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SOUHRN

Streptococcus mutans patri medzi primdrnych kolonizatorov
Ustnej dutiny. Vdaka vhodnym virulenénym faktorom -
produkcia glukanov, rezistencia voci kyselindm, prirodzena
kompetencia a tvorba kompaktného biofilmu, ma istt vyhodu
oproti inym primarnym kolonizdtorom. Je povazovany za
hlavny etiologicky agens zubného kazu. V sucasnosti je
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Legénova K., Bujddkova H.: The role of Streptococcus
mutans in the oral biofilm

Streptococcus mutans is one of the primary colonizers of the
oral cavity. Carriage of the appropriate virulence factors -
production of glucans, acid resistance, natural competence,
and ability to form compact biofilm, confers a certain advan-
tage to S. mutans over other primary colonizers. It is believed

VSEOBECNA CHARAKTERISTIKA
ORALNEHO BIOFILMU

Clovek je pocas svojho Zivota kolonizovany réznymi
mikroorganizmami (1], ktoré vyznamne ovplyviiuju jeho
fyziologicky status [2, 3]. Ustna dutina predstavuje vhod-
né prostredie pre rast mikroorganizmov vdaka vlhkosti,
optimalnej teplote (35-36 °C), vhodnému pH (6,75-7,25)
a dostato¢nému prisunu zivin [4, 5]. Ordlne mikroorga-
nizmy tvoria v ustnej dutine (zubna sklovina, dasna,
jazyk) plak odborne nazyvany aj oralny biofilm [6]. Je
to funkcne a Strukturalne organizované spolocenstvo
mikroorganizmov, obklopené extracelularnym matrixom
zloZenym z exopolymérov a DNA, ktoré je prirodzenou
sticastou ustnej dutiny u zdravych jedincov, pri¢om po-
skytuje hostitelovi vyhody (ochrana pred patogénnymi
mikroorganizmami) [7, 8, 9, 10]. Ak dojde k naruseniu
prirodzenej homeostdzy medzi hostitelom a mikroor-
ganizmami, objavuju sa infekcie, ktoré mézu spdsobit
az zubny kaz ¢i parodontitidu [11]. Vo vSeobecnosti je
tvorba biofilmu pre mikroorganizmy vyhodna z hladiska
ich prezitia. Matrix, ktory ich obklopuje, im poskytuje
ochranu voci toxickym latkam, UV Ziareniu, antimik-
robidlnym latkam, mechanickému poskodeniu alebo
bakteriofdgom, ¢i imunitnej odpovedi hostitela [12].
Formovanie biofilmu prebieha v $iestich zakladnych §ta-
diach - prvou fazou je prisadnutie planktonickych buniek
na bioticky alebo abioticky povrch pomocou adhezinov.
Tento proces je reverzibilny. Prichytené bunky sa mnozia

zubny kaz povazovany za fenomén suvisiaci s metabolickou
aktivitou baktérii v ordinom biofilme a ma vyznamny nielen
zdravotny, ale aj socioekonomicky dopad.
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to be the main etiological agent of dental caries. Currently,
dental caries seems to be a phenomenon related to the meta-
bolic activity of bacteria in the oral biofilm with an impact
not only on health but also on socio-economic outcome.
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a produkuji makromolekuly, ¢im k sebe navzajom prilnu
avytvoria sa tak mikrokolénie. Rastom mikrokolénii do-
chadza k vylucovaniu polysacharidov, proteinov, lipidov
auvoltiovaniu DNA. Tvor{ sa tak matrix obalujtici bunky
a biofilm dozrieva - maturuje. Vplyvom réznych faktorov
dochddza k heterogénnemu usporiadaniu buniek a mo-
lekil v biofilme a k vzniku kanalov a dutiniek. Tie sliZia
na prisun Zivin do hlbsich §truktar biofilmu. V pripade
nepriaznivych podmienok (napr. vycerpanie Zivin, nedo-
statok miesta) sa z biofilmu uvoltiuju disperzné bunky,
ktoré pri vhodnych podmienkach adheruju a vytvaraju
novy biofilm, na inom mieste (obr. 1) [13, 14, 15].
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Obr. 1. Schéma formovania biofilmu

