Chain Reaction)

Snimani hustoty bunétné populace (z angl. Quorum Sensing)

Ribonukleova kyselina (z angl. Ribonucleic Acid)

Vsudypftitomny povrchovy protein Al (z angl. Ubiquitous Surface Protein Al)
Vsudyptitomny povrchovy protein A2 (z angl. Ubiquitous Surface Protein A2)

Hybrid vsudyptitomného povrchového proteinu A2 (z angl. Ubiquitous
Surface Protein A2 — Hybrid)



UvVOD

Bakterialni biofilm piedstavuje multimikrobialni komunitu obklopenou extracelularni
polymerni substanci. Tato substance poskytuje biofilmu pevnost a ochranu a zaroven umoziuje
vyménu zivin ¢i signalnich molekul. Bakterie v této struktufe komunikuji a koordinuji své
chovani pomoci mechanismi nazyvanych quorum sensing, coz je dulezity proces pro vyvoj
a stabilitu biofilmu. Bakterialni buniky ve formé biofilmu jsou odolng&jsi vaéi vnéj$im vlivim
ajsou tak pfi¢inou vzniku mnoha onemocnéni véetné otitis media. Tvorba bakterialniho
biofilmu je slozity proces zahrnujici adhezi mikroorganismu na povrch, nasledovanou produkci
extracelularni matrix a formaci mikrokolonii. Nasledna disperze biofilmu vyvoland mnoha
faktory vede k uvolnéni jednotlivych mikroorganismi do okolniho prostiedi. Disperze biofilmu
mize mit dulezité klinické dasledky prispivajici k tvorbé infekci a $ifeni chorob. Detekce
bakterialniho biofilmu je klicova pro diagnostiku a terapii infekci vyvolanych tvorbou téchto
struktur. Existuje n€kolik metod pro detekci biofilmu v¢. molekularné-biologickych metod,
mikroskopickych technik a kolorimetrickych testi umoziiujicich identifikaci a kvantifikaci
bakterialnich biofilmi. Tvorba biofilmii ma vyznamny dopad na klinickou praxi, zejména
Vv souvislosti s antibiotickou rezistenci. Nemoci spojené s biofilmem zahrnuji onemocnéni
zpisobena tvorbou a pritomnosti bakterialniho biofilmu na tkanich nebo povrsich v lidském
téle. Mezi tyto nemoci patii napt. infekce mocovych cest, infekce ran, cysticka fibroza nebo

infekce souvisejici s infikovanymi implantaty.

Zanét stfedniho ucha je pomérné bézné onemocnéni postihujici nejcastéji détskou populaci
amuze se vyskytovat jak v akutni, tak i v chronické formé. Jiné formy otitis media (OM)
zahrnuji tvorbu vypotku ¢i patologické struktury (cholesteatomu). Mezi nej€astejs$i patogeny
spojené s touto infekci patii Streptococcus pneumoniae, netypovatelné kmeny Haemophilus
influenzae a Moraxella catarrhalis. Tyto bakterie mohou vstoupit do sluchové trubice
a zplsobit zanét charakterizovany bolesti, vytokem zuSni dutiny ¢i zhorSenim sluchu.
Perzistence biofilmt zejména téchto bakterii v duting stfedniho ucha piedstavuje klicovy faktor
v odolnosti vué¢i antibiotické terapii, coz c¢ini otitis media obtizné 1éCitelnym a cCasto
recidivujicim. Tvorba bakterialniho biofilmu ma znaény dopad téZ na diagnostiku tohoto

onemocnéni a prevenci pred vznikem tohoto onemocnéni.

Diagnostika otitis media a identifikace ptiivodct tohoto onemocnéni piedstavuje klicovy krok
pro spravné terapeutické postupy a prevenci moznych komplikaci. Pro diagnostiku otitis media

jsou k dispozici riizné metody a techniky. Mezi né patii klasicka otoskopie umoziujici vizudlni
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posouzeni tympanické membrany a pfitomnosti tekutiny v usni duting. Dllezitou roli hraje také
tympanometrie poskytujici informace o tlaku vzduchu v uchu a stavu usniho bubinku.
Pii diagnostice otitis media je klicové identifikovat mozné ptivodce onemocnéni. Identifikace
puvodct tohoto onemocnéni zahrnuje rizné diagnostické testy v¢. kultiva¢nich metod a PCR

analyzy.

V neposledni fadé jsou popsany moznosti prevence vzniku otitis media. Prevence pied vznikem
zanétu stiedniho ucha je klicovd pro minimalizaci rizika vzniku tohoto bolestivého
a potencialn¢ komplikovaného onemocnéni. Jednim z hlavnich preventivnich opatieni je
ockovani. O¢kovani proti béznym puvodctim otitis media mtze vyrazné snizit riziko vzniku
infekce stfedniho ucha. Pravidelné ockovani podle doporu¢eného ockovaciho kalendare je
proto dilezité zejména pro ochranu déti. Dulezitou roli v prevenci otitis media hraje také
spravna péce o dychaci cesty. Zabranuje se tak rozvoji infekci hornich cest dychacich vedoucim
k sekundarnimu zanétu stiedniho ucha. Vzd€lavani a osvéta populace a 1ékart jsou dulezitymi
prvky prevence otitis media. Informovani rodi¢u o rizikovych faktorech a v¢asnych piiznacich
onemocnéni muze piispét k prevenci infekce stitedniho ucha a snizeni zatéze spojené s 1écbou

a komplikacemi.
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1. BAKTERIALNI BIOFILM

Bakteridlni biofilm je dynamickd multimikrobidlni komunita. Buiiky jsou v této struktufe
ireverzibilné pfipojeny k substratu a jsou obklopeny ochrannou vrstvou (Sharma et al., 2023).
Bakterie jsou ve form¢ biofilmu metabolicky méné aktivni, ale v rozptylené formé jsou
virulentnéjsi (Loughran et al., 2019). V klinické praxi jsou bakteridlni biofilmy ¢asto

zodpovédné za vznik nozokomialnich chronickych infekci (Sharma et al., 2023).

Diive se piedpokladalo, Ze mikroorganismy existuji pouze v planktonni form¢ (Su et al., 2022).
Antoni van Leeuwenhoek pozoroval jiz v roce 1683 povrchové asociované bakterie pomoci
primitivniho mikroskopu a popsal tak biofilmy ze stéru vlastnich zubii. Avsak slovo ,,biofilm*
bylo pouzito a definovano az v rukopisu Williama Costertona (Sharma et al., 2023; Vestby et
al., 2020). Vlastnosti biofilma nebyly pro 1ékatské mikrobiology akceptovatelné az do pocatku
70. let 20. stoleti. V tomto obdobi Nils Heiby identifikoval spojitost mezi pfi¢inou perzistujici
infekce a biofilmy u pacienti s cystickou fibrozou. Od té doby doslo k mnoha pokrokim
ve vyzkumu a biofilmy byly tak identifikovany jako podilejici na mnoha klinickych infekcich
a prispivajici k patogenezi chronickych infekci (Vestby et al., 2020). Vyznam biofilmd uznala
American Society for Microbiology v roce 1993. V roce 1999 Costerton dale popsal biofilm
jako systematicky uspofadanou skupinu mikrobti obklopenou polymerni matrici (Sharma et al.,
2023).

Biofilm obsahuje typicky dvé jasné oddélené vrstvy, a to zdkladni a povrchovou vrstvu.
Povrchova vrstva funguje jako disperzni zona Sifici infekci do svého okoli. Bunky v biofilmu
jsou obklopeny extracelularni polymerni substanci (EPS) produkovanou samotnymi
bakteriemi. Mezi mechanismy podporujici odolnost biofilmii patii tvorba shluki bunéénych
agregatll ¢i produkce endotoxinill. Idedlnim prostfedim pro vyvoj biofilmovych struktur je
povrch poskytujici dostate¢nou vlhkost a ziviny (Sharma et al., 2023). Souéasti biofilmt in vivo
mohou byt houby, viry i vice druhti bakterii zapojenych do extracelularni polymerni matrice.
V ramci polymikrobialnich biofilmt tak dochazi k mezidruhovym interakcim (Anju et al.,
2022; Vermee et al., 2019). Tyto interakce mezi mikroorganismy hraji kliCovou roli
pfi formovani struktury biofilmu. Pokud mikroby navzijem spolupracuji nebo se mezi nimi
vytvoii vzajemné vztahy (komenzalismus), interakce mize mit i pozitivni vliv. Pocate¢ni
kolonizace jednoho druhu pfispiva k nasledné kolonizaci dalSich bakterii. Jeden druh bakterii
pfipravuje povrch substratu a spousti proces spole¢né agregace, coZz umoziuje adhezi dalsiho

druhu. Koagregace téchto mikroorganismit muze byt uskute¢néna vazbou na specifické
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povrchové molekuly biofilml prostfednictvim koordinace mezi bakteriemi nebo preferenci
nékterych fenotypovych zmén. Tento proces pfispiva k rozsifeni produkce matrice biofilmu
a maximalnimu pokryti povrchu substratu, ¢imz chrani biofilm napi. pfed pasobenim antibiotik

(Anju et al., 2022).

Nékteré bakterie maji schopnost sekrece pigmentu. Napt. Staphylococcus aureus produkuji
stafylokokové xantofyly vedouci ke svétle zlutému nebo svétle zelenému zbarveni biofilmt.
Z tohoto divodu lze biofilmy v n€kterych situacich pozorovat pouhym okem jako tenkou vrstvu

nazloutlého polopruhledného Zelatinového materialu (Liu et al., 2024).

1.1. Struktura a slozeni biofilmu

Bakteridlni biofilmy jsou slozeny piiblizn€ z 10 % mikrobialni hmoty a 90 % vody (Sharma et
al., 2023). Mikrobialni hmota zahrnuje extracelularni polymerni substanci tvofenou proteiny,
polysacharidy, DNA a RNA ¢i extracelularni DNA (eDNA) (Vestby et al., 2020). Tyto slozky
spole¢né vytvareji robustni a rezistentni strukturu biofilmu. Extracelularni polymerni substance
predstavuje vyznamnou komponentu biofilmi poskytujici specificky slizky charakter se
schopnosti podporovat ireverzibilni bakterialni adhezi (Li et al., 2023; Srinivasan et al., 2021).
Mikroorganismy ve formé biofilmii maji diky této ochranné bariéfe schopnost unikat
imunitnimu systému hostitele a ptetrvavat v lidském organismu (Sharma et al., 2023). Slozeni
EPS se méni s typem patogentl, stdiim biofilmu a podminkami prostfedi jako je vlhkost, pH,
mnozstvi kysliku a dusiku, teplota a dostupnost Zivin. Extracelularni polymerni substance
vytvaii strukturu umoznujici fyzické spojeni mezi bunkami a povrchem. Zaroven tato substance
plni roli bariéry oddé€lujici buniky biofilmu od okolniho prostiedi. Dalsi funkci EPS je ochrana
mikrobl pfed chemikaliemi, vysychanim, zafenim a nepfiznivymi podminkami prostfedi.
Dulezitou slozkou EPS je extraceluldarni DNA. Pfitomnost eDNA zvySuje stupen strukturalni
pevnosti a stability biofilmi a zajistuje vymeénu genetickych informaci. Soucasné eDNA plni
roli zdroje Zivin pro biofilmovou komunitu (Srinivasan et al., 2021). Tato eDNA je schopna se
spojit s EPS za vzniku makromolekularniho konjugatu. BEhem procesu tvorby biofilmu
poskytuje tento komplex bunikdm odolnost viici stresu a dale usnadnuje pocatecni adhezi bun¢k
a nasledné vytvofeni architektury extracelularni matrice. Extracelularni polymerni substance
chrani konjugovanou DNA pied degradaci hydrolazami nukleovych kyselin, coz vede k vétsi

stabilit¢ eDNA v nativni extracelularni matrici biofilma (Ciofu et al., 2017).

15


https://loop.frontiersin.org/people/465004
https://loop.frontiersin.org/people/465004

Retézce polysacharidil jsou spolu protkany v husté sitovité struktufe a jejich hydroxylové
skupiny vzajemnou interakci zvysuji mechanickou pevnost biofilmu. Struktura biofilmt miize
obsahovat kladné nabité ionty. Jedna se predevSim o véapenaté nebo hotfecnaté ionty tvorici
podptrné mustky mezi polymery umoziujici biofilmiam rtst do tloustky az 300 um. V jinych
ptipadech mohou mit polysacharidy v biofilmech neutrdlni nebo polyaniontovou povahu. Déle
mohou biofilmy obsahovat D-glukuronovou, D-galakturonovou a mannuronovou kyselinu
nebo acylovany pyruvat. Diky témto pyruvatim maji biofilmy aniontové vlastnosti. Aniontové
vlastnosti umoziuji asociaci dvojmocnych kationti k provazanym vlaknim polymeru

a poskytuji vétsi vazebnou silu zralému biofilmu (Sharma et al., 2023).

Bakterie pouzivaji jako hlavni signalni mechanismus pro komunikaci mezi buiikami quorum
sensing (QS), jehoZ ukazka je uvedena na Obrazku 1. Tato chemickd komunikace mezi
bakteridlnimi bunkami zprostfedkovava produkci, uvoliiovani a akumulaci extracelularnich
signalnich molekul. Chemické signalni molekuly se nazyvaji autoinduktory. Autoinduktory
jsou neustale produkované bakteridlnimi buiikami a s rostoucim poctem bunék narlsta
I koncentrace téchto signalnich molekul (Liu et al., 2023). Proces QS a tvorba biofilmu jsou
na sobé vzajemné zavislé. Aktivované geny mikroorganismi fizené QS zpusobuji vyvoj
biofilmu a nasledné¢ koordinuji jeho zrani arozpad. Mechanismus QS muze v biofilmu

fungovat pouze tehdy, pokud jeho urcita ¢ast obsahuje miniméalni mnoZzstvi bakterii (Sharma et

al., 2023).

Vysoka hustota bunék
Nizk3i hustota bunék
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f?‘l ~ Planktonicka buiika 4  Autoinduktory @ Biofilmové buiiky

Obrazek 1: llustrace quorum sensing (upraveno dle Liu et al., 2023)

Gram-negativni bakterie produkuji jako signalni molekuly acylovany homoserin lakton.
Tyto molekuly maji schopnost voln¢ difundovat pfes vnitini i vnéj§i membranu bunck.
Pokud je dosazeno vysoké koncentrace téchto latek, difunduji do sousednich bun¢k a vazou se

na receptory transkripcnich proteint, ¢imz aktivuji proces transkripce.
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Gram-pozitivni bakterie vyuzivaji kratké peptidy jako signalni molekuly prochézeji
posttranslaénim zpracovanim. Tyto peptidy jsou znamé jako autoindukujici peptidy.
Autoindukujici peptidy jsou po své syntéze v bunkach nejprve zpracovany a poté vylouceny
do extracelularniho prostoru. Pokud tyto latky dosahnout vysoké extracelularni koncentrace,
vazou se na membranove vazany dvouslozkovy histidinkindzovy receptor. Po navdzani na tento
receptor dochazi k autofosforylaci, pii které se fosfat pfenese na asociovany regulator
Vv cytoplazmé. Tento regulator pak dale aktivuje receptorové kindzy, ¢imz se spusti transkripce
geni zapojenych do regulace quorum sensing. Autoindukujici peptidy mohou byt
transportovany zpét do cytoplazmy bunék a interagovat s transkripnimi faktory modulujicimi
genovou expresi. Dvouslozkové histidinkindzové receptory v periplazmé rozpoznaji tyto latky
diky specifickym vazebnym proteiniim a dojde ke vzniku vazby. Tento vznikly komplex se
navdze na senzorovou kindzu aktivujici fosfotransferovou kaskadu regulujici transkripci

(Banerjee et al., 2020).

1.2. Tvorba biofilmu

Tvorba biofilmt je slozity vicestupniovy proces, ve kterém se vzdjemné ovlivituji adhezivni
a dezorganiza¢ni sily (Alves-Barroco et al., 2020). Schéma tohoto procesu je znazornéno
na Obrazku 2. Biofilmy se tvofi zejména v prostfedi turbulentniho proudéni, ve kterém
Reynoldsovo ¢islo ptfevysuje 5000. Reynoldsovo ¢islo je bezrozmémé c¢islo pouzivané
v mechanice tekutin. Toto ¢islo vyjadiuje pomér setrvacnych sil k viskdznim sildm a umoziuje
predpovidat charakteristiky proudéni tekutin v riznych situacich. Niz§i hodnota Reynoldsova

Cisla naznaCuje laminarni proudéni a vyS$$i hodnota naopak ukazuje na turbulentni

proudéni. Prave turbulentni proudéni zvysuje tvorbu biofilmu (Sharma et al., 2023).

Obrazek 2: Schéma tvorby biofilmu (upraveno dle Liu et al., 2024)
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Faze mikrobidlni adheze je prvni fazi tvorby biofilmi, béhem niz dochazi k adhezi
planktonnich bakterii v zasad¢ na jakykoliv povrch (Alves-Barroco et al., 2020; Sharma et al.,
2023). Bakterie se piichyti k povrchu prostiednictvim bakterialnich struktur (bi¢iky, pili apod.)
nebo fyzikalnich sil (Sharma et al., 2023). Bi¢ik je vlaknita struktura poskytujici bakteriim
energii a podporuje interakci mezi bakteriemi a povrchem. Tuto interakci umoziiuje pfipojenim
k povrchu biomateriald, ¢i snizovanim odpudivé sily mezi buikami a povrchem. U bakterii jako
je Staphylococcus epidermidis reguluje trvalou buné¢nou adhezi polysacharidovy intercelularni
adhesin (Li et al., 2023). Stupen piilnavosti bakterii k povrchu se #idi Sirokym spektrem
okolnosti véetné materialového slozeni, povrchovych vlastnosti bakterialni bunky, teploty
a tlaku. Fyzikalni sily fidici stupen adheze mohou byt sily hydrofobni, sterické, elektrostatické,
adheze proteinli ¢i Van der Waalsovy. Adheze bakterii k povrchu je v této fazi reverzibilni

(vratna) (Sharma et al., 2023).

Bakterie jsou diky adhezivnim faktorim schopné z ptisedlé¢ formy piechazet zpét do formy
planktonni. AvSak pokud vznikaji mezi konkrétnimi adheziny a povrchem molekularné
koordinované vazby, adheze bakteridlnich bunék k povrchu se pfeménuje na ireverzibilni
(nevratna). Z tohoto diivodu je tato faze tvorby biofilmu nazyvéna jako faze ukotveni. V této
fazi podléhaji volné spojené mikroorganismy adheznimu procesu vytvorenim extracelularni
polymerni substance. Planktonni bakterie jsou v této fazi schopny pfilnout k riznym druhim
povrchové vazanych organismi i k sobé navzajem. Tato schopnost vede k agregaci organismil

na substratu (Sharma et al., 2023).