Fig. 1. Schematic representation of biofilm formation
[Legéinova, 2015]
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Ustna dutina, rovnako ako iné biotopy v tele ¢loveka, je
kolonizovana charakteristickou a komplexnou mikrofls-
rou, ktord je zloZena z prvokov, kvasiniek, mykoplaziem,
Archaea a eubaktérii. Iba asi polovica z tychto mikroorga-
nizmov je kultivovatelna. Pomocou réznych postupov,
nezavislych od kultivacie, sa doposial podarilo identifi-
kovat 1200 taxénov. Pritom v tstnej dutine jednotlivca
je mozné identifikovat len priblizne 100 druhov z tohto
poctu (16, 17, 18]. ZloZenie Ustnej mikrofléry sa meni
v zavislosti od povrchu, napriklad na mukéznom povrchu
sliznice je velmi nizke zastipenie mikroorganizmov.
Dévodom je neustale odlupovanie sa vrchnej casti buniek,
tzv. deskvamacia. Naproti tomu je na zubnom povrchu
najvyssie zastipenie mikrobidlnej biomasy v ramci tstnej
dutiny. V zdrezoch Zuvacich pléch molarov sa vyskytuju
najma aerébne a fakultativne anaerébne, sacharolytic-
ké, Cram-pozitivne baktérie, prevazne streptokoky a len
velmi nizky pocet anaerébnych alebo Gram-negativnych
baktérii. V gingivalnom vacku s v prevahe proteolytické,
obligidtne anaerébne Cram-negativne baktérie. Sliny
obsahujui 108 mikroorganizmov/ml, ktoré pochadzaju
zroznych casti tistnej dutiny, najma jazyka [19]. Ordlna
mikrofléra je pre hostitela prirodzena a v ¢ase relativne
nemennd. NaruSenim homeostazy dochadza k vzniku
infekénych ochoreni. PomnoZenim acidorezistentnych
a acidotolerantnych druhov baktérii, ako st streptoko-
ky, laktobacily alebo bifidobaktérie, dochadza k tvorbe
zubného kazu. Na prepuknuti parodontitidy sa podie-
lajt proteolytické baktérie, ako st obligdtne anaerébne
Gram-negativne druhy z rodov Prevotella, Porphyromonas,
Fusobacterium, Treponema, Tannerella a niektoré nekultivo-
vatelné druhy, vyvolavajuce zapal [11, 19].

Pri vyvoji oralneho biofilmu zohravaju délezitu ulohu
molekuly bakterialneho pévodu (lipoteichoové kyseli-
ny, extracelularne polysacharidy syntetizované gluko-
zyltransferdzami a fruktozyltransferazami) a molekuly
pochadzajtice zo slin hostitela (proteiny bohaté na prolin,
amylazu, histatin, lyzozym, peroxidazu, mucin), ktoré
tvoria film oznacovany ako pelikula. Na pelikulu sa spo-
¢iatku reverzibilne viazu kolonizujice mikroorganizmy
cez slabé fyzikilno-chemické vizby medzi nabitymi che-
mickymi skupinami v povrchovych §truktirach mikroor-
ganizmov. Tato vdzba sa moZe stat permanentnou pro-
strednictvom interakcii medzi bakteridlnymi adhezinmi
a komplementdrnymi vizobnymi miestami na pelikule.
Prvotnymi kolonizatormi istnej dutiny st najmad strepto-
koky (tvoria az 80 % z celkového poctu mikroorganizmov,
ktoré sa podielaju na prvotnej kolonizacii ustnej dutiny),
v menSej miere baktérie rodu Actinomyces, Capnocytophaga,
Eikenella, Haemophilus, Prevotella, Propionibacteriuma Veillonella.
Ich hlavnou tlohou pri formovani biofilmu je produkcia
roznych typov adhezinov (antigén I/II, PaG, SspA, amyla-
zu viaZice proteiny a iné), ktoré sliZia na naviazanie sa
na vazobné miesta na pelikule hostitela a ako receptory
pre naviazanie sa sekundarnych kolonizatorov (koadhé-
zia), ¢im sa zvy$uje rozmanitost a formuje sa viacdruho-
vy biofilm [20]. Prisadnuté baktérie syntetizuji rézne
extraceluldrne polyméry a formuju matrix biofilmu,
ktory je, vdaka svojej schopnosti viazat a zachovavat si
rézne molekuly (napr. enzymy), biologicky velmi aktivny
[21, 22, 23].

V ustnej dutine sa rozlisuju dva typy biofilmu, ktoré sa
lisia miestom vyskytu (subgingivalny a supragingival-
ny) a mikrobidlnym zloZzenim. Supragingivalny plak
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je zlozeny z aktinomycét, streptokokov, laktobacilov
a kandid, ktoré vytvaraja prvi vrstvu. Pofas maturacie
biofilmu dochddza k agregacii a rastu inych druhov bak-
térii, pricom po siedmych diioch dochadza k zniZeniu
poctu streptokokov a zvySeniu poctu baktérii Fusobacterium
nucleatum. Po troch tyzdiioch sa supragingivalny plak
za¢ina morfologicky podobat subgingivalnemu plaku.
Ten sa sklada zo Styroch vrstiev, pricom prvu vrstvu
tvoria bunky aktinomycét. V druhej vrstve subgingival-
neho plaku st pritomné baktérie vretenovitého tvaru
- F. nucleatum a Tannerella sp. Tretia a §tvrtd vrstva biofilmu
pozostava najmad z klastrov baktérii z taxénov Cytophaga-
-Flavobacterium-Bacteroides a Tannerella, Prevotella a Bacteroidetes
(11, 24, 25].

Komunikacia medzi jednotlivym druhmi mikroorganiz-
mov v oralnom biofilme je sprostredkovand pomocou
quorum sensing (QS) mechanizmu. Tymto terminom
sa oznacuje schopnost mikroorganizmov v biofilme vy-
lucovat a detegovat molekuly autoinduktorov, ktoré sa
v biofilme hromadia v priamej zavislosti od zvysujticej sa
hustoty buniek [20, 21, 24, 25]. Ak hladina autoindukto-
rov dosiahne tzv. prahovi hodnotu (,,threshold level®),
aktivuji sa receptory, ktoré pomocou kaskady prenosu
signalu zapnu gény, ktoré su v bakterialnych bunkach
zodpovedné za koordindciu mikrobidlnej populacie [26].
QS mechanizmus je zodpovedny za riadenie takych pro-
cesov v biofilme, ako je adherencia buniek na povrchy,
tvorba spér, kompetencia buniek, bioluminiscencia ale-
bo expresia virulen¢nych faktorov. Ide o vysoko $pecificky
a presny proces riadenia [27, 28]. Autoinduktory st malé
molekuly, ktoré si bud schopné volne prechidzat cez
bunkové membrany, alebo st aktivne transportované
z buniek pomocou ABC transportérov, pripadne viz-
bou na membridnovo-viazand senzor-kinazu. Niektoré
autoinduktory st do buniek transportované pomocou
oligopeptidovych permeaz, ktoré nasledne interaguju
s intracelularnymi receptormi [29, 30].

Pri Gram-pozitivnych baktériach pozostavaju QS systé-
my z troch zloZiek - signdlneho peptidu a dvojzlozkové-
horegula¢ného systému TCSTC (Two-Component Signal
Transduction System). TCSTC je zloZeny z membrdnovo
viazanej histidin-kindzy (HK) a reguldtora zodpoved-
ného za medzibunkovi odpoved (RR - Intracellular
Response Regulator) [31]. Pri S. mutans je QS mechaniz-
mom regulovana ich schopnost prirodzene prijimat
cudzorodi DNA - prirodzend kompetencia, regulacia
tolerancie na pritomnost kyslych produktov v prostre-
di (ATR - Acid Tolerance Response) a schopnost tvorit
biofilm [32]. Za spustenie génovej kompetencie st pri
S. mutans zodpovedné produkty asponl piatich génov
- comAB a comCDE. Gény comC, comD a comE kéduju pre-
kurzory pre kompetenciu stimulujici peptid (CSP -
Competence Stimulating Peptid) - HK a RR [33]. Tieto
gény su kédované na chromozéme tesne vedla seba,
zatial ¢o ostatné dva gény comA a comB st lokalizované
na inej casti chromozému a kéduji ABC transportér
(comA) a pridavny protein (comB), ktoré st zodpovedné
za sekréciu CSP [34]. Zistilo sa, Ze okrem tychto piatich
génov ovplyviiuje kompetenciu S. mutans aj gén comX.
Je homolégom alternativneho sigma faktora, ktory bol
najdeny pri Streptococcus pneumoniae a riadi transkripciu
RNA polymerdz, ktoré sa podielaji na prepise génov ria-
diacich kompetenciu [35]. Bolo zistené, Ze rovnaké gény,
ktoré sa podielaji na prirodzenej kompetencii S. mutans



(comCDE) ovplyvriuju aj tvorbu biofilmu a ATR, pri¢om
ich expresia zavisi od hustoty buniek v prostredi 36, 37].