Vznik mikrokolonii nastavd ve fazi, pokud se bakteridlni buniky po pfilnuti k povrchu
stabilizuji a pokracuji v proliferaci a produkci mezibunééné hmoty (Li et al., 2023).
Tento proces je spusStén specifickou chemickou signalizaci. Komunity mikroorganismu
vzajemne¢ spolupracuji a dochazi tak k vymeéné substratd, proudéni vyznamnych metabolickych
produktli a eliminaci metabolického odpadu. Pokud jsou pfitomny minimalnég tfi rizné druhy
bakterii, mize dojit napf. k anaerobnimu rozkladu organickych latek na metan a oxid uhlicity
a nasledné syntrofické asociaci. Syntroficka asociace je spojeni dvou nebo vice metabolicky
odliSnych bakterii spolupracujicich na vyuzivani specifickych substratii pro své energetické
potteby. Po rozkladu slozitych organickych sloucenin za¢nou fermentujici bakterie vytvaret
kyseliny a alkohol z organickych sloucenin. Acetogenni bakterie pak tyto substraty vyuzivaji

k zisku energie pfeménou octanu, oxidu uhli¢itého a vodiku na metan (Sharma et al., 2023).
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Dalsim krokem v tvorbé biofilmovych struktur je faze zrani biofilmu. Pfipojené bunky v této
fazi dozravaji a déle se vyvijeji. Prvni faze zahrnuje kontakt mezi bunkami diky syntéze
autoinduktorovych signadlnich molekul. Pfipojené bakterie produkuji tyto signalni faktory
vedouci k expresi geni specifickych pro biofilm. Podporuji tak jeho zrani a zvysuji bakterialni
virulenci. Druha faze zahrnuje zvétSovani velikosti a tloustky mikrokolonii na piiblizné
100 um (Sharma et al., 2023). V této fazi je po dosazeni prahové hodnoty bakterialni hustoty
aktivovan bakteriadlni QS komunikac¢ni systém. Tento systém podporuje sekreci extracelularni
polymerni substance. Vznikla substance dale pomaha stabilizovat strukturu biofilmu a brani
napadeni antibakterialnimi latkami a imunitnimi buitkami hostitele. Extracelularni polymerni
substance také prispiva k tvorbé trojrozmémnych struktur biofilmu. V této trojrozmérné
struktufe biofilmu se tvofi dutiny a kanalky naplnéné vodou. Tyto kanélky slouzi k distribuci
kli¢ovych zivin, pfenosu molekularnich signald a odstranovani odpadnich produkta z biofilmu
(Li et al., 2023). Béhem faze zrani maji bakterie schopnost identifikovat velikost a vzdalenost
sousedicich skupin, coz ptispiva k vytvareni shlukii i se sousednimi bunikami. Exprese genti

a proteind je regulovana pievazné kompletnimi bakterialnimi koloniemi (Sharma et al., 2023).

Dalsi fazi je disperze bunék. Tento proces umoziuje Sifeni bakterii a je pficinou §ifeni infekce
v lidském téle (Sharma et al., 2023). Mechanismus disperze probiha v nékolika fazich.
Nejprve buriky opusti mikrokolonie a pfesunou se na novy substrat, k némuz se ptipoji a zahaji
proces tvorby nového biofilmu (Li et al., 2023). Tento mechanismus se popisuje jako
nedostatku zdroju zivin a pfitomnosti velkého mnozstvi toxickych odpadnich latek (Sharma et
al., 2023). Pokud na bakterie ptisobi stresové faktory jako jsou antibiotika nebo nedostatek
Zivin, aktivné se na povrchu disociuji. V tomto pifipadé€ se jedna o aktivni disperzi. V biofilmech
vznika nutri¢ni deprivaci podnét pro uvolnéni malych molekul cis-11-methyl-2-dodecenovych
mastnych kyselin. Molekuly mastnych kyselin néasledné spoustéji proces autofosforylace
a aktivuji degradaci cyklického diguanosinmonofosfatu. Tento kaskadni efekt vede
K rozpousténi extracelularni polymerni substance ukotvujici biofilm a uvolnéni vrchni ¢asti
planktonnich bunék. Béhem procesu aktivni disperze dochazi v disledku syntézy bicika k vyssi
genove expresi spojené s bakterialni motilitou. Regulace exprese gent spojenych s uchycenim
bakterii je zvySend a odloucCeni bakterii je tak usnadnéno. Pasivni disperze bunék zavisi
na vnéjsich faktorech jako je enzymatickd degradace matrice biofilmu a mechanické smykové
sily (Li et al., 2023). Bakterie uvolnéné z biofilmu vytvati nové biofilmy nebo se na povrchu

volné pohybuji a produkuji proteiny, ¢imz se §ifi infekce (Sharma et al., 2023).
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1.3. Detekce bakterialniho biofilmu

Infekce vyvolané biofilmem jsou obtizné detekovatelné. Bakteridlni biofilm se mulze
vyskytovat na ran¢€ i v hlubSich mistech tkané¢ (Liu et al., 2024). Z tohoto divodu je velmi
dilezita rychld a snadno proveditelnd metoda diagnostiky téchto infekci. Infekce vyvolané
v souvislosti s tvorbou biofilmu v ranach jsou i pfesto ¢asto hodnoceny makroskopicky
z divodu nedostatecného mikroskopickych pfistroji a kvalifikace personalu v lékarskych
zatizenich (Vestby et al., 2020). Standardni techniky mikrobialni kultivace jsou S$iroce
pouzivany k detekci patogennich bakterii, avSak detekce bakteridlnich biofilml pouze pomoci

standardnich mikrobiologickych kultiva¢nich technik je nedostate¢na (Liu et al., 2024).
1.3.1. Molekulirné-biologické metody

Molekularné-biologické metody dokazou specificky a citlivé identifikovat kazdy bakterialni
druh v bakteridlnim biofilmu. AvSak nevyhodou téchto technik je nemoznost odliSeni
planktonnich bakterii od bakteridlniho biofilmu (Liu et al., 2024). Metoda PCR se pouziva
k piimé detekci patogent vytvarejicich biofilmy v klinickych vzorcich. Zahrnuje amplifikaci
specifickych oblasti, coz poskytuje vysokou specificitu a citlivost pifi identifikaci genti
zapojenych do formace biofilmu po fazi disperze. Nékteré metody PCR zahrnuji PCR
Vv redlném case, multiplexni PCR a PCR s reverzni transkriptazou. Déle je mozné pomoci PCR
identifikovat geny podilejici se na formovani biofilmu, jako jsou napf. geny typické
pro adheziny bakterii (Silva et al., 2021). Pro vizualni detekci bakterialnich biofilma slouzi
technologie fluorescencni in situ hybridizace (FISH) (Liu et al., 2024). Tento pfistup spoc¢iva
Vv pfipojeni kratkych fluorescencné znacenych oligonukleotidi na specifickou ribozomalni
RNA cilovych organismi. Vyhodou této techniky je mozZnost analyzy vzorku bez ptedchozi
upravy a snadna identifikace mikrobialnich shlukd v mikroskopu. Fluorescen¢ni in situ
hybridizaéni metodu lze kombinovat také s konfokalni laserovou skenovaci mikroskopii

pro vizualizaci a kvantifikaci biofilmu (Silva et al., 2021).
1.3.2. Mikroskopické techniky

Mezi mikroskopické techniky pouzitelné ke studiu bakterialniho biofilmu patii elektronova
mikroskopie, transmisni elektronovd mikroskopie a laserovd konfokalni rastrovaci
mikroskopie. Tyto techniky jsou povazovany za spolehlivé a objektivni nastroje pro detekci

bakterialnich biofilmt (Liu et al., 2024; Silva et al., 2021). Diky vysokému rozliSeni téchto
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mikroskopickych metod je mozné detailné analyzovat strukturu biofilmt a tim pfimo detekovat
a vizualizovat biofilmy pfimo v misté jejich vzniku (Silva et al., 2021). Nékteré z téchto
zobrazovacich technik vyzaduji specializované pfistrojové vybaveni a vysSkoleny personal
(Liu et al., 2024). Rastrovaci elektronova mikroskopie umoziuje fixaci, dehydrataci a barveni
vzorkl. AvSak v téchto procesech miize dojit ke zménam morfologie a struktury biofilmu, coz
pfedstavuje jednu z nevyhod této techniky. Transmisni elektronovd mikroskopie je casto
vyuzivana k vizualizaci architektury biofilmu. Na rozdil od rastrovaci elektronové mikroskopie
ma vyhodu v tom, ze mikrobialni agregaty jsou oSetieny pryskyfici. Toto oSetieni zvysSuje
stabilitu extracelularni polymerni matrice biofilmu. Laserova konfokdlni rastrovaci
mikroskopie poskytuje kompletni 3D vizualizaci architektury biofilmu a umoziiuje identifikaci
makromolekul (polysacharidy, proteiny, nukleové kyseliny a lipidy), a to pomoci
fluorescencnich barviv. Tato barviva zvyraznuji rtizné slozky biofilmu vcetné extracelularni
matrice (Silva et al., 2021). Na Obrazku 3 je zobrazena mikroskopicka vizualizace touto

zobrazovaci technikou.

Obrazek 3: Biofilm lateralni strany nosni skofepy vizualizovany konfokalni skenovaci laserovou
mikroskopii (epitelialni buitky — Gervené; bakterie — zelené) (upraveno dle Vestby et al., 2020)

Pti detekcei biofilmu in situ l1ze pouzit multifotonovou laserovou skenovaci mikroskopii. Jedna
se o pokroc¢ilou mikroskopickou techniku umoziujici analyzu biofilmu v misté vzniku, napft.
na katetrech a lékafskych implantatech. Zaroven pii této technice nedochazi k deformaci
mikrobidlni struktury. Tato metodika zajiStuje pofizovani snimkii autofluorescencnich
materialli a umoziuje tak ziskat snimky struktury biofilmu ve vysokém rozliSeni bez piedchozi
upravy vzorku (Silva et al., 2021). Zobrazovaci techniky nuklearni mediciny vyzaduji
vystaveni pacienta ionizujicimu zafeni. Tyto nedostatky omezuji pouziti téchto zobrazovacich

technik v klinické praxi (Liu et al., 2024).
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1.3.3. Kolorimetrické testy

Kolometrické testy se ¢asto pouzivaji pii studiich zamétenych na vyvoj 1éCiv proti infekcim
vyvolanym tvorbou bakteridlniho biofilmu a pro kvantifikaci specifickych struktur biofilmd.
Prestoze tyto metody vyzaduji znacné mnozstvi Casu a Skoleni persondlu, jsou klicovymi
nastroji pro identifikaci tvorby biofilmu a lepsi pochopeni citlivosti biofilml na antimikrobialni
slouceniny. Diky kolorimetrickym testim Ize izolaty klasifikovat jako mikroorganismy
neprodukujici biofilm a dale slabé, stiedni nebo silné producenty biofilmu. Klasifikace je vSak
zna¢éné subjektivni a mize se liSit v zavislosti na interpretaci pracovnika (Silva et al., 2021).
Specidlnim barvenim se barvi napt. extracelularni polysacharidy biofilmt. Vyuzivaji se barviva
jako konzska cervenn nebo uhli¢itan zirkoni¢ity. Dale lze vyuzit techniky barveni
hematoxylinem-eosinem, fluoresceinem isothiokyanatem, ¢i barveni kyselinou jodistou nebo

dusi¢nanem stiibrnym (Liu et al., 2024).

Freeman et al. popsali alternativni ptistup k detekci tvorby biofilmovych struktur vyzadujici
pouziti pevného BHI (Brain Heart Infusion) média s pfidavkem 5 % sacharézy a konzské
¢erveni. NaoCkované bakterie jsou inkubovany aerobné po dobu 24 az 48 hodin pii 37 °C.
Cerna barva kolonii indikuje silnou produkci exopolysacharidil. U téchto bakterii je velice
pravdépodobné, Ze jsou schopny utvaret biofilm. Naopak cervenou barvu maji bakteridlni
kolonie neprodukujici exopolysacharidy. Jedna se tedy o bakterie neschopné tvofit biofilmovou

strukturu (Ansari et al., 2014). Tento kolometricky test je zobrazen na Obrazku 4.

Obrazek 4: Kolonie Staphylococcus epidermidis na BHI agaru doplnéném o konZskou &erven (A — blokovana
syntéza exopolysacharidti (negativni kontrola), B — negativni klinicky vzorek; C — produkce exopolysacharida
(pozitivni kontrola); D — pozitivni klinicky vzorek (Skiba-Kurek et al., 2021)
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Néktera barviva (krystalova violet) vSak nebarvi bakterie adekvatné (Liu et al., 2024).
Nevyhoda pii pouziti tohoto barviva spociva ve zbarveni celé struktury biofilmu bez dostate¢né
specificnosti. Tato technika je proto pouzivana zejména pro kvantifikaci celé biomasy a matrice
biofilmu. Barvivo safranin naopak barvi specificky mukopolysacharidy extracelularni matrix,
a to diky vysoké afinit¢ k témto organickym slouc¢enindm. Mukopolysacharidy vznikaji
Vv biofilmu a slouzi jako stavebni bloky extracelularni matrice. AvSak ne vSechny biofilmy
obsahuji polysacharidy jako primarni slozku matrice. Kazdy mikroorganismus ma také svij
specificky typ extracelularni matrice liSici se lokalizaci v bunce, chemickym slozenim,
charakterem a funkci. Diky témto faktorim neni tak vzdy safranin vhodny pro diagnostiku
ptitomnosti biofilmi (Silva et al., 2021).

1.4. Vyznam tvorby biofilmi v klinické praxi
1.4.1. Antibioticka rezistence

Dilezitym rysem bakterialnich biofilmti je jejich perzistentni charakter a necitlivost
vuci imunitnimu systému i antimikrobidlnim latkdm (Tikhomirova a Kidd, 2013). Pokud jsou
bakterie v neptiznivych podminkach (hypoxie, nutri¢ni nedostatek, nizka teplota nebo expozice
l1é¢iviim), mohou pifechazet do zivotaschopného, ale nekultivovatelného stavu. V tomto stavu
mohou pusobit lokalni $kody na tkanich a pozdé&ji vyvolat akutni infekci (Liu et al., 2024;
Vestby et al., 2020). Na anaerobni podminky a napt. nedostatek Zivin se bakterie v biofilmové
struktufe adaptuji zménou metabolismu, genovou expresi a produkci proteint. Tyto adaptivni
vlastnosti také podporuji bakterialni odolnost viic¢i terapii antibiotiky (Vestby et al., 2020).
Obecné jsou bakterie ve formé& biofilmu tolerantn&j$i k antibiotikiim oproti planktonnim
bunikdm. Tato odolnost je zplisobena zménou exprese membranovych transportnich proteint,
pievedenim bunék do klidového stavu nebo mechanismem effluxni pumpy (Banerjee et al.,
2020).

Effluxni pumpy jsou transportni proteiny v periplazmatickém prostoru bakterialnich bun¢k
podilejici se na vypuzovani latek z intracelularniho prostoru do okolniho prostedi (Banerjee et
al., 2020; Sharma et al., 2019). Pfitomnost effluxnich pump hraje dulezitou roli
Vv multirezistenci vici 1é¢ivim (Banerjee et al., 2020). Effluxni pumpy jsou z energetického
hlediska rozdéleny na dvé kategorie. Primarni effluxni pumpy vyuZivaji energii z aktivni
hydrolyzy ATP a pumpy sekundarni vyuzivaji chemické gradienty vytvofené protony
nebo ionty jako je napt. sodik (Sharma et al., 2019).
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Zmény v expresi membranovych proteint jsou dalsim mechanismem vedoucim k odolnosti
bakterialnich bun€k v biofilmu vuci antibiotikim (Banerjee et al., 2020). Tyto membranové
proteiny tvoii duté struktury zvané beta-barely s hydrofobnim povrchem. Struktury beta-barel
vytvareji transmembranové pory umoznujici pasivni tok hydrofilnich latek. Soucasné tyto
struktury slouzi jako funk¢ni bariéra pied nepoldrnimi rozpuSténymi latkami. Bakterie mohou
tyto proteiny modifikovat a inhibovat tak influx latek membranovymi kanaly. Vyzkumy
naznacuji, ze malé polarni molekuly s hmotnosti ptiblizné do 600 Da maji vysokou tuc¢innost
proti Gram-negativnim bakteriim a poriny ptedstavuji jejich primarni vstupni cestu (Ghai,
2023). V bakterialnich biofilmech jsou pozorovany rizné urovné exprese genti kodujicich tyto
bakterialni poriny, coz ovliviiuje miru rezistence vici antibiotikim (Banerjee et al., 2020).
Nizka permeabilita antibiotik pfes vnéjsi membranu vyzaduje jejich vysoké davky, coz muze

vést ke vzniku toxickych vedlejsich G¢inkt (Ghai, 2023).

Fenotypova diverzita bakterii v biofilmu je také zodpovédna za rezistenci vuci
antibiotikiim. Biofilmy maji zvlaStni schopnost vyvijet bakteridlni subpopulace pfevedené
do klidového stavu znamého jako small colony variants. Small colony variants maji rovnéz
defektni kataldzovou aktivitu, coz narusuje jejich oxidativni metabolismus. Dale tyto klidové
struktury zptisobuji n¢které morfologické zmény vedouci ke zvysené adherenci, autoagregaci,
hydrofobicité a nizké trovni motility dalsiho kmene (Banerjee et al., 2020). Pomalu rostouci
subpopulace bakterii v Cisté kultufe byly popsdny jiz od roku 1913. Zpocatku byly tyto
subpopulace povazovany za morfologické varianty s vedlejsi illohou u infek¢nich nemoci kviili
jejich snizené patogenité a omezené produkci faktorii virulence. Existovalo také presvédcent,
ze tyto formy mohou ptedstavovat béznou soucést zivotniho cyklu mikrobi. Po prvotni
fenotypové charakterizaci nebyl patogenni potencial small colony variants po mnoho desetileti
rozpoznan a jejich pfitomnost v mikrobidlni komunité byla vnimana spiSe jako laboratorni
stresem nebo fenotypovymi zménami bakterii v biofilmové struktute. Tyto zmény zahrnovaly
atypickou morfologii kolonii, sniZzenou rychlost riistu, nedostate¢nou pigmentaci, snizenou
hemolytickou aktivitu, koaguldzovou aktivitu a snizené vyuZiti sacharidd, nizky virulenéni
potencial a zvySenou rezistenci vaci antibiotikim. Rychlost rastu small colony variants je
ptiblizné¢ devétkrat nizs§i oproti rychlosti rstu plivodnich (progenitorovych) organismil.
Dnes jsou tyto subpopulace 1épe definovany jako pfirozené se vyskytujici, pomalu rostouci
ruznorodé subpopulace bakterialnich morfotypti. Subpopulace ptevedené do klidového stavu

jsou obtizné¢ detekovatelné pomoci béznych diagnostickych testi. Klini¢ti mikrobiologové
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spoléhaji na standardni rlstové vlastnosti mikrobll a Casto tak tyto subpopulace piehlizeji.
Tato problematika miize mit zdvazné nasledky, jelikoz pfed¢asné ukonceni antimikrobidlni
terapie muze umoznit small colony variants piezit a vyvolat recidivujici nebo chronické infekce
(Johns et al., 2015). Klasickymi piiklady vyuZivajici tento mechanismu jsou Pseudomonas

spp., Staphylococcus spp. a nékteré druhy Enterobacteriaceae (Banerjee et al., 2020).

Antibioticka rezistenci bakterii muze byt zplisobena také -elektrostatickym nabojem
extracelularni polymerni substance pfitahujici opacné nabitad antibiotika a inaktivaci antibiotik

enzymy vylu¢ovanymi bakteriemi (Srinivasan et al., 2021).
1.4.2. Nedostate¢na imunitni odpovéd’ hostitele

Pokud je hostitel infikovdn patogeny ve formé biofilmu, mlze dojit k soucasné aktivaci
vrozenych i ziskanych imunitnich reakci. Piestoze jsou aktivovany obé slozky imunitni
odpovédi, ani jedna efektivné neeliminuje infekci. Naopak dochdzi k synergickému
poskozovani tkani (Banerjee et al., 2020). V dusledku toho jsou onemocnéni souvisejici
s biofilmem typicky perzistujicimi infekcemi (Vestby et al., 2020). Nekteré reakce pozorované
v ramci vrozené (piirozené) imunitni odpovédi zahrnuji zanét dychacich cest, akumulaci,
penetraci, fagocytdzu a likvidaci bakteridlniho biofilmu. Jako odpovéd’ imunitniho systému se
v dychacich cestach hostitele hromadi aktivované neutrofily. V dusledku aktivniho respira¢niho
vzplanuti spojeného s intenzivni akumulaci téchto neutrofilii v té€sné blizkosti biofilmu dochézi
k prudkému poklesu kysliku. Dochazi tak k redukci molekularniho kyslik na toxicky superoxid
poskozujici tkané. Infekce zpuisobené tvorbou biofilmu odolévaji vSem typtiim uvolnénych
protilatek, latkam pfitahujicim buiiky imunitniho systému hostitele 1 aktivovanym
a opsonizovanym fagocytim. Hostitelské buiiky uvoliiuji kromé urcitych patogennich faktora
virulence také faktory zahrnujici protedzy a dalSi exoenzymy, coz vede k degradaci dilezitych
povrchovych molekul imunitnich bunék. Postupné se tak narusuje antibiofilmovéa ucinnost
imunitniho systému hostitele. Tato reakce miiZze zplisobit poskozeni tkané v diisledku produkce

mnozstvi neutralizujicich protilatek proti faktorim virulence bakterii (Banerjee et al., 2020).
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1.4.3. Vybrana onemocnéni spojena s tvorbou biofilmu

Infekce v souvislosti s implantaty ptedstavuji jeden z problémi v klinické praxi. Lékaiské
implantaty ptispély v mediciné k zasadnimu pokroku, avSak soucasné ptinesly zvysené riziko
infekci zptisobenych umisténim cizich téles do lidského téla (Maillard a Centeleghe, 2023).
Tato uméla zatizeni ¢astecné nebo zcela vlozena do lidského téla jsou urcena k diagnostickym,
terapeutickym ¢i rehabilitacnim aceliim. Lékaiské implantaty zahrnuji implantaty prsni, zubni,
kardiovaskularni (napf. protetick¢é srdecni chlopn¢€), intravaskuldrni gastrointestinalni,
urologické. Nitrodélozni téliska i ortopedicka zatizeni (napt. protetickd kolena a kycle) mohou
také predstavovat tento problém. Pokud jsou tyto implantity kontaminované, mohou se
najejich povrchu vytvafet mikrobialni biofilmy (Weber et al., 2023). Po dosazeni zralosti
biofilmové struktury na infikovaném implantatu v téle se bakterie zaénou rozptylovat, n¢které
vstoupi do krevniho feciste a zpisobi tak vaznou infekci (Maillard a Centeleghe, 2023). Tvorba
téchto biofilma taktéz vede ke snizené citlivosti organismu hostitele na antibiotickou terapii
a ke zvysené odolnosti vuci biocidnim latkam (Weber et al., 2023). Biofilmy tak hraji dtlezitou
roli v rozvoji infekci spojenych se zavedenim katetrti a s chirurgickymi zakroky (Maillard
a Centeleghe, 2023).

Infekce ran maji také vyznamnou souvislost stvorbou biofilmi. Jedna se ptredevsim
0 odfeniny, popaleniny nebo fezné rany. Diive se predpokladalo, Ze infekce ran jsou zptsobeny
planktonnimi bakteriemi. AvSak neddvné studie naznacuji, Ze chronické infekce ran jsou
ve skuteCnosti zpuisobeny bakteriemi rostoucimi v biofilmech. Hodnoceni infekci ran
zpusobenych tvorbou biofilmu ¢asto zahrnuji makroskopické metody, jako je napf. leskly nebo
matny vzhled rany. Nicméné tyto makroskopické znaky jsou velice subjektivni, coz ptedstavuje
vyrazné omezeni (Vestby et al., 2020). Biofilmy pokryvaji povrchy téchto ran, ale vyskytuji se
vztahu ke kysliku (Liu et al., 2024). Napt. aerobni bakterie jako Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis a Pseudomonas aeruginosa se Casto vyskytuji na povrchu
chronickych ran (Vestby et al., 2020). Anaerobni bakteric jako jsou Bacteroides spp.,
Fusobacterium spp., Peptostreptococcus spp. a Clostridium spp. se vyskytuji naopak
ve vyrazn¢ hlubsi vrstvé oproti bakteriim aerobnim (Liuet al.,, 2024; Vestby et al.,
2020). Tato charakteristika hluboké kolonizace ran muze byt dulezitym faktorem vedoucim
K perzistentnimu zanétlivému procesu v ran€. Biofilm na povrchu rany lze snadno odstranit

metodami mechanického odstranéni poskozené tkané. Avsak po tomto zdkroku zlstavuji v rané
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ne zcela eradikované planktonni butiky. Tyto bakterie jsou schopné rychle obnovit svou ¢innost

a produkovat biofilm se zvySenou odolnosti vii¢i antimikrobialnim latkam (Liu et al., 2024).

Cysticka fibréza je autozomdalné recesivni geneticka porucha zodpovédna za naruseni
normalni funkce plic. Toto onemocnéni postihuje proteiny transmembranovych regulatorti, coz
vede k defektni sekreci hlenu v respiracnim epitelu. Nasledkem defektni sekrece hlenu vznikaji
potize s dychanim (Banerjee et al., 2020). Bakterie Staphylococcus aureus a Haemophilus
influenzae kolonizuji dychaci cesty pfedev§im mladych osob. Pfi nadmérné produkci
viskézniho hlenu dochéazi k poklesu dostupnosti kysliku, coz vytvaii vhodné anaerobni
podminky pro bakterie Pseudomonas aeruginosa (Mirzaei et al., 2020; Vestby et al., 2020).
V reakci na ptitomnost biofilmt je do plic infiltrovano velké mnoZzstvi polymorfonuklearnich
leukocytl zpusobujicich chronicky zénét s naslednym poskozenim tkang, ztratou funkce plic

a obstrukci dychacich cest (Vestby et al., 2020).

Infekéni endokarditida je obtizné 1é¢itelné onemocnéni, za které jsou nejcastéji zodpovedné
stafylokoky, streptokoky a enterokoky (Mirzaei et al., 2020; Vestby et al., 2020).
Charakteristickym nalezem u infek¢ni endokarditidy jsou biofilmové bakterie zabudované
do extracelularniho matrice slozené z fibrinu a krevnich desti¢ek (Di Domenico et al., 2022).
Toto onemocnéni probiha ve tiech fazich. Zac¢ina prosakovanim srde¢nich chlopni bakterialni
vegetaci, coz narusuje jejich béznou funkci. Tento stav vyvolava infekci krevniho obchu
vedouci k opakovanym horeckam, chronickym systémovym zénétim a dal$im véaznym
komplikacim. V né€kterych piipadech se biofilmova struktura rozpadne a planktonni bakterie se
transportuji ob&hovym systémem do jinych ¢asti t€la (napf. mozek a ledviny). Tento proces se
oznacuje jako embolizace (Banerjee et al., 2020). Perzistentni buiiky v hlubsich vrstvach
biofilmové struktury piezivaji navzdory terapii antibiotiky, a proto je zpravidla nutna

chirurgicka 1é¢ba (Di Domenico et al., 2022).

Zubni kaz je piikladem onemocnéni zpisobeného dysbidozou dentalniho mikrobiomu.
Mikrobiom dutiny tGstni se je komplexni sbirka mikroorganismu poskytujicich svému hostiteli
zasadni vyhody. AvSak tuto symbidzu mohou naruSit zmény v oralnim prostfedi vedouci
ke zménam slozeni dentalniho biofilmu. Pivodni slozky biofilmu se mohou stat schopnéjsimi
a dokonce pocetnéjsimi, coz ve vétsing pripadi vede ke vzniku onemocnéni (Head et al., 2023).
Streptococcus mutans byl oznacen jako hlavni patogen spojeny se vznikem zubniho kazu. Tento
mikrob produkuje glukosyltransferazy Sté€pici sachardzu z potravy a pfeménuje ji na glukanové

polymery, coz ptispiva k vytvoreni matricové struktury biofilmu. Vytvofené extracelularni
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polymery touto bakterii podporuji rist biofilmu, rezistenci vic¢i antimikrobidlnim latkam
arozvoj onemocnéni. Zarovenl dochazi ke snizeni pH a ndslednému naruseni fyziologické
a chemické rovnovahy mezi koncentraci zubniho mineralu a iontd v biofilmu. Z klinického

hlediska tak dochazi ke ztraté zubni tkané ¢i vzniku kavitaci (dutin) (Bertolini et al., 2022).

Infekce mocovych cest vzhledem k blizkosti rekta, pochvy a mocové trubice postihuji
prevazné zeny (Mirzaei et al., 2020; Vestby et al., 2020). Nejcastéjsimi bakteriemi zpusobujici
infekci mocovych cest jsou uropatogenni Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Klebsiella
spp., Proteus spp. a Staphylococcus saprophyticus. U katetrizovanych pacientl jsou ¢astymi
puvodci infekce Serratia spp., Citrobacter spp., Pseudomonas spp., Enterobacter spp.
a Candida spp. (Mirzaei et al., 2020). Z davodu absence estrogenu zasadniho pro podporu
Kyselost vaginalni tekutiny je kliCova pro rust Lactobacilti (vyznamnych slozek obrannych
mechanismu lidského téla) (Mirzaei et al., 2020). Bakterie pronikaji do mo¢ovych cest a mohou
se mnozit v mocové trubici, mocovém méchyii, mo¢ovodech a ledvindch. Pfiznaky se 1i$i podle
lokalizace infekce, ale obvykle zahrnuji ¢asté nutkdni k moceni, paleni pii moceni, bolest
Vv dolni ¢asti biicha a mohou se objevit i systémové piiznaky a sepse (Vestby et al., 2020).
Akutni infekce mocovych cest zplsobend bakteridlnimi patogeny miize vést k recidiveé
v disledku reinfekce stejnym nebo jinym bakterialnim kmenem (Mirzaei et al., 2020). Ptic¢iny
chronickych ¢i opakujicich se infekci nejsou zcela jasné, ale byla zvazovana opakovana
kolonizace bakteriemi z oblasti rekta, perinea nebo z vaginalniho prostfedi. Mikroskopické
metody v kombinaci s fluorescen¢né znacenymi bakteriemi a specifickymi metodami barveni
pro fimbrie a polysacharidy odhaluji velké vyénélky na urotelu. Tyto vyénélky se skladaji
z bakterialnich populaci obklopenych matrici polysacharidi a fimbridlnich proteint.
Uropatogenni Escherichia coli podstupuje cykly invaze epitelialnich bunék, po nichz nasleduje
proliferace intracelularnich bakterialnich komunita a disperze bunék do lumen mocového
meéchyte. Tato disperze umoznuje bakteridlni kolonizaci sousednich buné€k a néasledné dochazi

k perzistenci infekce mocovych cest (Vestby et al., 2020).
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2. OTITIS MEDIA

Zanét stfedniho ucha neboli otitis media patii mezi celosvétoveé nejcastéjsi onemocnéni
postihujici sttedousni dutinu a usni kistky zejména u malych déti. Toto onemocnéni mize byt
bakterialniho nebo virového ptivodu. BéZné se vyskytujici bakterie na povrchu nosohltanu
nezpusobuji poskozeni zdravi az do doby iniciace zanétlivych procest prostfednictvim virti
a nasledného ptresunu bakterii do stfedniho ucha. Mezi tyto viry patii respiracni syncytialni
viry, rhinoviry, adenoviry, koronaviry, bokaviry, viry chfipky a parachfipky, enteroviry nebo

humanni metapneumoviry (Schilder et al., 2016).

Zangt stifedniho ucha se muze projevit v akutni nebo chronické formé. Dalsi formy
toho onemocnéni se mohou projevovat tvorbou vypotku, hnisanim v usni dutiné nebo tvorbou
patologické struktury (cholesteatomu). Zanét stfedniho ucha mulze spontdnné odeznit
bez komplikaci nebo muze byt naopak spojen se ztratou sluchu a celozivotnimi nasledky
(Schilder et al., 2016). Zanétlivé mediatory u otitis media se podileji na invazi imunitnich buné¢k
(neutrofily, monocyty a lymfocyty) a také na interakci s lokalnimi bunikami (Keratinocyty
a astocyty). Tyto interakce epitelialnich a imunitnich bunék mohou zptsobit rizné komplikace
poskozujici spankovou kost (Jung et al., 2021). K chronické a recidivujici povaze tohoto
onemocnéni ve sttednim uchu pfispiva tvorba bakterialnich biofilmu. Tyto komplexni struktury
jsou extrémné odolné vii¢i obrannym mechanismtm hostitele a vykazuji rezistenci vici bézné
antimikrobialni terapii (Novotny et al., 2019). Terapie otitis media zahrnuje farmakologické

a chirurgické postupy (Jamal et al., 2022).
2.1. Anatomie a histologie sluchového aparatu

Sluchovy aparat Ize rozdélit na tii hlavni ¢asti, a to vn&j$i, stfedni a vnitini ucho. Vnégjsi ucho
se sklad4 z usniho boltce a zvukovodu. Vnéjsi a sttedni ucho oddé€luje usni bubinek (tympanicka
membrana) (Schilder et al., 2016). Pravé tato membrana je v lidském téle jedinou membranou
obklopenou vzduchem z obou stran. Tympanickda membréana se sklada ze tfi odliSnych vrstev,
a sice vrstevnatého dlazdicového epitelu, vlaknité vrstvy lamina propria a bazalni slizni¢ni
vrstvy. Lamina propria poskytuje membrané stabilitu diky extrémné pevnym kolagenovym
vladkniim, jeZ probihaji ttemi sméry (radialné, koncentricky a tecn¢). Bazalni sliznicni vrstva je

propojena s epitelem stfedniho ucha (Isaacson, 2018; Luers a Hiittenbrink, 2016).
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Stredni ucho se sklada z bubinkové dutiny a usnich kistek (malleus, incus a stapes) ptipojenych
K tympanické membrang. Vestibularni systém spojuje stiedni ucho s vnitinim uchem, v némz
jsou pritomny polokruhové kanalky a kochlea (Schilder et al., 2016). Kochlea zodpovida
za vjemy zvuku, zatimco polokruhové kanalky zodpovidaji za vnimani rovnovahy (Ekdale,

2016). UlozZeni téchto struktur ve sluchovém aparatu je zobrazeno na Obrazku 5.

Usni boltec Vestibulamni systém

Kochlea

A\

Bubinkova ' }
dutina 9
Usni bubinek

Zvukovod Eustachova trubice

Obrazek 5: Anatomie sluchového aparatu (upraveno dle Schilder et al., 2016)

Kochleu tvoti tfi fady wvnéjSich vlaskovych bunék a jedna tfada wvnitinich vlaskovych
bunék. Funkci vnéjsich vlaskovych bunék je zesilovani a ladéni zvukovych vin, zatimco vnitini
vlaskové bunky se podileji na pfeméné mechanické energie zvuku na elektricky impuls
prenaseny do sluchového nervu. Vngjsi vlaskové buiiky, a to zejména bunky v bazalni Casti
kochlearniho organu odpovidaji za vysokofrekven¢ni sluch a vykazuji nejvétsi citlivost
K toxickym tcinktim ¢i ototoxickym latkam. Jakékoliv posSkozeni obou typi vlaskovych bunék
muze zpusobit vazné poskozeni sluchu s nevratnymi a trvalymi nasledky (Mittal et al., 2015;
Mohd Salehuddin et al., 2021).

Kostény a membranodzni labyrint jsou dal§imi souc¢astmi vnitiniho ucha. Membrandzni labyrint
obklopeny tekutinou zvanou perilymfa je zavéSen v labyrintu kosténém. Perilymfa je bohata
na sodné ionty, ale chuda na ionty draselné a podoba se tak extracelularni tekutin€. Kochlea
a vestibularni aparat jsou naopak vyplnéné tekutinou zvanou endolymfa. Tato tekutina je

naopak bohatd na ionty draselné, ale chudd na ionty sodné a podoba se tak tekutiné
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intracelularni. Endolymfa vznika ve specializovanych buiikach ve vysoce prokrveném epitelu
podél lateradlni stény kochledrniho vyvodu. Tento epitel zodpovida za iontové slozeni
endolymfy a jeji specificky elektricky potencidl. Endolymfa je absorbovéana do subduralniho
prostoru kolem mozecku endolymfatickym vakem zaujimajicim prostor od vestibularniho
aparatu po kochleu. Sluchové receptory v kochlearnim systému a pohybové receptory
ve vestibularnim systému jsou aktivovany vibracemi vytvorenymi usnimi kiistkami a pohyby
hlavy. Endolymfa miize mezi kochlearnim a vestibularnim systémem proudit a ovliviiovat tak

vnimani sluchu i rovnovahy (Ekdale, 2016).

Eustachova trubice (ET) spojuje dutinu stfedniho ucha s nosohltanem. Eustachova trubice je
nezbytna pro odvod sekretli z prostoru stiedniho ucha ataké pro vyrovnavani tlaku mezi
vnitinim uchem a vn&j§im okolim (Schilder et al., 2016). Epitel ET piedstavuje jednu
Z obrannych strategii stfedniho ucha zabranujici otopatogentim a respiraénim virdm proniknout
z nosohltanu. Eustachova trubice se sklada prevazné z epitelu vicetadého cylindrického
s fasinkami. Tento epitel produkuje antimikrobialni latky jako je napft. lysozym. Pro udrzeni
vihkosti slizni¢nich epitelidlnich bunék a zachycovani cizich ¢astic a patogent je nezbytny
zaporng nabity mucin. Zaporny naboj mucinu zpusobuje pritomnost kyselych skupin (zejména
sialovych kyselin), které jsou ¢asti mucinovych molekul. Pfitomné fasinky na epitelu pohybuji
zachycené patogeny v hlenu smérem k Ustlim a poté jsou vylouceny z povrchu epitelu kaslem

nebo polykanim (Brooks a Mias, 2018).