PODIEL STREPTOKOKOV
NA VZNIKU ZUBNEHO KAZU

Zubny kaz je stav, kedy dochadza k poskodeniu sklovi-
ny, pripadne aj zuboviny. Je to jeden z najcastejsie sa
vyskytujucich problémov sicasnej mediciny, ktory ma
aj vyznamny socio-ekonomicky dopad. Hoci sa vyskyto-
val uz v staroveku, povazuje sa za medicinsky problém
modernej doby. V Eurépe bol masovo rozsireny v 19. sto-
roci. Pokles nastal v 40.-60. rokoch 20. storocia, kedy sa
v Eurdpe zacalo s fluoriziciou vody a v neskorSom obdobi
aj zubnych past [38, 39, 40]. Zubny kaz vznika v désledku
premeny cukrov, prijimanych v potrave, na kyseliny,
ktoré rozrusuju zubnt sklovinu a dentin. K tejto premene
dochadza pésobenim baktérii ordlneho biofilmu. Zistilo
sa, zZe proces rozrusovania zubnej skloviny a dentinu
nie je kontinudlny, ale cyklicky. Fiza demineraliza-
cie sa strieda s fazou remineralizicie zubnej skloviny,
pricom k vytvoreniu zubného kazu déjde len v pripade
masivnejsej demineralizcie. K remineralizacii skloviny

a dentinu prispievaji najma sliny, obsahujice vapnik

a Cistenie zubov zubnymi pastami obsahujucimi fluorid

[40]. Délezitou sti¢astou prevencie vzniku zubného kazu

je spravna zivotosprava. Vysledky dvoch experimentov

[41,42] na potkanoch dokazali, Ze na vzniku zubného kazu

sa podiela prirodzena tistna mikrofléra ako aj pritomnost

cukrov v tistnej dutine, prijimanych v potrave. DolezZitym
zistenim [43] bol aj fakt, Ze k naruseniu zubnej skloviny
dochadza pri poklese pH pod 5,5. V tejto Studii sa zistilo,

Ze pH v Ustnej dutine rychlo klesd z pH 7na pH 5,5 a niZsie

po prijati cukrov, pricom cas potrebny na jeho tipravu na

pévodnu hodnotu je 40 mindt. Za narast pH na pévodnt
hodnotu st zodpovedné sliny, ktoré neutralizuji kyseliny

a odmyvaji zvysky potravy zo zubného povrchu a sliznic.

Okrem tychto experimentov bolo vykonanych niekol-

ko dalsich [44, 45], ktoré zhodne potvrdili kariogénny

(podielajici sa na vzniku zubného kazu) tc¢inok cukrov

(sachardzy, maltozy, fruktézy a glukézy). Zo spomenu-

tych préc tiez vyplyva, Ze na vznik zubného kazu ma

vplyv mnoZstvo a frekvencia prijimania cukrov v potrave,
pricom tento vztah je priamo imerny zavaznosti rozvoja
zubného kazu. Je potrebné rozlisovat zdroje prijimanych
sacharidov, kedZe niektoré potraviny ich obsahuju priro-
dzene - mlieko (laktéza), ovocie, zelenina. Zistilo sa, Ze

z celkovej dennej davky prijatych cukrov (118 g) dve tretiny

pochddzaju z potravin s umelo dodavanym cukrom, naj-

ma sladkych nealkoholickych napojov [46].