U kojenct a malych déti do jednoho roku neni ET plné vyvinuta, je anatomicky kratsi, $irsi
a vice horizontalni oproti ET dospélych (Kuo et al., 2015; Schilder et al., 2016). Tento faktor
usnadiiuje presun otopatogenti do stfedniho ucha a zvySuje tak riziko vzniku otitis media
(Schilder et al., 2016). Submukozni Zlazy kojenci jsou nezralé a povrchové sekre¢ni bunky
epitelidlni vrstvy maji zatim nizky pocet fasinkovych bunék. Z tohoto divodu je proces

samo¢isténi stiedni ¢asti ucha zkomplikovan (Brooks a Mias, 2018).
2.2. Pri€iny vzniku otitis media

Rizné faktory vzniku otitis media spolu uzce souvisi a mohou se navzajem piekryvat (Schilder
et al., 2016). Jedna z hlavnich predispozic vzniku bakterialnich infekci stfedniho ucha jsou
infekce virové. Pritomnost virové infekce je rozpoznana vrozenym imunitnim systémem
pomoci toll-like receptorti na povrchu bun€k imunitniho systému. Toll-like receptory slouzi
k rozpoznani specifickych molekul na povrchu bunék, jako napt. lipopolysacharidi

specifickych pro Gram-negativni bakterie. Po detekci patogent nasleduje aktivace receptoru
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vyvolavajiciho signalni drahu prostfednictvim myeloidniho diferenciaéniho faktoru-88.
Tento faktor je klicovym aktérem v signalni draze pfenasejici signal pro aktivaci transkripéniho
faktoru zvaného nuklearni faktor-kappa B. Dale dochazi ke zméné nosohltanové sliznice,
a to prostednictvim modifikaci imunitni funkce hostitele, navozenim cytokinové aktivity,
produkci zanétlivych mediatorti (tumor nekrotizujici faktor, interleukiny a fagocyty) nebo
zvySovanim poctu povrchovych antigeni hostitelskych bunék. Antigeny na povrchu
bunék piedstavuji mista pro vazbu bakterii a podporuji bakteridlni kolonizaci a adhezi.
Souc¢asn¢ dochazi ke zmén¢ anatomické stavby Eustachovy trubice (Abdel-Razek et al., 2022;
Mittal et al., 2018). Anatomicky prostor stiedniho ucha se Vv disledku ptitomnosti otoku
vzniklého pfi zanétlivém procesu zmensi. Uzavienim nejuzsi ¢asti Eustachovy trubice dojde
ke snizeni tlaku ve stiedousni dutin€¢. V reakci na vznikly podtlak a naslednou snizenou
absorpci kysliku stfedousnim epitelem se za¢ne tympanicka membrana stahovat. Periodicky
nebo trvale vysoky podtlak tak piedstavuje riziko dysfunkce Eustachovy trubice. Pokud neni
véas zajiSténa ucinna ventilace z divodu pietrvavajici obstrukce Eustachovy trubice, dojde
Kk transudaci a nahromadéni stifedousniho vypotku. Tento Klinicky stav umoziuje kolonizaci
bakteriim, ale i dal§im organismiim a dochazi k rozvoji dalsich zanétlivych procesi. V dutiné
sttedniho ucha muze dojit i k otevienému hnisavému procesu (Fireman 1997; Prakash et al.,
2023). Vzniklou zanétlivou reakci dochazi k masivnéjsi produkci visk6znéjsiho typu mucinu.
Viskoznéjsi typ mucinu potlacuje bézny samodistici mechanismus stiedniho ucha a dojde tak
k akumulaci jiz hustého mucinu bohatého na vypotek. Piivodci onemocnéni maji schopnost
snizovat negativni naboj zaporné nabitého mucinu diky enzymim neuraminidazam
odstraniujicim pfitomnou kyselinu. Patogenni bakterie unikaji likvidaci antimikrobialnimi
proteiny (kladné nabitymi) diky obsahu D-alaninu v teichoovych kyselinach bunécné stény.
U starsich osob podporuje Sifeni bakterii pomalejsi pohyb fasinek na epitelu a snizeni frekvence

produkce mucinu v dusledku starnuti organismu (Brooks a Mias, 2018).
2.3. Piuvodci otitis media

Mezi nejcastéji izolované bakteridlni patogeny u zanétu stfedniho ucha fadime Streptococcus
pneumoniae, netypovatelné kmeny Haemophilus influenzae (NTHi) a Moraxella catarrhalis.
Avsak chronicky hnisavy zanét stiedniho ucha mohou zpusobit i Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes a Pseudomonas aeruginosa. S chronickou hnisavou formou jsou
kromé téchto aerobnich mikrobl spojovany i houby a anaerobni bakterie. Konkrétné se jedna

0 anaerobni Gram-pozitivni koky (napf. Peptococcus spp. a Prevotella melaninogenica)
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a Gram-negativni ty¢inky (napt. Clostridium spp., Fusobacterium spp. a Bacterioides spp.).
Prestoze tyto organismy izolujeme z klinickych vzorkl pacientl, mohou byt i pfirozenou
soucasti mikroflory ucha (Mittal et al., 2018).

2.3.1. Streptococcus pneumoniae

Bakterie Streptococcus pneumoniae jsou Gram-pozitivni mikroorganismy kolonizujici sliznici
nosohltanu a hornich cest dychacich. Jedna se o mal¢ bakterie o velikosti pfiblizn¢ 1 um s mirné
protahlym kokoidnim tvarem. Pneumokoky se vétSinou vyskytuji v zapouzdienych
nepohyblivych péarech. Tyto bakterie zpisobuji 30 az 50 % (cca 300 miliont ptipadii ro¢n¢)
vSech celosvétoveé hlasenych piipadt otitis media acuta. Jedna se o hlavni patogeny
recidivujicich infekci otitis media, ale také postinfekénich komplikaci souvisejicich napf. se
zavedenim ventilacni trubice. Mezi dalsi zdvaznd onemocnéni zplisobend témito patogeny patii
sinusitida, pneumonie, septikémie a meningitida (Bergenfelz a Hakansson, 2017; Leonard
a Lalk, 2018). Perzistence téchto bakterii U ruznych hostitel zavisi na mnoha faktorech.
Mezi tyto faktory patii napf. exprese specifickych faktorti virulence, systémy piijmu
rozpoznavajici ziviny a bakteridlni vSestrannost pfizplisobit se riznym fyziologickym

podminkam (Leonard a Lalk, 2018).

Pneumokoky jsou katalaza negativni, fakultativné anaerobni bakterie. Tyto bakterie jsou bézné
kultivovany pii 35 az 37 °C v atmosféte s5 % CO; na médiich s pfidavkem berani krve
a mohou byt kultivovany i na Cokoladovém agaru (Mahato et al., 2019). Streptococcus
pneumoniae na téchto kultivaénich médich rostou v typickych kolonii s knoflikovym nebo
mukoidnim vzhledem (Sadowy a Hryniewicz, 2020). Na krevnich agarovych plotnach jejich
kolonie vytvaii charakteristickou zonu alfa-hemolyzy (Obrazek 6) (Leonard a Lalk, 2018).

Obrazek 6: Kolonie Streptococcus pneumoniae na krevnim agaru (A — alfa-hemolyza; B — optochinovy test)
(upraveno dle Mahato et al., 2019)
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Klasicka mikrobiologicka identifikace Streptococcus pneumoniae zahrnuje testy na citlivost
téchto mikroorganismi na optochin nebo na rozpustnost kolonii téchto patogenti
vV deoxycholatu sodném. Testovani citlivosti na optochin slouzi k odliSeni Streptococcus
pneumoniae od ostatnich alfa-hemolytickych streptokokti. K detekci pneumokoki
molekularnimi metodami je zdsadni spravny vybér vhodného cilového genu. Vyuzivaji se napft.
gen ply koédujici pneumolysin a lokus cps polysacharidového pouzdra. Sérotypizace typu
pouzdra patii mezi dulezité kroky potvrzujici identifikaci a charakterizaci kmene pneumokokt

(Sadowy a Hryniewicz, 2020).

Hlavnim faktorem virulence Streptococcus pneumoniae je polysacharidové pouzdro o Siice
az 400 nm. Toto pouzdro tvoii nejvétsi ¢ast objemu bun¢k pneumokoku a ve vétsing piipadi je
kovalentné pfipojené k zevnimu povrchu peptidoglykanu bunééné stény bakterii. Pneumokoky
inhibuji pomoci polysacharidového pouzdra klasickou i alternativni cestu komplementu
zamezenim vazby imunoglobulinli, komplementdrnich slozek a C-reaktivniho proteinu

na hlubsi bakterialni povrchové struktury (Paton a Trappetti, 2019).

Pneumokokova pouzdra brani funkci tool-like receptorti nezbytnych pro funkci ochranné
imunity hostitele (De Vos et al., 2015). Polysacharidova pouzdra pneumokoki také snizuji
opsonizaci (zvySeni uclinnosti fagocytdzy) afyzicky naruSuji interakce mezi vazanymi
slozkami komplementu nebo Fc oblastmi imunoglobulinii a pfisluSnymi receptory
na fagocytarnich bunkach (Paton a Trappetti, 2019). Polysacharidova pouzdra tak pomoci
téchto zplsobu zajist'uji ochranu bakterii proti fagocytdze a zabranuji zachyceni Streptococcus
pneumoniae v hlenu dychacich cest. Kromé toho mohou polysacharidova pouzdra pneumokoki
interferovat s vrozenymi imunitnimi reakcemi hostitele maskovanim nékolik ligandt spojenych
s buné&¢nou sténou bakterii. Mezi tyto ligandy patii kyseliny lipoteichoova a lipopeptidy (De
Vos et al., 2015).

Prostup téchto bakterii do Eustachovy trubice je umoznén diky neuraminidazam S$tépicim
kyselinu N-acetylneuraminovou (kyselinu sialovou) z glykoproteind a glykolipidi na povrchu
eukaryotickych bunék. Tyto enzymy maji schopnost stépit také mucin, coz snizuje odolnost
bariéry a umoziiuje bakteriim snadnéjsi ptistup k epitelu. Dochazi také ke zpomaleni cilidrniho
pohybu epitelidlnich fasinek a zhorSeni mechanismu samocisténi ucha. Zanétliva reakce je
iniciovana pneumolyzinem a slozkami buné¢né stény po prostoupeni pneumokoki do stiedniho
ucha. Pneumolysin je silny toxin aktivujici nekroptozu (programovany zpusob nekrozy). Tento

proces zac¢ina vazbou pneumolysinu K cholesterolu na povrchu hostitelskych bunék.
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Po této interakci vznikaji oligomery vytvéieji pory s primérem az 30 nm. Daéle dochézi
k naruseni komplementu a tésnych spojeni, coz silné piispiva ke ztraté sluchu v dusledku
poskozeni kochlearniho aparatu béhem otitis media (Brooks a Mias, 2018; Loughran et al.,
2019).

Bunky Streptococcus pneumoniae vyuzivaji také adhezivni faktory, a to fosforylcholin
a protein vazajici cholin A. Fosforylcholin se vyskytuje na povrchu bunéénych stén téchto
patogent a slouzi jako misto pro vazbu proteind vazajici cholin (Loughran et al., 2019). Cholin
vazajici protein je nekovalentn¢ vazan na fosforylcholin kyseliny teichoové. Diky tomuto
mechanismu jsou pneumokoky schopny kolonizovat dychaci cesty (Rosenow et al., 2004).
Pneumokoky postradajici cholin vazajici protein se nemohou vazat na sliznici nosohltanu a maji
snizenou schopnost kolonizovat dolni cesty dychaci a zpisobovat i jinda onemocnéni jako napf.

zapal plic (Loughran et al., 2019).

Mezi dalsi faktory virulence ovliviiujici schopnost pneumokokt kolonizovat nosohltan patii
sIlgA1 proteazy. Enzymatickym rozstépenim Fc ¢&asti imunoglobulind typu A (IgA)
prevladajicich na povrchu sliznic dochazi k neutralizaci jejich aktivity a blokaci opsonizace.
Zbyvajici fragmenty protilatek na povrchu bunééné stény po proteolyze neutralizuji negativni
naboj polysacharidového pouzdra a zvySuji schopnost adherence (Brooks a Mias, 2018;

Loughran et al., 2019).

Schopnost tvofit bakterialni biofilmy patii také mezi faktory virulence téchto bakterii. Tvorbu
biofilmt vyuzivaji k efektivni kolonizaci a perzistentnimu setrvani v nosohltanu ¢i k unikani
imunitnim reakcim hostitele (Brooks a Mias, 2018). Disperze bakterii z biofilmii mtze byt
iniciovana zménami mikroflory, zanétem nebo virovou infekci. Pneumokoky uvolnéné
do prostiedi se v porovnani s biofilmovymi bakteriemi fenotypicky lisi a projevuji zvySenou

schopnost $ifeni a vyvolani infekce (Loughran et al., 2019).
2.3.2. Haemophilus influenzae

Bakterie Haemophilus influenzae jsou Gram-negativni kokobacily o velikosti pfiblizn¢ 0,3 pm
zahrnujici opouzdiené (typovatelné) a neopouzdiené (netypovatelné) kmeny. Netypovatelné
kmeny nemaji polysacharidové pouzdro a jsou oznacovany jako NTHi (Non-Typeable
Haemophilus influenzae) (Duell et al., 2016). Poprvé byly tyto mikroorganismy identifikovany
Pfeifferem v roce 1892. Tento védec nespravné identifikoval Haemophilus influenzae jako
puvodce chiipky (King, 2012).
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Bunky Haemophilus spp. maji specifické pozadavky na rastové faktory X (hemin) nebo V
(nikotinamid-adenindinukleotid) (Van Eldere et al., 2014). Meziinfekce zpusobené
Haemophilus influenzae patii zanét stiedniho ucha, sinusitida, konjunktivitida, bronchitida
¢i pneumonie (Goniilli et al., 2021). Ve vzorcich z dutiny stfedniho ucha byly tyto bakterie
prokazany v 55 az 95 % pripadd, a to v zavislosti na geografické poloze (Van Eldere et al.,
2014). Tyto otopatogeny se vyznacuji kolonizaci nosohltanu piedevsim zdravych déti.
U novorozenct nebo hostiteld s oslabenou imunitou se vzacné vyskytuji invazivni infekce jako
bakteriémie ¢i meningitida (Gondilli et al., 2021). V posledni dobé hraji tyto bakterie stale vétsi

roli v chronickych zanétech dolnich cest dychacich (King, 2012).

Nejbéznéjsim kultivaénim médiem pouzivanym pro kultivaci Haemophilus influenzae je
¢okoladovy agar doplnény o 5 % krve, zahtaty pro uvolnéni nikotinamid-adenindinukleotidu
aheminu (Obrazek 7). Alternativnim kultivatnim médiem je cokoladovy agar doplnény
bacitracinem. Bacitracin vykazuje inhibicni ucinky vaci streptokokliim, stafylokoktm,
Neisseria spp. a Micrococcus spp. Casto pritomnych v komplexnich polymikrobialnich

oblastech t¢la jako je nosohltan (Harris et al., 2017).

Obrazek 7: Kolonie Haemophilus influenzae na ¢okoladovém agaru (King, 2012)

Sérotypizace netypovatelnych kmentt Haemophilus influenzae je obtizna z diivodu absence
polysacharidového pouzdra. Tento faktor znemoziuje provedeni bézné aglutinace pomoci
specifickych antisér (Romaneli et al., 2019). Odliseni Haemophilus influenzae od NTHi kment

je narocné, protoze specifita metody PCR (polymerazové tetézové reakce) zavisi na vybéru
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cilovych genii. Aglutinacni test je proto vyuzivan pouze k rozliSeni téchto dvou blizkych
bakterii, ale ne k sérotypizaci. Gen proteinu vné&j$i membrany NTHi kmend ozna¢ovany ompP6
je vysoce konzervovana nukleotidova sekvence, a proto je vyuzivana k PCR odliSeni infekci
vyvolanych Haemophilus influenzae od jinych bakterialnich infekci dychacich cest (Fan et al.,
2018). Alternativni metodou detekce nukleovych kyselin je izotermicka amplifikace
zprostiedkovana smyckou. Tato metoda vyuziva jedineény primarni mechanismus poskytujici
specifické sekvence DNA v kratS$im ¢asovém obdobi oproti technice PCR (Takano et al., 2017).
Moderni molekularné-biologické technologie umoziuji precizn€jsi rozliSeni mezi
typovatelnymi a netypovatelnymi kmeny pomoci identifikace genové oblasti oznac¢ené jako
lokus cap. Tato oblast genu odpovida za kodovani polysacharidové kapsidy hemofila. Lokus
cap se sklada ze tii oblasti, pficemz prvni a tieti oblast jsou spolecné pro vSechny typy
polysacharidové kapsidy a obsahuji kli¢ové geny pro tvorbu, zpracovani a transport
kapsularniho materialu na povrch buiky. Druha oblast obsahuje geny specifické pro typy
polysacharidovych kapsid podilejicich se na jejich biosyntéze. Kmeny s neuplnym kapsularnim
lokusem nejsou schopny efektivné exportovat polysacharid na povrch buiky a jsou tak

povazovany za netypOvatelné pomoci béznych metod sérotypizace (Van Eldere et al., 2014).

Netypovatelné kmeny Haemophilus influenzae uplatiuji rizné strategie tUniku imunitnim
reakcim imunoglobulint a faktori komplementu hostitele. Z divodu absence
polysacharidového pouzdra nemaji NTHi kmeny schopnost blokovat urcitou vazbu vrozenych
imunitnich faktord. Tyto patogeny mohou navzdory absenci pouzdra vazat plazmatické
proteiny a poté ovliviiovat hostitele prostiednictvim interakci s lipooligosacharidy na svém
bakterialnim povrchu. Tento d&j zpomaluje nebo dokonce inhibuje kaskadu komplementu, coz
brani v€asnému rozpoznani imunitnim systémem hostitele (Duell et al., 2016; Van Eldere et
al., 2014).

Produkce beta-laktamaz je dominantnim mechanismem rezistence Haemophilus influenzae
vici beta-laktamovym antibiotiktim. Beta-laktamazy identifikované u Haemophilus influenzae
patii obvykle do tfidy A serinovych beta-laktamaz a jsou kédovany plazmidem. Konkrétné se
jedna o beta-laktamazy ROB-1 a TEM-1 projevujici schopnost hydrolyzovat beta-laktamovy
kruh. Timto $tépenim dochazi k deaktivaci antibiotik a nasledné ztraté jejich terapeutické
ucinnosti (Van Eldere et al.,, 2014; Wen et al.,, 2020). Enzymy beta-laktamazy jsou
produkovany v cytoplazmé bunék ve formé prekurzorovych molekul (pre-beta-laktamazy)
obsahujici N-terminalni signalni sekvenci. Tato signalni sekvence v prekurzorech

beta-laktamaz obsahuje specifické prvky umoziujici interakci s bunéénym sekrecnim
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systtmem. Existuji dvé hlavni cesty pro pienos tohoto prekurzoru z cytoplazmy
do extracelularniho prostoru podle typu bakterii, a to systém obecné sekrece nebo dvojité
argininové¢ translokac¢ni cesty. Systém obecné sekrece je komplexni mechanismus umoziujici
transport proteinti pres cytoplazmatickou membranu do periplazmy. Signalni sekvence
v prekurzorech beta-laktamaz s timto systémem interaguji a umoznuji prenos prekurzort
pfes membranu. AvSak Gram-negativni bakterie jako jsou hemofily vyuzivaji pro transport
prekurzori beta-laktamaz pravé dvojité argininové translokacni cesty (Kaderabkova et al.,
2022). Umoznuji tak Haemophilus influenzae odolavat u¢inkim Siroké skaly beta-laktamovych

antibiotik v¢etné ampicilinu a aminopenicilint (Van Eldere et al., 2014; Wen et al., 2020).

Netypovatelné kmeny Haemophilus influenzae jsou také schopny tvorby biofilmu ve stfednim
uchu umoziujici recidivu onemocnéni nebo naslednou infekci v pozdéjsim obdobi (Duell et al.,
2016). Tvorba biofilmu castecné vysvétluje antibiotickou rezistenci téchto patogend
a recidivujici, ¢i chronickou povahu otitis media (Van Eldere et al., 2014). Biofilm je v ptipadé
netypovatelnych Haemophilus influenzae zodpovédny dale za bronchitidu, konjunktivitidu,
sinusitidu, ¢i zhorSeni prub&hu chronické obstrukéni plicni nemoci (Novotny et al., 2019).
K tvorbé biofilmu ptispivaji predevsim modifikatory struktury lipooligosacharidu na povrchu
hemofilt. Pokud nejsou tyto modifikatord pfitomny, schopnost tvofit biofilm je omezena.
Netypovatelné Haemophilus influenzae vyuzivaji vytvofenou sit’" k zachyceni a snizeni

baktericidni aktivity antimikrobialniho peptidu hostitele (Duell et al., 2016).
2.3.3. Moraxella catarrhalis

Bakterie Moraxella catarrhalis jsou Gram-negativni neopouzdiené diplokoky. Tyto diplokoky
jsou uspotadané do parG zplostélymi pfilehlymi stranami. Roku 1984 byly tyto bakterie
ptefazeny z pivodniho rodu Branhamella do rodu Moraxella (Verhaegh et al., 2015).
Moraxella catarrhalis jsou tazeny do skupiny humannich oportunnich patogentt a jako
komenzaly nosohltanu patii mezi tii hlavni ptvodce otitis media. Tyto bakterie pfedstavuji
potencialni etiologické agens ptedev§im pro lidi se zvySenou predispozici k infekcim.
Moraxella catarrhalis zpisobuje celosvétove az 709 miliont piipada otitis media acuta za rok,
a to nejcastéji u déti ve veku do Ctyf let. AvSak mohou zapficinit i pneumonie nebo bronchitidy
u zdravych dospélych osob (Morris et al., 2022; Verhaegh et al., 2015). Bakterie Moraxella
catarrhalis je casto podcenovany puvodce zanétu stfedniho ucha, protoze ve srovnani
S ostatnimi ptvodci otitis media vyvolava klinicky mirné€jsi formy tohoto onemocnéni (Perez

a Murphy, 2017).
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Na krevnim agaru roste Moraxella catarrhalis v drobnych, neprihlednych, Sedobilych
a nehemolytickych kolonii. Rust kolonii této bakterie na ¢okoladovém agaru je zobrazen
na Obrazku 8. Biochemicky jsou tyto bakterie oxidaza a katalaza pozitivni, redukuji dusi¢nany
a dusitany. Bakterie Moraxella catarrhalis jsou z biochemického pohledu asacharolytické
(neschopné produkovat kyseliny ze sacharidti). Od jinych blizce pfibuznych Gram-negativnich
koki lze tyto patogeny odlisit schopnosti hydrolyzovat tributyrin (Verhaegh et al., 2015).

Obrazek 8: Kolonie Moraxella catarrhalis na ¢okoladovém agaru (upraveno dle Hirai et al., 2016)

Na pocatku infekce vyvolané témito patogeny dochazi k adhezi bakterii na slizni¢ni epitel
pomoci vazby se specifickymi receptory hostitelskych bunék. Po pfichyceni na epitel bakterie
Moraxella catarrhalis kolonizuji dychaci cesty a unikaji imunitnimu systému hostitele.
Imunitnimu systému hostitele tyto mikroby unikaji vytvofenim vazby s inhibi¢énimi faktory
zabranujicimi slozkam komplementu zneskodnovat patogenni bakterie. Pro pieziti v naro¢nych
podminkach konkuren¢ni hostitelské bakterialni mikroflory jsou vyuzivany mechanismy

pro fizeni proteinové exprese prostiednictvim zmén fazovych zmén (Verhaegh et al., 2015).

V dutisledku produkce BRO beta-laktamaz jsou Moraxella catarrhalis odolné vtéi antibiotikiim
S beta-laktamovym kruhem (amoxicilin) stejné jako netypovatelné kmeny Haemophilus
se jedna o tzv. antibiotika prvni volby. Enzymy zodpovédné za tuto rezistenci jsou dvé blizce
piibuzné beta-laktamazy BRO-1 a BRO-2 (odvozeno od Branhamella a Moraxella) (Balder et
al., 2013; Verhaegh et al., 2015).
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Mezi dalsi faktory virulence Moraxella catarrhalis jsou fazeny napi. vnéj$i membranové
proteiny (UspAl, UspA2, UspA2H a MID/Hag). Membranové proteiny UspAl a UspA2 se
aktivné tcastni procesu tvorby biofilmu, adheze k epitelovym bunkam a interakce
s extracelularni matici. Membranovy protein UspA2H je povazovan za hybrid proteinti UspAl
a UspA2 a umoziuje bakteriim autoagregovat a odolédvat ucinkim komplementu. Vnéjsi
membranovy protein MID/Hag plni funkci mediatoru hemaglutinace a neimunni vazby
s imunoglobulinem D (IgD). Protein UspA spole¢né s proteinem MID/Hag podléha fazovym

variacim pfispivajicim k tniku pfed imunitnim systémem hostitele (Blakeway et al., 2019).

Tvorba biofilmu je dulezity faktor virulence Moraxella catarrhalis ovliviiujici dobu
a zavaznost onemocnéni. Bakterie jsou v biofilmech ve snizeném metabolickém stavu a méni
své profily genové exprese, coz taktéz ptispiva ke zvySené odolnosti vic¢i antibiotikiim.
Vzajemna spoluprace mezi Moraxella catarrhalis a dalsimi otopatogeny zvySuje béhem
infekce rast a virulenci pneumokokt a kmend NTHi (Perez a Murphy, 2017). Navic mohou
Moraxella catarrhalis poskytovat pneumokokiim pasivni ochranu pied Gcinky
beta-laktamovych antibiotik. Schopnost téchto bakterii tvofit polymikrobialni komunity se
Streptococcus pneumoniae ¢ini ob& bakterie odolngjsimi vici procesu samocisténi stiedniho

ucha, ato i pod tlakem antibiotik (Perez et al., 2014).
2.4. Klinické formy otitis media

Zanét stiedniho ucha je termin popisujici né€kolik forem onemocnéni, mezi které patii akutni
zanét stfedniho ucha (AOM), chronicky zanét stfedniho ucha (COM), zanét sttedniho ucha
s vypotkem (OME) nebo chronicky hnisavy zanét sttedniho ucha (CSOM) (Schilder et al.,

2016). Klinické formy otitis media jsou zobrazeny na Obrazku 9.

B C D

Obrazek 9: Endoskopicky obraz tympanické membrany rtiznych forem otitis media (A — akutni zanét
sttedniho ucha; B — zanét sttedniho ucha s tvorbou cholesteatomu; C — fyziologicka tympanickd membrana;
D — sekreéni zanét stiedniho ucha) (upraveno dle Zeng et al., 2021)
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Klasifikace otitis media je zalozena zejména na délce doby trvani onemocnéni.
Pokud onemocnéni pietrvava dobu do 3 tydnt, jedna se o stav akutni. O subakutnim stavu
mluvime, pokud onemocnéni pretrvava delsi dobu, ale soucasné dany stav neptesahuje 3 mésice
(Jung et al., 2021). Spole¢né symptomy vSech forem zanétu stfedniho ucha zahrnuji bolest

ucha, horecku, ucpany nos, pocit plnosti v uchu a tlumeny sluch (Loughran et al., 2019).
2.4.1. Otitis media acuta

Akutni zanét stfedniho ucha je charakterizovan patologickou reverzibilni (vratnou) pfeménou
sliznice stfedniho ucha spojenou s pfitomnosti zanétlivych bun¢k. Béhem tohoto akutniho stavu
dochazi i k hyperplazii sliznice. Po odeznéni stimulace spojené se zanétem stiedniho ucha se
sliznice obnovi zpét do svého normélniho stavu, jelikoz dojde ke ztraté schopnosti se dale
diferenciovat (Jung et al., 2021). Akutni forma otitis media navazuje na symptomatické virové
infekce hornich cest dychacich zpusobujicich zanét sliznic téchto cest vCetné nosohltanu

a Eustachovy trubice (Paul a Moreno, 2020).

Samotné symptomy akutni formy otitis media (horecka, otalgie, podrazdénost, nespavost, vytok
tekutiny zucha, letargie, anorexie azvraceni) vSak postradaji citlivost a specificitu
pro diagnostiku. Otitis media acuta je diagnostikovan v pfipadé stfedné zavazného
az zavazného vyklenuti u$niho bubinku nebo pokud nov€ vznikly vytok neni nasledkem
sekundarniho otitis externa (Qureishi et al., 2014). Nekteré zmény tympanické membrany
pii otitis media acuta jsou zobrazeny na Obrazku 10. U star$ich déti se obvykle objevuje rychly
nastup bolesti ucha. U malych déti neschopnych verbalni komunikace vétsinou pozorujeme

tahani, tfeni, drzeni ucha, Casty plac¢, horecku, zmény ve spanku nebo vzorci chovani ditéte

(Lieberthal et al., 2013).
A B C D
.',’ ':
‘. | l !
Obrazek 10: Typické otoskopické nalezy na tympanické membrané pti otitis media acuta (A — buldzni

formace membrany; B — zmohutnéni membrany; C — ptitomnost vypotku ze stfedniho ucha; D — perforace
membrany) (upraveno dle Hayashi et al., 2020)
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Diagnoza onemocnéni muze byt stanovena i v ptipadé vyrazné cervené, zluté nebo zakalené
tympanické membrany. Hladina tlaku vzduchu a tekutiny za usnim bubinkem ¢i dokonce jeho
samotna perforace mohou také posilit pravdépodobnost diagnozy tohoto stavu otitis media
(Venekamp et al., 2017). Pneumaticka otoskopie a tympanometrie jsou metody umoznujici
hodnoceni stavu usniho bubinku a pokud vySetfeni pomoci uvedenych metod neprokaze
ptitomnost sttedousniho vypotku, diagnoza akutni otitidy je nepravdépodobna (Qureishi et al.,
2014). Akumulace tekutin v tympanické dutiné muize vyvolat zhorSeni sluchu, zatimco
nadmérna retence tekutin mize byt spojena s poruchami rovnovahy nebo vznikem zavrati

(Abdullah et al., 2022).

Jednim z rizikovych faktorti vzniku otitis media acuta muze byt napi. zvySena expozice déti
Vv kolektivech pifi dochazce do skolskych zafizeni. Déti jsou v kolektivech vystaveny
zvySenému riziku otopatogenni nazéalni kolonizaci patogeny zpisobujicimi virové infekce
hornich cest dychacich, coz usnadiuje taktéz patogenezi AOM. Expozice cigaretovému koufi
je také povazovana za rizikovy faktor pro AOM, piedev§im v prvnim roce Zivota ditéte.
Casto pozorujeme zvysenou nachylnost k infekénim chorobam u chlapcii, tedy i pohlavi je
jednim z rizikovych faktor (Kaur et al., 2017). Mezi dalsi rizikové faktory patii zivot
v prelidnénych lokalitach ¢i velkych rodinach, pouzivani dudliku, rhinorrhoea, ¢i alergicka
nebo sezonni ryma. Genetické predispozice a historie ptedchozich piipada otitis media jsou
také povazovany za rizikové faktory vzniku tohoto akutniho onemocnéni. Genetické faktory
maji souvislost pfedevsim s defekty ve vrozené imunitni odpovédi urcitych jedinci. V téchto
pfipadech je ovlivnéna produkce cytokinil a tento proces tak usnadiuje zanétlivou odpovéd’
jedince. Tento rizikovy faktor vede k opakovanym epizodam AOM (Hardani et al., 2020; Jamal
etal., 2022).

Komplikace akutni formy otitis media se mohou rozvinout po nezahajené nebo nespravné
terapii. Mimo nevhodné postupy terapie mohou komplikace infekce zptsobovat bakterie
rezistentni na antibiotika, ale také dal$i neznamé divody. Vyrazné tenké kostni struktury u déti
mohou byt snadnéji resorbovéany infekci. Také vrozené vyvojové vady a anatomické
¢1 imunologické poméry mohou u nékterych jedinch zvysit riziko vyskytu komplikaci.
Jednou z komplikaci otitis media acuta je akutni mastoiditida. Jedna se o hnisavou infekci
vzduchovych bunék v mastoidni kosti. Pokud se infekce stfedniho ucha rozsiti do téchto
kostnich sklipki, dojde k otoku sliznice vnitiniho ucha, lokalni acidoze, ischemii, resorpci kosti
a destrukci kostnich mastoidnich sept. Hypoxémie a metabolické zmény vedou k selekci

patogent piezivajicich v téchto podminkach. Pocatecni diagndza této komplikace spociva
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ptedevsim v klinickych zobrazovacich metodach, a to pocitacové tomografii nebo magnetické
rezonanci (Laulajainen-Hongisto et al., 2016). Pocitatova tomografie se vyuziva zejména
pro zobrazeni kostnich struktur, zatimco magneticka rezonance je castéji pouZzivana
k hodnoceni mékkych tkani a intrakranialnich struktur. VySetfeni pocitatovou tomografii je
rychlé, dostupné a vysoce kvalitni. AvSak vyuziti magnetické rezonance vyzaduje delsi Cas
na provedeni a neni k dispozici ve vSech lékaiskych centrech (Sarno et al., 2023). Dalsi
intratemporalni komplikace jako je paréza licniho nervu a labyrintitida mohou nastat v piipadé
Siteni infekce stfedniho ucha smérem k témto strukturdm. Tyto intratemporalni komplikace
mohou vést pres periosteitidu k dalSim extratemporalnim (napft. absces zevniho zvukovodu)
nebo intrakranidlnim  (napf. meningitida, intrakranialni absces) komplikacim

(Laulajainen-Hongisto et al., 2016).

Terapie akutniho otitis media spociva v symptomatické 1é¢b¢ otalgie a horecky analgetiky jako
je paracetamol a ibuprofen. Medikamento6zni terapie dale zahrnuje pouziti lokalnich antiseptik
(Jamal et al., 2022). Davkovani analgetik a antibiotik je stanoveno v zavislosti na hmotnost
pacienta. Antihistaminika a vasokonstriktory mohou pomoci s nosnimi alergiemi a ucpanym
nosem, avSak neexistuji dikazy o jejich pfinosu pro rychlejsi remisi nebo snizovani komplikaci
tohoto onemocnéni (McMahon Wicker a Labruzzo Mohundro, 2010). Mnoho pfipadt akutni
formy onemocnéni stfedniho ucha vymizi do 24 hodin dokonce bez 1é¢by. Pokud pacient trpi
pokrocilou infekci, jsou nezbytna peroralni nebo systémova antibiotika (Kuo et al., 2015).
Antibiotika jsou vhodna u déti mladsich dvou let, u déti s bilateralni akutni formou otitis media
a u déti sotorrhoeou. Okamzita antibioticka 1écba se doporuCuje u déti s teplotami
prevySujicimi 37,5 °C, zvracenim nebo s imunodeficienci. U déti starSich dvou let béZny priibéh
terapie zahrnuje pocatecni 1é¢bu béznymi analgetiky a nasledny prechod na antibiotika obvykle
po 3 az 4 dnech (Chan a Stephenson, 2023). Farmakologicka 1é¢ba akutni formy otitis media
vyuziva jednu nebo 1 vice antimikrobialnich latek v kombinaci s hydrokortisonem,
a to ve form¢ usnich kapek. Selhani tohoto zplisobu 1é¢by nastava v ptipadé nedostatecného
kontaktu 1é¢iva s mistem G¢inku Vv u$ni dutiné. Citlivost na antibiotika je stanovena pomoci
kultivace stfedousniho vypotku ziskaného tympanocentézou. Amoxiciliny jsou beta-laktamova
antibiotika odvozena od penicilinu. Jedna se o jedny z nejéastéji predepisovanych antibiotik
po celém svéte. Tato antibiotika vykazuji vysokou ucinnost vuci Streptococcus pneumoniae
(Gibson a Veening, 2023; Jamal et al., 2022). Amoxiciliny jsou vyuzivany pro svtj baktericidni
ucinek spojeny s vazbou na proteiny vazajici penicilin (PBP). Timto zptisobem inhibuji

transpeptidaci, coz je klicovy proces pii syntéze bunécnych stén bakterii.
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V kombinaci s kyselinou klavulanovou maji vynikajici ti¢inek i proti Haemophilus influenzae
produkujicim beta-laktamazy ¢i anaerobiim produkujicim penicilinazy. Kyselina klavulanova
pusobi jako ireverzibilni inhibitor beta-laktamaz zpusobujicich rezistenci  vuéi
beta-laktamovému kruhu amoxicilinu (Gavrilovici et al., 2022). Cefalosporiny vykazuji
V porovnani s amoxiciliny nebo cefalosporiny pfedchozich generaci vice vyrovnanou Skalu
ucinnosti proti hlavnim bakterialnim ptivodcim otitis media. Tato antibiotika se vyuzivaji
U jedinct trpicich alergii na peniciliny. Funkce cefalosporinti spociva v inhibici syntézy
bakterialni buné¢né stény. In vitro studie naznacuji, ze tato antibiotika jsou ucinna proti béznym
Gram-pozitivnim i Gram-negativnim patogeniim, coz je ¢ini vhodnou volbou pro empirickou
terapii. Diky prodlouzenému uc¢inku a udrzovani stabilnich koncentraci v tkanich je mozné
podavat tato 1é¢iva dvakrat denné. Tyto faktory piedstavuji dalsi vyhodu oproti fad¢ jinych
antibiotik s podobnou klinickou u¢innosti (EI-Shabrawi et al., 2016; Gavrilovici et al., 2022).
Makrolidy se pouzivaji Vv piipad¢ je-li pacient alergicky na peniciliny nebo cefalosporiny.
Utinek téchto antibiotik spo&iva v inhibici syntézy bakterialnich proteint (Gavrilovici et al.,

2022; Jamal et al., 2022).

Chirurgicka 1é¢ba se pti nekomplikované formé akutni otitis media bézn¢ neaplikuje, ale pokud
stav pacienta chirurgicky zakrok vyzaduje, je provedena tympanocentéza (Chan a Stephenson,
2023). Tympanocentéza je procedura, pii které se do stfedousni dutiny zavede drobna jehla
a nasledn¢ je odsavana nahromadéna tekutina. Jedna o ¢asové naroény proces, diky kterému se
snizi tlak v dutin¢ stfedniho ucha. Jelikoz jde o invazivni postup, je vyZzadovana zkuSenost
Iékafe i zdravotni sestry. Tympanocentéza také zlepSuje dodavani antibiotik do infikované
sttedousni dutiny. Uéinnost pti 16¢bé otitis media acuta je viak omezena a nékdy je povazovéana

pouze za diagnostické opatieni (Esposito et al., 2021; Jamal et al., 2022).

Prevenci proti vzniku otitis media acuta je aplikace pneumokokové konjugované vakciny
Prevenar 13 nebo Prevenar 7. Kojeni ptedstavuje dalsi vyznamny faktor v prevenci zanétu
sttedniho ucha, a to diky obsahu protilatek, antibakteridlnich a protizanétlivych latek
Vv matefském mléce. Pfijimdnim matefského mléka se =zvySuje hladina protilatek
proti otopatogenim a dochazi tak k zajisténi optimalnich nutri¢nich hodnot a ke spravnému
vyvoji Eustachovy trubice. Omezeni expozice pasivnimu koufeni také snizuje riziko vzniku

akutniho zanétu stiedniho ucha (Castillo-Aguas et al., 2023; Kaur et al., 2017).
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2.4.2. Otitis media chronica

Chronicky zanét stifedniho ucha je trvald abnormalita tympanické membrany. Pfi¢inou vzniku
této formy onemocnéni muze byt dlouhodobé pietrvavajici podtlak ve sttednim uchu (Maharjan
et al., 2020). Otitis media chronica postihuje 2 az 3 % celosvétové populace (Choi et al.,
2012). Chronickou formu zanétu stfedniho ucha lze rozdélit na chronicky hnisavy zanét
sttedniho ucha (CSOM) a chronicky zanét stiedniho ucha s tvorbou cholesteatomu (OMC)
(Jolink et al., 2023).

Jednim z nésledkt chronického zanétu stfedniho ucha je ztrata sluchu. Faktory ovlivitujici
rozsah ztraty sluchu zahrnuji velikost a misto perforace usniho bubinku ¢i dobu trvani produkce
vytoku ve sttedousni dutiné. AvSak existuji jiné potencialn¢ zivot ohrozujici komplikace jako
je mozkovy absces a paralyza licniho nervu. Zvlastnim problémem je ptichod pacientt k 1ékafti

v pozdni fazi onemocnéni, coz vede k vyssi morbidité a mortalité (Maharjan et al., 2020).

Rozsitené pouzivani antibiotik sniZilo vyskyt COM a komplikaci souvisejicich s timto
onemocnénim. AvSak hlavni terapeutickou strategii zdstava chirurgie, zejména u pacientd
trpicich zanétem stfedniho ucha stvorbou cholesteatomu (Choi et al., 2012).
U této formy zanétu sttedniho ucha je chirurgicky zakrok nutny (Jolink et al., 2023). Hlavnim
ucelem chirurgické 1é€by chronického zanétu stfedniho ucha je odstranéni patologické tkané
a obnoveni normalnich funkci stfedniho ucha (Choi et al., 2012). Naproti tomu chronicky
hnisavy zanét stitedniho ucha Ize 1é¢it zpravidla pomoci vhodné medikace a chirurgicky zdkrok

se provadi pouze pokud onemocnéni nelze zvladnout symptomaticky (Jolink et al., 2023).

Cilem terapie chronické formy otitis media je vytvoreni suchého, stabilniho prostfedi v uchu
ataké zachovani normalniho sluchu. Lécba je konzervativni nebo operativni (Chan
a Stephenson, 2023). Jako operativni zakrok se vyuzivaji dvé techniky myringoplastiky, a to
technika podloZeni (underlay) a technika ptekryti (overlay) (Saraf et al., 2022). Technika
myringoplastiky je zvolena v zavislosti na umisténi perforace tympanické membrany (Sergi et
al., 2011). Technika ,,underlay* je idealni pro reparaci malych a snadno viditelnych perforaci
tympanické membrany. Provedeni tohoto operativniho zédkroku je rychlé a snadné. Nevyhodou
této techniky myringoplastiky je zmenSeni prostoru stfedniho ucha a $patna vaskularizace.
perforacich nebo po nespravném provedeni techniky ,,underlay. Tympanickd membrana je
pfi tomto chirurgickém zékroku nahrazena novou neporusenou membranou a prostor stfedniho

ucha neni vV tomto piipadé omezen. Hlavni nevyhodou této techniky je delsi doba regenerace
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a pracn¢jsi provedeni (Saraf et al., 2022). Vysoka uspéSnost této techniky je ovlivnéna
omezenou chirurgickou manipulaci stredousnich struktur. Myringoplastika pfispiva k prevenci
opakovanych infekci, ke zlepSeni kvality Zivota pacientii a umoznuje jim bezpecny kontakt
s vodou. Pro dosazeni optimalnich vysledkl je nezbytné, aby zkuSeny usni chirurg mél dobré
znalosti o technikach podlozeni i piekryti (Sergi et al., 2011). Pokud je perforace usniho
bubinku kombinovana se sekundarni infekci a ztratou sluchu, je tento chirurgicky zakrok

nezbytny (Jamal et al., 2022).
2.4.3. Otitis media chronica suppurativa

Zanét stfedniho ucha s tvorbou vypotku (séro-mukézni otitis media) je charakterizovan
ptitomnosti tekutiny v dutinach stfedniho ucha. Tato forma otitis media je chronicka
a nezpusobuje perforaci tympanické membrany. Lokdlni zdnét zpisobuje hromadéni vypotku
v dutinach stfedniho ucha a naslednou metaplazii epitelu. Vypotek je obvykle hlenovity, ale
neni hnisavy (Vanneste a Page, 2019). Nejbéznéjsimi bakteriemi zpusobujici CSOM jsou
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella spp., Proteus spp. a Staphylococcus aureus. Schopnost
téchto zastupct tvofit biofilm pftispiva k jejich Cetnosti v této formé otitis media. Zanét
stfedniho ucha s tvorbou vypotku se také Casto vyskytuje u jedinc s oslabenou imunitou
(Chandra Sahu a Swain, 2019). Otitis media chronica suppurativa trva nejméné tii mésice, coz
ho odlisuje od pretrvavajici ptitomnosti vypotku po otitis media acuta (Vanneste a Page, 2019).
Nejvyssi incidence je u déti ve veku od tii do deviti let (Colella-Santos et al., 2019). Chronicky
hnisavy zanét stiedniho ucha je obvykle komplikaci perzistujiciho AOM, ale rizikové faktory
tohoto stavu se v riznych podminkach 1isi. Za vznik CSOM jsou Casto zodpoveédné Casté
infekce hornich cest dychacich a $patné socioekonomické podminky (pielidnéné domacnosti,

Spatna hygiena ¢i vyziva jedince) (Morris, 2013).

Jednim z nasledkd otitis media chronica suppurativa muze byt pievodni ztrata sluchu nebo
senzorineuralni ztrata sluchu. Pfevodni ztrata sluchu vznika jako disledek piekazky v Sifeni
zvukovych vin ze stiedniho ucha do vnitiniho ucha (Mittal et al., 2015). Rozsah ztraty sluchu
zavisi pouze na objemu vypotku. Vztah mezi viskozitou vypotku a dobou po kterou byl
ve sttednim uchu piitomen neni jednozna¢ny (Wiederhold et al., 1980). Bylo prokazano, Ze
stupent poSkozeni sluchu je pfimo iumérny poskozeni struktur stfedniho ucha. Ztratu sluchu lze
pfipisovat nevratnym tkanovym zménam ve sluchové Stérbin€. Senzorineuralni ztrata sluchu
mize vzniknout poskozenim kochley nebo poskozenim nervovych drah ptenasejicich signaly

z vnitiniho ucha do mozku (Mittal et al., 2015). Kochlearni dysfunkce miuze byt pficinou
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rozvoje tinnitu. Tinnitus je definovdn jako vniméani zvuku bez adekvatniho akustického
podnétu. Nedostatecna terapie tohoto problému muiize mit zavazné dopady na psychicky stav
jedince. Existuje mnoho hypotéz tykajicich se piivodu tinnitu. AvSak kochlearni dysfunkce
nepiedstavuje jedinou piic¢inu této sluchové poruchy. Mezi dalsi teorie vzniku tinnitu patii
I nerovnovaha hladiny intrakochlearniho vapniku. Tento faktor ovliviiuje vlaskové bunky
a mize zpusobovat spontanni otoakustické emise (slabé zvuky vznikajici ve vnitinim uchu jako
odpovéd’ na zvukové podnéty) a oddé€leni stereocilii vné&jSich vlaskovych bunék (Mohd

Salehuddin et al., 2021).

Soucasnym trendem v terapii otitis media s tvorbou vypotku je kombinace ¢isténi usni dutiny
a podavani lokalnich antimikrobialnich kapek. Terapie zahrnuje udrzovani ucha v ¢istoté, coz
je zajisténo CiSténim vatovymi tampony v ordinaci nebo odsédvanim vytoku a necistot.
Je vhodné nékterou z Cisticich technik provadét denné nebo alesponn dvakrat az trikrat tydné,
v zavislosti na zavaznosti a délce trvani symptoma (Mittal et al., 2015). U chronické formy
otitis media suppurativa se nedoporucuje pouzivani topickych intranazalnich steroidd, nosnich
dekongestantt, antihistaminik nebo antibiotik (Chan a Stephenson, 2023). Casto pouZivanou
technikou je rekonstrukce usniho bubinku neboli tympanoplastika, stejné jako u chronické
formy otitis media (Mittal et al., 2015). V pfipad¢ vaznych stavii zanétu stfedniho ucha
s tvorbou vypotku je nezbytné podstoupit proceduru nazyvanou myringotomie, také znamou
jako tympanostomie (Obrazek 11). Tato chirurgicka intervence spociva ve vytvofeni malé
Stérbiny v tympanické membrang, coz umozni odtok tekutiny ze stfedniho ucha a obnoveni
vhodného tlaku vzduchu na obou stranach tympanické membrany. Chirurg provede radialni fez
na tympanické membrané a pokud tento fez nedostate¢né odvadi tekutinu nebo dochazi
k opakovanym infekcim, je do $térbiny umisténa tympanostomicka trubice. Radialni fez je
volen chirurgem po zvazeni potencialniho poranéni dulezitych struktur stfedniho ucha a uréuje,

jak bude uchyceni trubice pevné (Jamal et al., 2022; Nagar a Deshmukh, 2022).

Tympanostomicka

Obrazek 11: Tympanostomicka trubice (upraveno dle Schilder et al., 2016)
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V otorinolaryngologickém kontextu je zavedeni tympanostomické trubice charakterizované
jako maly a snadny chirurgicky zakrok vyzadujici celkovou nebo lokalni anestezii.
Tympanostomické trubice byly poprvé pouzity na konci 19. stoleti a v roce 1954 byly vylepseny
plastickymi materialy. Od t¢ doby doslo k mnoha dal$im inovacim materialii pouzivanych
pro vyrobu a design téchto trubic (Nagar a Deshmukh, 2022). U starSich déti a dospélych
pacientli se tympanostomické trubice obvykle zavadéji v ordinaci otolaryngologa za pouziti
lokalnich anestetik jako je napft. fenol. Podavani anestetik neni vhodné u malych déti (Lustig et
al., 2020). Po zavedeni zlstava tympanostomicka trubice v usni membrané po dobu 6 az 12
mésict, jindy zstavaji in situ po dobu 24 mésicti nebo déle. Cim déle ziistane ventilaéni trubice
in situ, tim vyssi je riziko naslednych komplikaci (Chan a Stephenson, 2023). Nicmén¢ vétsina
potencialnich komplikaci spojenych s touto operaci se obvykle povazuje za ptijatelné. Jednou
z vyznamnéjSich komplikaci spojenych se zavedenim tympanostomické trubice je otorrhoea
(vytok tekutiny ze stfedousni dutiny) odtékajici do vnéjsiho ucha. K této drenazi muze dojit
bezprostifedné po operaci nebo o nékolik tydnti pozdéji. Vzacnou asymptomatickou komplikaci
muze byt migrace tympanostomické trubice ze svého umisténi ve zvukovodu za uSni membranu

(Jamal et al., 2022).
2.4.4. Otitis media chronica suppurativa epitympanalis

Chronickd forma zéanétu stiedniho ucha muize byt spojena s vyssi rychlosti proliferace
keratinocytli nebo zvySenou mirou riistovych faktorli pfitomnych v détstvi. Nésledkem téchto
faktort dochazi ke wvzniku cholesteatomu (patologické struktury). Cholesteatom je
z histologického hlediska benigni, cystickd 1éze vyrustajici zepitelu tympanické
membrany do stfedniho ucha a mastoidu. Tato forma otitis media byva u déti destruktivnéjsi
ama vyssi sklon k recidivé (Jolink et al., 2023; Luers a Hiittenbrink, 2016). Vytvofeni
cholesteatomu ve stfednim uchu vede k aktivaci cytokint (interleukin-1, interleukin-6,
interleukin-17 nebo interferon-beta) podporujicich zanétlivou kostni resorpci. Muze tak
dochazet k vyrazné zanétlivé reakci. Mezi klinické pfiznaky otitis media chronica suppurativa
epitympanalis patii zapachajici otorrhoea se sklonem k recidivé. NaruSenym pohybem usnich
kustek a poSkozenim kochley miize dojit k senzorineuralni ztraté sluchu ¢i k jinym sluchovym
komplikacim jako je napt. tinnitus. Destrukce kosti v oblasti ucha mtze také vyvolat dysfunkci
rovnovahy jedince. Pokud dojde k poruseni kanalku licniho nervu, dochazi k do¢asné nebo
trvalé paralyze oblic¢eje (Kuo et al., 2015). Ke vzniku otitis media s tvorbou cholesteatomu

muze dojit také prechodem z formy otitis media s tvorbou vypotku.

48


https://onlinelibrary.wiley.com/authored-by/Lustig/Lawrence+R.
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/keratinocyte
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/eardrum

Pritomny vypotek u otitis media chronica suppurativa je zpocatku serdzni a postupné dochazi
K histologickym zménam na sliznici sttedniho ucha. Tyto zmény zahrnuji zvétseni poharkovych
bunck a hlenovych zlaz. Vypotek sttedniho ucha se tak postupné méni nejprve na sero-mukozni,
nasledné na mukoidni a nakonec na husty az vldknity. Na ptivodné nedotené tympanické
membrané se za¢nou objevovat trofické zmény vedouci ke komplikovanéjsi formeé onemocnéni

(Zernotti et al., 2017).

Cholesteatom d¢lime na dva typy podle patogeneze onemocnéni sttedniho ucha, a to na vrozeny
a ziskany. Cholesteatom vrozeného plivodu (Obrazek 12) je tvoien dlazdicovym epitelem
umisténym za neporusenou tympanickou membranou a je Castéj$i u déti. Tato forma neni
spojena s historii pfedchozich ptipadu otitis media nebo otologickych operaci. Ziskana forma
cholesteatomu postihujici déti i dospélé je lokalizovana pouze ve stfednim uchu a déli se dale
na primarni a sekundarni. U primarniho typu ziskané formy cholesteatomu dochazi k vtazeni
Casti tympanické membrany do stfedniho ucha v dusledku vzniklého podtlaku. V pripadé
sekundarni formy cholesteatom vznika naopak z migrujiciho dlazdicového epitelu do stiedniho
ucha skrz perforovany usni bubinek, coZ muze byt zplsobeno infekci, traumatem nebo
nespravnym chirurgickym zakrokem (Kuo et al., 2015). Vzhledem k lokalizaci biofilmu
na sliznici mastoidniho vybézku ve stfednim uchu vznikaji ideélni podminky pro patogenezi
cholesteatomu. V takovych piipadech otitis media se doporucuje tympanoplastika (Tong et al.,
2015; Vestby et al., 2020).

mnu
i

Obrazek 12: Vrozena forma cholesteatomu stfedniho ucha (upraveno dle Kuo et al., 2015)
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Terapie zanétu stfedniho ucha s tvorbou cholesteatomu zahrnuje ptfedevsim chirurgické
zakroky. Aplikace antibioticko-steroidnich kapek je nezbytna u pacientl s projevy akutni
infekce, avSak neni schopna =zajistit Uplné odstranéni ziskaného cholesteatomu (Chan
a Stephenson, 2023). Medikamentozni terapie se vyuziva pouze pro kontrolu piedoperacni
infekce a ke snizeni rizika pooperac¢nich komplikaci (Kuo et al., 2015). Zakladem 1é¢by zanétu
sttedniho ucha s tvorbou cholesteatomu je chirurgické odstranéni patologického loziska
s vyuzitim mikroskopickych a endoskopickych metod. Cilem je eradikovat onemocnéni
a zabranit jeho recidivé. Konkrétné se jedna o Canal wall down mastoidektomii (CWD) a Canal
wall up (CWU) (Fassone et al., 2023). Cilem CWD je vytvofeni dutiny propojujici zvukovod
a mastoid. Technika CWD mastoidektomie zahrnuje odstranéni zadni kosténé stény dutiny
sttedniho ucha a zuZeni prostoru za usSnim bubinkem. Tento zdkrok zabrafiuje vtaZeni
tympanické membrany do stfedniho ucha a redukuje povrch sliznice. Vznik dalS§iho
cholesteatomu je tak vyrazn¢ omezen. Chirurgové vyuzivaji CWD mastoidektomii v piipadé
masivni formy cholesteatomu nebo pro revizni operace ucha (Fassone et al., 2023; Kuo et al.,
2015). Mezi ptedoperacni indikace k technice CWD patii revizni operace, rozsahlé poskozeni
nebo pokud se jedna o pacienty s velkym anestetickym rizikem (napf. seniofi) (Karamitsou et
recidivujici formy tohoto onemocnéni se pohybuji pouze mezi 4 a 17 % (Fassone et al., 2023;
Karamitsou et al., 2023). Castymi nasledky t&chto operaci stfedniho ucha byva nesnasenlivost
vody a nerovnovaha pacienta. K nerovnovaze dochdzi plsobenim vody nebo vzduchu
na barometrické receptory ve stfednim uchu. Navic anatomické zmény Vusni dutiné
a otorrhoea zptisobuji U pacientii s ¢astecnou ztratou sluchu problémy s noSenim sluchadel
(Fassone et al., 2023). Volba chirurgického postupu tak miize silné ovlivnit sluchové vysledky
a nasledky operativniho zakroku. Pokud piedoperacni vysetfeni odhali velké mnozstvi
mastoidnich buné¢k vyplnénych vzduchem, je preferovana technika CWU. V ramci metody
CWU mastoidektomie dochazi ke kompletnimu odstranéni mastoidnich vzduchovych bunék
za soucasného udrzeni nedotcené anatomické struktury zvukovodu (Kuo et al., 2015).
U pediatrickych pacientd je vhodngjsi provedeni CWU kvili omezené toleranci Cisténi
mastoidni dutiny a vyS$$imu procentu UspésSnosti zlepSeni funkce stfedniho ucha s postupem
veku. Hlavni vyhodou techniky CWU je lepsi hojeni, zachovani samocistici schopnosti
zevniho zvukovodu , lepsi tolerance vody a snadnéjsi nasazeni sluchadel. Vysledky sluchu
U pacientll podstupujicich CWD jsou oproti sluchu pacienti po operaci CWU obvykle horsi

kvuli zasazeni do zvukové rezonance ve stfednim uchu (Karamitsou et al., 2023).
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U déti postizenych zanétem stfedniho ucha se ziskanou formou cholesteatomu je nutno
dodrzovat zvlastni pozornost, jelikoz u téchto pacientl mé& onemocnéni slozitéjsi
rysy. Spankova kost u déti je charakterizovana dobie pneumatizovanymi rozsahlymi
vzduchovymi buitkami. Tyto bunky poskytuji dostate¢ny prostor umoziujici Sifeni onemocnéni
a agresivni projev cholesteatomu ve stfednim uchu. NevCasna diagndéza nebo terapie
onemocnéni stiedniho ucha s tvorbou cholesteatomu mutze mit velky vliv na vyvoj jazyka

a ucebni vykon ditéte. V¢asny chirurgicky zakrok zvySuje Sanci na zachovani nebo dokonce

obnoveni sluchu pacienta (Kuo et al., 2015).
2.4.5. Perzistujici a recidivujici otitis media

Biofilmy jsou casto identifikovany jako faktor pfispivajici k mnoha piipadim chronické nebo
recidivujici formy otitis media, coz predstavuje piispévek k celkové morbidité spojené s timto
onemocnénim (Perez a Murphy, 2017). Bakterie jako Haemophilus influenzae a Streptococcus
pneumoniae maji schopnost uvoliiovat vy$si mnozstvi eDNA do extracelularni biofilmové
matrice, coz podporuje bakteridlni adhezi a soudrznost biofilmu. Nésledkem téchto
mechanismi vznika biofilmova perzistence (Tikhomirova a Kidd, 2013). Nasledkem
nadmérného uZivani systémovych antibiotik akutni formy otitis media dochazi k pfemnozeni
a Sifeni potencidlnich patogent v nosohltanu. Snadno tak vznika problematika s antibiotickou
rezistenci. Dokonce bylo zjisténo, Ze tvorba biofilmu probihd rychleji u pacientti 1é¢enych

antibiotiky ve srovnani s pacienty vyuzivajicimi jinou moznost terapie (Te Molder et al., 2016).

Recidivujici stav otitis media u ditéte je definovan, pokud se objevi nejméné 3 epizody akutniho
zanétu stiedniho ucha v obdobi 6. mésici nebo 4 a vice epizod béhem 12. mésicil.
Prvnim opatfenim pfi podezieni na rekurentni formu onemocnéni sttedniho ucha je ovéfeni
diagnozy, aby bylo mozné zamezit nadmérné zatéZzi pacienta terapii antibiotiky nebo
chirurgickym zakrokem (Granath, 2017). Recidivujici otitis media chronica suppurativa je
zpliisobena jednim nebo kombinaci né€kolika faktorG. Tyto faktory zahrnuji nedodrzovani
lécebného planu ¢i infekce zplsobené rezistentnimi bakteriemi vici antibiotikim. Mezi tyto
rezistentni bakterie patii napf. Pseudomonas aeruginosa nebo methicilin rezistentni
Staphylococcus aureus (MRSA) (Mittal et al., 2015). Zavedenim ventila¢ni trubice u této formy
onemocnéni dochazi k odstraniovani vypotku, ale ne k odstraiiovani bakteridlniho biofilmu.
U této formy otitis media se zavadi nové lécebné strategie zalozené na eradikaci biofilmu
dodavanim antibiotik do mista infekce. Toto lokéalni podavani antibiotik pfimo do usni dutiny

je v porovnani s podavanim systémovych antibiotik velice u¢inné. Lokalni podavani antibiotik
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do stfedousni dutiny je potfeba natfiznout nebo propichnout tympanickou membranu. Existuji
dv¢ strategie podavani antibiotickych latek, a to transtympanické a intratympanické podavani.
Transtympanické podavani spoléhd na moznost difundovani terapeutickych molekul
ptes tympanickou membranu ze zvukovodu do stfedniho ucha, coz miize byt usnadnéno
pouzitim chemickych zesilova¢li permeace. Avsak v souCasné dobé neni tato technika
V klinické praxi béznd. Druhym zplGsobem podavani antibiotik do mista plsobeni je
transtympanické podavani ve formé magnetickych castic. Opétse nejedna o klinicky
pouzivanou lé¢ebnou metodu (Qureishi et al., 2014). Pritomnost cholesteatomu ve stfednim

uchu je dalsim rizikovym faktorem recidivy onemocnéni (Mittal et al., 2015).
2.5. Diagnostika otitis media a piivodci onemocnéni

Identifikace infekénich agens zahrnuje v soucasnych Kklinickych podminkach odbér
usniho vytéru a naslednou mikrobiologickou analyzu. Gramovo barveni vSak neposkytuje
specifické informace 0 dané bakterii, coz mize vést k nespravnym lé¢ebnym postuptim (Prasad
et al., 2020). Hlavni bakterialni otopatogeny Streptococcus pneumoniae a netypovatelné
Haemophilus influenzae patii navic ke kultivaéné naroénym mikroorganismiim se zvlastnimi
pozadavky (Yatsyshina et al., 2016). Snizena metabolicka aktivita u bakterii ve form¢ biofilmu
ztézuje spolehlivost metod detekce zaloZzenych na kultivaci, jelikoz jsou tyto postupy primarné
navrzeny pro identifikaci planktonnich bakterii (Perez a Murphy, 2017). Odbér a nasledna
kultivace vypotku stfedniho ucha se nazyva tympanocentéza. Jedna se o referen¢ni metodu
diagnostiky onemocnéni umoziujici zhodnotit a charakterizovat vypotek. Tato metoda je
hlavnim ukazatelem pro vybér spravnych antibiotik (Esposito et al., 2021). Kvalita kultivace
vypotku zavisi pfedev§im na Zivotaschopnosti mikroorganismi, mé omezenou citlivost a je
pracna i Casoveé naro¢na (Yatsyshina et al., 2016). Kazda identifikace patogent proto vyzaduje
kromé& zékladnich mikrobiologickych technik také postupy molekularné-biologické (analyza
DNA, RNA, ¢i proteintl). Specifickd DNA ¢i RNA patogent je pfesnéji detekovana metodou
PCR. Ackoli jsou tyto techniky uZite¢né, mezi hlavni nevyhody patfi nutnost vyuziti
specializovaného vybaveni a vysoce kvalifikovaného laboratorniho personalu. Ptiprava vzorka

pro tuto metodu je ¢asove naroc¢na (Prasad et al., 2020).

Diagnostika onemocnéni a urCeni piislusnych stadii nemoci vyzaduje také vysSetfeni
tympanické membrany pomoci otoskopie, otomikroskopie, ¢i metodou videootoskopie se

statickymi snimky nebo nahravkami (Lundberg et al., 2014). Pro doplnéni otoskopie je
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vyuzivana tympanometrie, pneumaticka otoskopie a akusticka reflektometrie (Harmes et al.,
2013). Moznosti usniho vysetfeni prosly mnoha historickymi zménami od u$nich a hlavovych
zrcadel pfes rucni otoskopy, az po moderni binokularni mikroskopy a endoskopy (Bassiouni et
al., 2022). Pediatti a prakticti 1¢kafi pouzivaji pro diagnostiku onemocnéni stitedniho ucha ru¢ni
otoskopy. Otolaryngologové a otologové vyuzivaji navic binokularni mikroskopy a endoskopy.
Otologové preferuji také otomikroskopy pro jejich vyssi citlivost a specifitu (Lundberg et al.,
2014; Bassiouni et al., 2022).

2.5.1. Otoskopie

Otoskopie je dulezitym a nezbytnym nastrojem pro diagnostiku onemocnéni stfedniho
a vng&jsiho ucha (otitis media a otitis externa), zvukovodu a tympanické membrany. Diagnostika
otitis media se provadi na zakladé pfimého pozorovani vzhledu bubinku a stfedousni dutiny
za pouziti ruéniho otoskopu a musi se kombinovat i s klinickymi projevy pacienta (Chen et al.,
2022; Méndez, 2016). Otoskop je monokularni opticky pfistroj s nizkou intenzitou svétla
a trychtyfovitym nastavcem poskytujicim pouze dvourozmérny pohled na zvukovod. Ruéni
otoskop neumoznuje hodnoceni pohyblivosti bubinku. Vizualizace u$niho bubinku muize byt
obtizna z divodu nedosta¢eného osvétleni nebo ptitomnosti velkého mnozstvi usniho mazu

ve zvukovodu (Esposito et al., 2021; Méndez, 2016).

Diive se vySetteni usi provadélo ptimym pozorovanim zvukovodu za denniho svétla a vySetfeni
tak byla omezena na dobu dne, kdy bylo dostate¢né jasné denni svétlo. Navic bylo potiebné
zafizeni pro zlepSeni ptistupu ke zvukovodu. Toto zatizeni muselo udrzovat zvukovod otevieny
a poskytovat pfimé osvétleni uvnitt ucha. Z tohoto diivodu se v pribéehu let zacalo pro vySetieni
usi pouzivat spekulum a usni zrcadlo. Spekulum je zafizeni konického tvaru a bezpecné se
vklada do u$ni dutiny (Méndez, 2016). Usni zrcadlo poprvé popsal némecky lékat Friedrich
Hofmann. Dal§im otologim umoznil objev usniho zrcadla podrobné popsat onemocnéni
sttedniho ucha. Napftiklad Von Troltsch piesné popsal myringitidu, akutni zanét stfredniho ucha
s perforaci membrany, traumatickou perforaci bubinku a zlomeniny spankové kosti praveé
pomoci téchto nastroju (Isaacson, 2023). Dal§im vyznamnym pozadavkem byla u¢innd metoda
smérovani koncentrovaného pfirozeného denniho svétla do hloubky zvukovodu. Tohoto
pozadavku bylo dosazeno pouzitim perforovaného zrcatka nainstalovaného na rukojet’ nebo
na hlavu zatizeni a doslo tak k eliminaci stinovych efektd. Dalsi ptispévek pro kvalitngjsi
vySetieni zavedl Von Troltsch pfipevnénim tohoto zrcadla na Celo 1€kare (Méndez, 2016).

Bruntonovo zatfizeni poprvé popsané v roce 1865 bylo dalsim vylepSenim diagnostickych
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metod onemocnéni usi. Tento auriskop spojoval zrcadlo a spekulum do jediného nastroje
a fungoval na principu periskopu. Svétlo ze svicky nebo lampy se koncentrovalo trychtyfem
a nasledn¢ se odrazeno rovinnym zrcadlem nastavenym pod uhlem 45° do zvukovodu. Zrcadlo
mélo stfedovy otvor, skrz ktery mohl Iékai pozorovat ucho. Bruntontiv auriskop (Obrazek 13)
byl vybaven zvétSovaci Cockou a naosvétlovacim konci byl uzavien obycejnym sklem
(Méndez, 2016). AZna ptrelomu 20.stoleti byla zkonstruovana fada elektrickych
otoskopt. Peter T. Geyerman z Brewsteru v Minnesoté¢ vymyslel v roce 1904 kompaktni

uzavieny otoskop (Isaacson, 2023).

Obrazek 13: Bruntontv auriskop (Méndez, 2016)

Konstrukce moderniho rué¢niho otoskopu (Obrazek 14) se skladd se z rukojeti a hlavice.
Rukojet je dlouha a ma reliéfni povrch pro snadné uchopeni. Soucasti rukojeti je také baterie
k napajeni integrovaného svétla. Soucasti hlavice je zvétSovaci Cocka na okularu s typickym
zvétSenim 8 dioptrii, jednorazové plastové zrcatko kuzelovitého tvaru a integrovany zdroj
svétla. Jako zdroj integrovaného svétla se vyuziva zarovka, LED dioda nebo optické vlakno.
Pti vySetfeni zvukovodu Iékat vloZi do otoskopu jednorazové zrcatko a tahem za ucho narovna
zvukovod pacienta pro snadnéjsi zavedeni otoskopu. Otoskopy se pouzivaji i ke screeningu

onemocnéni béhem pravidelnych kontrol (Méndez, 2016).

Tympanicka
membrana

Otoskop

&
I

Obriazek 14: Rucni otoskop (upraveno dle Méndez, 2016)
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U pediatrickych pacientii je Castokrat umoznén pouze kratky pohled na zvukovod a usni
bubinek. V tomto piipadé¢ poskytuje vySetiujicimu I€katfi zvétSeny a detailni obraz
videootoskopicky zaznam piehravany na velké obrazovce. Navic tato metoda umoziuje
opakované prohliZzeni zdznami ve zpomaleném rezimu, ¢i postupném zobrazovani jednotlivych
snimki. Poskytuje tak lepsi ptilezitost k diikladnému studiu usniho bubinku (Lundberg et al.,
2014). Otoskop je cennym nastrojem nejen pro detekci usnich problémd, ale i k dermatologické
kontrole, vySetieni oka, nosu nebo krku (Méndez, 2016). Pii diagnostice zanétu stfedniho ucha
s vypotkem ma samotna otoskopie nizkou citlivost a specificitu (61 %). Z tohoto divodu se

pro vysetieni této formy otitis media vyuziva spise otomikroskopie (Sundvall et al., 2019).
2.5.2. Otomikroskopie

Otomikroskopie je povazovana za ,,zlaty standard* otologického vysetfeni. Jeji vyhody zahrnuji
VEtsi zveétSeni, vynikajici vnimani hloubky a moznosti provadét vykony s néstroji pies optickou
¢ofku 1 obéma rukama (Sundvall et al., 2019). Jedna se 0 diagnostickou metodu za pouziti
binokuldrniho mikroskopu ve spojeni s vétSim kovovym usnim zrcatkem. Pfi tomto vySetfeni
ma pacientem vleZe zaklonénou hlavu, coz poskytuje mnohem vétsi zorné pole a vnimani
hloubky zvukovodu v trojrozmérné struktufe. Mikroskop disponuje velkym zvétSenim
umoziujicim detailngjsi pohled celého zvukovodu a tympanické membrany (Méndez, 2016).
Otomikroskopie je preferovana vysetiovaci technika na otolaryngologickych klinikach
i operacnich salech. V porovnani s otoskopii vykazuje otomikroskopie pii diagnostice otitis
media chronica suppurativa vyssi citlivost (87 az 91 %) a specifi¢nost (89 az 93 %) (Sundvall
et al., 2019). Na obrazku 15 je zobrazena mikroskopicka vizualizace touto diagnostickou

technikou.

Obrazek 15: Otomikroskopie tvorby biofilmu obarveného toluidinovou modii
(upraveno dle Akyildiz et al., 2013)
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2.5.3. Tympanometrie

Tympanometrie se vyuziva primarné pro diagnostiku zanétu stfredniho ucha u déti starSich Sesti
mésict. Tato metoda hodnoti pohyblivost tympanické membrany pomoci odrazu zvuku.
Pokud se vypotek akumuluje ve stfednim uchu, dojde ke sniZzené pohyblivosti uSniho bubinku
a lze pozorovat vyklenuti na usni membrané (Ahamed et al., 2016; Qureishi et al., 2014).
Abnormalni tlaky mohou poskytnout ¢asny signal o rozvijejicim se otitis media. Pfitomnost
vypotku je zobrazena na tympanogramu plochou linii. Po vCasném zahdjeni 1éCby se
tympanogram méni od plochého zpét k normalnimu vrcholu (Parlea et al.,, 2012).
Tympanogram je zobrazen na Obrazku 16. Vysoce negativni tlaky ve stfednim uchu ukazuji
na stazeny bubinek a vysoce pozitivni $pickové tlaky indikuji vyklenutou tympanickou

membranu (Ramakrishnan et al., 2007).

15 15
TYMP Diagnostic Y 226 Hz TYMP Diagnostic Y 226 Hz
R ECY 0.6 ml L ECV 0.6 ml
1 6007200 | 1} 600200 |
(daPals) (daPafs)
05 : 05} 1
0 ot 4
-400 -200 0 200 -400 -200 200
peak daPa peak ml peak daPa peak ml
Tymp1 -5 1 Tymp1 10 08

Obrazek 16: Tympanogramy pravého (R) a levého (L) ucha kojence trpiciho otitis media chronica
suppurativa (upraveno dle Park et al., 2015)

Tympanometr je neinvazivni, ruéni zafizeni poskytujici objektivni, kvantitativni a grafické
informace o potencidlni pfitomnosti sttedouSniho vypotku. Toto zafizeni vyuZiva k zdznamu
poddajnosti bubinku a stavu stfedniho ucha elektroakusticky impedanéni mustek.
Tympanometrické vysledky jsou snadno interpretovatelné a maji dobrou diagnostickou
spolehlivost pro vylouceni, ¢i potvrzeni pfitomnosti vypotku (Erkkola-Anttinen et al., 2014;
Klein, 2000). Mira senzitivity a specificity detekce stfedousni tekutiny dosahuje 70 az 90 %.

Nevyhodou této techniky je zavislost na spolupraci pacienta (Harmes et al., 2013).

56


https://www.proquest.com/docview/2229678191/5E4B0FC40A184A7DPQ/74?accountid=17239
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/secretory-otitis-media

2.5.4. Pneumaticka otoskopie

Pneumaticky otoskop poprvé predstavil Iékar Siegle v roce 1864. Tento l1ékat ho vyuzival
pro ziskani lepSich informaci o pohyblivosti tympanické membrany zejména u Spatné
spolupracujicich pacientti (Hayoung et al., 2022). Pneumaticka otoskopie je v klinické praxi
nejspolehlivéjsi metodou pro diagnostiku otitis media. Tato diagnosticka metoda vyuziva
osvétleni viditelnym svétlem a posuzuje pohyblivost bubinku (Kashani et al., 2021). Ru¢ni
pneumaticky otoskop predstavuje kombinaci standardniho otoskopu s tlakovou bankou
vytvarejici zmény tlaku vzduchu. Pied vysetfenim je proto nutné vytvofit pevné a vzduchotésné
spojeni mezi otoskopem a usnim kandlem pacienta pomoci specializovaného usniho zrcatka
s pryzovymi krouzky. Tlak vzduchu v u$nim kanalu musi byt dostatecné velky, aby bylo mozné
otoskopicky zviditelnit pohyb usniho bubinku. Zaroven musi byt tlak dostatecné bezpecny
a zamezujici poskozeni tympanické membrany. Tlak vzduchu z pneumatické banky by mél
poskytovat podtlak i pietlak, aby bylo mozné obousmérné pohybovat s usnim bubinkem
(Kashani et al., 2021; Won et al., 2020). Provedeni pneumatické otoskopie je zobrazeno
na Obrazku 17.

Obrazek 17: Provedeni pneumatické otoskopie (upraveno dle Kenneth, 2018)

Standardni provedeni pneumatické otoskopie je obtizné a zahrnuje nékolik tikont najednou.
Nejprve musi 1ékat uchytit baiikku insuflatoru a otoskop, dale musi bezpecné manipulovat
s hlavou a u$nim boltcem pacienta a v neposledni fad¢ musi stiidavé stlatovat a uvoliovat
vzduch pomoci insufldtoru. VSechny tyto ukony musi byt provedeny pii zachovani t€snéni mezi
zrcatkem a zevnim zvukovodem (Kenneth, 2018). Pneumatické otoskopie ma velky potencial,

jelikoz zvétseni pohybu identifikuje a vizualizuje pohyby pouhym okem neviditelné.
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Vyuziva se piedevs§im pro diagnostiku otitis media chronica suppurativa, protoze v piitomnosti
vypotku je pohyblivost usniho bubinku vyrazné¢ omezena. Pneumaticka otoskopie je Casto
popisovana jako obtizné proveditelna a z toho diivodu se v praxi pouziva jen ziidka. Piesnost
této diagnostické metody zavisi vyhradné na individualnich dovednostech vysettujiciho 1ékate
(Kashani et al., 2021; Won et al., 2020). Pfipojenim pneumatického otoskopu k endoskopu
a videokamete za uc¢elem zaznamenani videa pneumatické otoskopie mohou 1ékati sdilet své

nalezy na obrazovce a zaznamenavat dynamické pohyby membrany (Hayoung et al., 2022).
2.5.5. Akusticka reflektometrie

Metoda akustické reflektometrie byla poprvé pouzita v roce 1984 za ucelem zdokonaleni
diagnostiky otitis media s tvorbou vypotku, zejména u pediatrickych pacientti. Diagnostiku
onemocnéni pomoci této metody lze provadét u pediatrickych pacientd od veku ¢&tyt let.
Avsak je vyzadovana spoluprace ditéte, coz predstavuje znacnou nevyhodu. Akusticka
reflektometrie posuzuje pravdépodobnost otitis media s tvorbou vypotku prostfednictvim
mefeni reakce tympanické membrany na zvuk emitovany lehkym pifenosnym zafizenim.
Tato metoda oproti pneumatické otoskopii nevyzaduje vzduchotésné spojeni mezi piistrojem
a zvukovodem pacienta. Jedna se o velmi uzitetnou diagnostickou metodu pro hodnoceni
a screening onemocnéni, nebot’ jeji provedeni je snadné a rychlé (Lee et al., 2014; Muderris et
al., 2013). Vysledky akustické reflektometrie musi byt korelovany i s klinickym vySetfenim
pacienta (Harmes et al., 2013). Akusticka reflektometrie umoziiuje navic méfeni trovné sluchu,
které neni mozné stanovit pouze jednoduchou pneumatickou otoskopii ¢i tympanometrii (Lee

etal., 2014).
2.5.6. Opticka koherentni tomografie

Opticka koherentni tomografie je neinvazivni opticka zobrazovaci technika zalozena
na interferometru. Pomoci této metody dochazi k vizualizaci tympanické membrany a stfedniho
ucha scilem identifikovat patologické stavy. Tato technika umoziiuje zobrazovani
biologickych struktur in vivo s vysokym rozliSenim pomoci méteni ¢asového zpozdéni echa ¢i
velikosti a faze zpétné€ rozptyleného svétla. Je povaZzovéana za optickou analogii ultrazvuku
vyuzivajici infracervené svétlo k vytvareni hloubkoveé rozliSenych obrazi s rozliSenim
Vv mikronovém méfitku. Optickd koherentni tomografie miiZze poskytnout kvantitativni

strukturni informace 0 tympanické membrané. Mezi tyto informace patii méfeni tloustky

tympanické membrany, stanoveni pfitomnosti a rozsahu biofilmu ve sttednim uchu ¢i stanoveni
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pfitomnosti a opticko-mechanickych vlastnosti vypotku stfedniho ucha (Dsouza et al., 2018).
Poskytuje vizualizaci podpovrchové struktury cilové oblasti v redlném case a vyuziva se
predevsim k diferenciaci cholesteatomu od zanicené sliznice (Seong et al., 2022). Od svého
zavedeni na pocatku 80. let 20. stoleti je pro urceni piitomnosti cholesteatomu dilezitou
diagnostickou technikou nepostradatelnou pifi planovani operace. Pfed operaci by mély byt
opakovangé provedeny skeny usni dutiny pro identifikaci rozsahu onemocnéni, mozné destrukce
kosti ¢i anatomickych abnormalit (Kuo et al., 2015). V pfipadé recidivujiciho onemocnéni by
m¢ély byt pomoci tomografie zobrazeny spankové kosti, aby bylo mozné vyhodnotit potencialni
tvorbu cholesteatomu nebo mastoidniho abscesu. Pfi v€asném odhaleni téchto patologickych
struktur je onemocnéni stale chirurgicky korigovatelné (Mittal et al., 2015). Na Obrazku 18 je

zobrazen zaznam této diagnostické techniky.

Obrazek 18: Snimky tympanické membrany (TM) pomoci optické koherentni tomografie
(A - fyziologicky stav; B — otitis media acuta) (upraveno dle Teague a Nolan, 2023)
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4. PREVENCE VZNIKU OTITIS MEDIA

Cilem prevence je snizit vyskyt otitis media a zabranit zavaznym komplikacim tohoto
onemocnéni — napf. zapal plic, sepse, meningitida ¢i jiné invazivni formy pneumokokové
infekce (Zahid et al., 2024). Na zaklad& specifického sloZzeni polysacharidového pouzdra
(hlavni faktor virulence bakterii) bylo identifikovano pfes 100 sérotypt Streptococcus
pneumoniae. Avsak kazdy z téchto sérotypt vykazuje potencial K vyvolani onemocnéni.
VétSina piipada otitis media po celém svété je obvykle spojena s nékolika konkrétnimi sérotypy
(Chapman et al., 2024). Jako preventivni opatieni proti vzniku tohoto onemocnéni vyvolaného
pneumokoky byly vyvinuty 2 typy tzv. pneumokokovych vakcin, a to vakciny polysacharidové
a konjugované (Zahid et al., 2024). Ockovani proti pneumokokim je v soucasné dobé
doporucovano dospélym jedinciim s rizikovymi faktory vyskytu vaznych komplikaci po infekci
a détem do dvou let. Déle je o¢kovani vhodné pro jedince s chronickym poskozenim nékterych
organt (napf. srdecni selhani, chronicka respiracni onemocnéni nebo imunosuprimovany
imunitni systém jedince). Do kategorie imunokompromitovanych jedincti patii napt. jednotlivci

s primarni a sekundarni imunodeficienci (Segundo a Condino-Neto, 2021).

Primarni imunodeficience je zodpovédna nejen za zvysSenou nachylnost k infekénim
onemocnénim, ale rovnéz zvySuje predispozici k alergiim, malignitam, autoimunitnim
a autozanétlivym staviim. V posledni dobé se termin primdrni imunodeficience stile vice
nahrazuje pojmem ,vrozena porucha imunity* (Segundo a Condino-Neto, 2021). Osoby
S primdrni imunodeficienci jsou vystaveny riziku pneumokokové infekce v disledku
genetického defektu v imunitnim systému (Froneman et al., 2021). Vétsina poruch primarni
imunodeficience zpusobuje zmény v zakladnich imunitnich procesech, ¢imz se zvySuje
nachylnost k infekci vyvolané béznymi i oportunnimi patogeny. Vrozené poruchy imunity maji
také souvislost se zménami v regulaci imunitniho systému (Segundo a Condino-Neto, 2021).
Soucasné doporuceni pro vakcinaci téchto osob je jedna davka pneumokokové konjugované
vakciny Prevenar 13 a nasledna pneumokokové polysacharidovd vakcina Pneumovax 23
po uplynuti alespont 2 mésicti. O¢kovani proti pneumokokiim je pro tyto pacienty povazovano

za bezpecné, jelikoz vakciny neobsahuji zivé mikroorganismy (Froneman et al., 2021).

Sekundarni imunodeficience nastava v piipad€, pokud je imunitni systém jedince narusen
vn¢jsimi faktory. Mezi tyto vngjsi faktory se fadi napi. infekéni onemocnéni, malignity,

imunosupresivni terapie a zavazné environmentalni podminky (Froneman et al., 2021).
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Pokud jsou pediatricti pacienti trpici sekunddrni imunodeficienci ockovani, je jejich
imunogenicita srovnatelnd s imunogenicitou zdravych vrstevnikli. S postupem casu vsSak
dochazi k postupnému snizovani imunitni odpovédi. Pokud nedojde k opakovanému
preoc¢kovani, zistavaji tito pacienti ohrozeni rozvojem infekce. Z tohoto divodu je dilezité
pravidelné monitorovat minimalni hladiny protilatek u téchto jedincii. Pokud imunitni odpoved’
klesne pod uroven poskytujici dostatecnou ochranu, mély by byt t€émto détem podavany
posilovaci davky vakciny (Esposito et al., 2015). Pokud jedinec trpi sekundarni
imunodeficienci je doporucena pneumokokova konjugovana vakcina Prevenar 13. Tato vakcina
prokazuje vysokou imunogenitu, coz vede k vytvoreni vyssich hladin protilatek a k rozvoji vétsi
imunologické paméti. Pokud po podéni této pneumokokové konjugované vakciny neni
zaznamenana adekvatni protildtkova odpovéd’, doporucuje se didle podani pneumokokové

polysacharidové vakciny Pneumovax 23 (Froneman et al., 2021).
4.1.1. Pneumokokové polysacharidové vakciny

Roku 1977 byla udélena licence prvni pneumokokové vakciné v USA. Jednalo se 0 14-valentni
nekonjugovanou purifikovanou pneumokokovou polysacharidovou vakcinu. V roce 1983 tuto
vakcinu nasledovala 23-valentni vakcina stejného typu (Thong et al., 2023). Pneumokokové
polysacharidové vakciny obsahuji polysacharidy reprezentujici 23 sérotypi Streptococcus
pneumoniae (Zahid et al., 2024). Tyto vakciny jsou dostupné ve formé¢ jednorazovych
injek¢nich lahvicek o objemu 0,5 ml nebo lahvic¢ek 0 vice davkach o objemu 5 ml. Vakciny se
aplikuji intramuskularn€ nebo subkutanné do deltového svalu nebo lateraln€é do poloviny
stehna. Mezi béZzné nezadouci ucinky vakcin patii mirné reakce, jako je otok a bolest v misté
vpichu, bolest hlavy a celkova inava (Daniels et al., 2016). Antigeny ve formé polysacharidt
nevyvolavaji aktivitu T-bunék a nevytvaieji dlouhodobou pamét B-bunék. B-buiky se
vyskytuji v peritoneédlnich a pleuralnich télesnych dutinach, ale mohou byt taktéZ nalezeny
v kostech a ve slezing, kde konstitutivné¢ produkuji pfirozeny imunoglobulin M (IgM).
Protilatky tvofené B-bunikami hraji kli¢ovou roli v eliminaci apoptickych bunék a toxickych
metabolitl z obéhového systému. Kromé toho rychle reaguji na infekce, jsou tak primarni
obranou proti mikrobialnim patogeniim (Jaufmann et al., 2021). Povrchové polysacharidové
antigeny vsak nepfipravuji imunitni systém na opakovanou reakci po dalsi expozici. U kojencti
s nejvysSim rizikem invazivnich pneumokokovych onemocnéni jsou tyto vakciny malo

imunogenni. Z tohoto diivodu byla vyvinuta technologie konjugace vakcin (Naus, 2023).
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4.1.2. Pneumokokové konjugované vakciny

Ke schvaleni pouzivani prvni pneumokokové konjugované vakciny doslo v roce 2000 (Thong
et al., 2023). Konjugace pneumokokové vakciny spoéiva v pfipojeni polysacharidu
Kk proteinovému nosici, ¢imz se dosahne reakce zavislé na T-bunkach a indukuje se pamét
B-bun¢k. V disledku téchto inovaci ziskaly pneumokokové konjugované vakciny velkou
popularitu (Naus, 2023). Konjugovana varianta vakcin vede Kk u¢inn&jsi a dlouhodobéjsi
imunitni odpovédi. Prvni licencovana 7-valentni konjugovand pneumokokova vakcina
vyuzivala jako nosny protein netoxickou variantu difterického toxinu. Postupné byly
do riznych formulaci pneumokokovych vakcin zaélenény rizné nosné proteiny nebo
proteinové komplexy jako napt. diftericky a tetanovy toxoid, proteinovy komplex vnéjsi
membrany meningokoka, ¢i protein D Haemophilus influenzae (Thong et al., 2023). Piestoze
jsou tyto vakciny Géinné proti vzniku otitis media, jejich riziko stale spociva v proménlivosti
sérotypl patogenti zpusobujicich toto onemocnéni. Pokud patogeny vyznacuji odlisny sérotyp,
vakcina neni u¢inna. Pneumokokové 7-valentni konjugované vakciny byly postupné nahrazeny
novymi typy, a to 10- a 13-valentnimi konjugovanymi vakcinami (Moraes et al., 2020; Zahid
etal., 2024). Pneumokokové konjugované vakciny byly ptidany do zakladni série ockovani déti
ve 2., 4. a 6. mésici s posilovaci davkou ve 12. az 15. mésici zivota (Schilder et al., 2016).
Po zavedeni vakcin pneumokokové konjugované vakciny Prevenar 7 a Prevenar 13 doslo
ke snizeni mnozstvi ptipadu otitis media, coz ukazuje na dilezitost téchto vakcin, a pfedevs§im
na imunizaci proti pneumokoktim v raném véku zivota (loannidis et al., 2023). V soucasnosti
jsou k dispozici komeréné€ dostupné konjugované vakciny Prevenar 13 a Prevnar 20. Tyto typy
vakcin jsou konjugovany s extracelularnim proteinem Corynebacterium diphtheriae (Zahid et
al., 2024).

4.1.3. Vakciny proti Haemophilus influenzae a Moraxella catarrhalis

Zavedeni vakcin proti netypovatelnym kmenim Haemophilus influenzae vedlo ke zménam
v distribuci téchto patogenti zptisobujicich otitis media. Netypovatelné Haemophilus influenzae
jsou jednou z nejcastéjsich pfic¢in akutnich a recidivujicich zanétu stfedniho ucha, a to z divodu
schopnosti vytvafet biofilm v nosohltanu. Pneumokokové konjugované vakciny s nosnym
protein D a 7-valentni pneumokokové konjugované vakciny proti Haemophilus influenzae
nevykazuji rozdilny vliv na kolonizaci nosohltanu. Geneticka rozmanitost mezi kmeny NTHi

ma za nasledek sekvencni heterogenitu mnoha povrchovych antigenil a vakciny proti tomuto
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patogenu jsou tak aktivni oblasti vyzkumu. Ochranu populace pted Haemophilus influenzae

I pfed pneumokoky ptedstavuje 10-valentni konjugovana vakcina (Murphy, 2015).

Vakciny proti Moraxella catarrhalis jsou prevenci diky schopnosti snizovat mikrobialni
kolonizaci nosohltanu, blokovat migraci potencionalnich patogenii do stfedniho ucha
a do dolnich cest dychacich, ¢i inhibovat rist bakterii v téchto oblastech dychaci soustavy
(Perez a Murphy, 2017). Avsak u déti vakcinovanych piimo v prub&éhu nemoci, Moraxella
catarrhalis vykazuje ve srovnani s obdobim pied zavedenim pneumokokové konjugované
vakciny dokonce zvySenou Cetnost na sliznici nosohltanu (Murphy, 2009). Podani vakciny
proti Moraxella catarrhalis napomaha odstranovani kopatogent poskytujicich moznou pasivni
rezistenci vuci antibiotikiim a vakcinace tak zvysuje i efektivitu antimikrobialni 1é¢by otitis

media (Perez a Murphy, 2017).
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5. ZAVER

Bakteridlni biofilm je slozitym jevem mikrobiologie a hraje kli¢ovou roli v patogenezi mnoha
infekénich onemocnéni, véetné otitis media. V této praci byly popsany zakladni informace
0 struktufe bakterialniho biofilmu, procesu jeho tvorby véetné metod detekce. Strukturalni
a metabolické zmény v biofilmové komunité vytvaieji prosttedi odolné viici t¢inkiim mnoha
latek vcetn€ antibiotik. Bakterie uvnitf biofilmt jsou chranény pied ucinky téchto latek, coz je
castym divodem neucinné standardni terapie. Tento problém ma zna¢ny dopad na klinickou
praxi, protoze zpusobuje komplikace pii 1écbé infekci spojenych s biofilmy a mulze vést
k chronickym a recidivujicim onemocnénim. Infekce spojené s tvorbou biofilmid mohou byt
obtizné 1écitelné a vyzaduji pristup zohlednujici charakteristické znaky biofilmovych struktur

a jejich interakce s hostitelskym prosttedim.

Zanét stfedniho ucha se muze projevovat Vv riznych klinickych formach, z nichz ma kazda
specifické charakteristiky a pfiznaky. Otitis media acuta je nejbéznéjsi formou tohoto
onemocnéni a obvykle je zpisoben bakterialni nebo virovou infekci. Otitis media chronica
muze byt spojen s opakujicimi se infekcemi nebo pietrvavajicimi symptomy, jako je vytok
z ucha, ztrata sluchu nebo chronicka bolest. Perzistujici a recidivujici otitis media ptredstavuji
zavazny problém v klinické praxi, zejména v souvislosti s nadmérnym uzivanim antibiotik
atvorbou bakteridlnich biofilmd. Pochopeni jednotlivych forem otitis media je klicové

pro spravnou diagnostiku a terapie téchto infekci.

Diagnostika otitis media a identifikace hlavnich ptvodcti tohoto onemocnéni, a to véetné
analyzy jejich faktor virulence, pomaha v klinické praxi 1épe porozumét pribéhu infekce.
Diagnostické metody jako je napf. otoskopie, otomikroskopie, tympanometrie ¢i pneumatické
otoskopie umoznuji lékaiim detailné vySetfit stav ucha, posoudit pfitomnost tekutiny nebo

hnisu a identifikovat pfiznaky otitis media.

Prevence vzniku otitis media je dulezitym cilem v oblasti zdravotnictvi, zejména u déti nejvice
nachylnych k této infekci. Vyvoj vakcin proti hlavnim patogeniim zodpovédnych za vznik
zanétu stiedniho ucha byl klicovym pokrokem v ochrané zdravi populace a snizovani vyskytu

komplikaci spojenych s timto onemocnénim.

Zéaverem lze fict, ze do budoucna by mélo byt cilem zredukovat nadmérné uzivani antibiotik
v terapii mnoha onemocnéni, nebot’ dochazi k postupnému rozvoji rezistentnich kment

a zvySuje se mnozstvi perzistentnich infekci. Dilezitym smérem pro budouci vyzkum je také
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dalsi zkoumani mechanismi tvorby biofilmi a identifikace novych terapeutickych cili
pro 1é¢bu biofilmem asociovanych infekci. Zaroven by 1ékati by méli mit dostate¢né znalosti
a dovednosti v pouzivani diagnostickych technik otitis media. Pfesna interpretace vysledki
téchto metod a spravné posouzeni stavu ucha jsou totiz kli¢ové pro tispé$nou identifikaci otitis
media a vhodnou terapii. Z tohoto diivodu je nezbytné pravidelné skolit 1ékaie a poskytovat jim
informace o novych metodach diagnostiky otitis media a o metodach detekce bakterialniho
biofilmu. Celkové je dulezité zlepSit strategic prevence a 1éCby otitis media s cilem
minimalizovat negativni dopady této choroby na zdravi jednotlived a snizit zatéz

zdravotnickych systému.
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