Vyvinutych bolo niekolko stratégii prevencie zubného

kazu zaloZenych ¢iuz na obrane hostitela, alebo oslabeni

patogéna. Do prvej skupiny patria:

1. zniZenie rozpustnosti zubnej skloviny posobenim
kyselin,

2. zvySenie schopnosti remineralizacie,

3. pokrytie zubnej skloviny ldtkou, ktord by vytvarala
ochranu pred prichytdvanim sa biofilmu. Druha sku-
pina zahfia:
® mechanické odstranenie zubného biofilmu,
® zmenu genetickej vybavy baktérii tak, aby sa zni-

zila ich schopnost metabolizovat cukry na kyslé
produkty a
® znizenie prijmu cukrov v potrave [47, 48].
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Najbeznejsim spolocenskym navykom prevencie zub-
ného plaku a vzniku zubného kazu je umyvanie zubov.
V pripade vhodnej techniky je tento spdsob odstrarova-
nia ordlneho biofilmu dostato¢ne efektivny, pri¢om na
zniZeni vzniku zubného kazu sa vo velkej miere podiela
prave fluorid pritomny v zubnych pastach [49].
DPetersen et al. [50] zistili, Ze vyskyt zubného kazu rastie
aj s pribudajicim vekom, pricom ludia vo veku 65 rokov
maju 22 zubov (z 32) pokazenych, s vypliou alebo im
chybaji. Osetrenie zubného kazu je pomerne finan¢ne
nakladné, ¢im sa stiva nedostupnym najmd pre znevy-
hodnené a chudobné obyvatelstvo (vydavky na oSetrenie
zubného kazu v roku 2011 v ramci 27 ¢lenskych Statov
Eurdpskej unie dosiahli 79 biliénov €) [48].
Nedostatocna distna hygiena moze viest k tvorbe zubného
kazu a jeho zanedbanie méZe mat vyrazne negativny
vplyv na kvalitu Zivota. Désledky spojené so zanedbanim
oSetrenia zubného kazu maju vyrazny vplyv najmd na
deti a adolescentov [51, 52]. NeoSetrenie zubného kazu
sposobuje mierne az silné bolesti, zubné sepsy [53, 54],
tazkosti pri Zuvani; sekundarnymi problémami potom
mozu byt tazkosti s u¢enim (neststredenost) [55], po-
ruchy spanku a chovania[56], zniZeny prijem potravy,
o vedie k strate hmotnosti a podvyzive, ¢im sa celkovo
narusi obranyschopnost organizmu [57].

Zastupcovia rodu Streptococcus si sticastou prirodzenej
ludskej mikroflory a najcastejsie st izolovani z tistnej du-
tiny, gastrointestinalneho a urogenitidlneho traktu [58].
Skupina mutans streptokokov zahfna druhy - S. mutans,
S. sobrinus, S. ratti, S. criceti, S. downeia S. ferus [59, 60, 61] a je
vo vSeobecnosti povazovana za vyznamného pévodcu
zubného kazu.

V sticasnosti rod Streptococcus zahitia 99 druhov. Vacsina
z tychto druhov je asociovana z ochoreniami ludi a zvierat
[62]. Viridujtce streptokoky sa radia do Styroch fyloge-
netickych klastrov - mitis, mutans, salivarius a angi-
nosus. Zriedkavo mézu tieto mikroorganizmy vyvolat
aj bakterémie, abscesy a infekéné endokarditidy [63,
64, 65, 66]. Mnohé kmene z tejto skupiny st prirodzene
geneticky kompetentné. Tato schopnost horizontilne-
ho génového prenosu im poskytuje selektivnu vyhodu
nad inymi mikroorganizmami vdaka lepSej adaptacii
na prostredie hostitela a vyhybaniu sa jeho imunitne;j
odpovedi [67, 68]. Tato geneticka diverzita zabezpecuje
roznorodost jednotlivych izolatov. Streptococcus mutans
je Cram-pozitivna, fakultativne anaerébna baktéria,
ktora sa vo volnej prirode nevyskytuje a jej prirodzenym
biotopom je istna dutina. Patri medzi prvych koloniza-
torov na zubnom povrchu. V sicasnosti je povazovana
za hlavny etiologicky agens zubného kazu [69, 70]. Jej
izolacia z ustnej dutiny u zdravych jedincov naznacuje,
Ze prostredie v ustnej dutine zohrava délezitu tlohu pri
aktivacii faktorov virulencie tohto mikroorganizmu.
Nadmernym rozmnoZovanim S. mutans dochadza k zmene
environmentalnych podmienok v tstnej dutine - klesa
pH v désledku schopnosti premieniat cukry (sachardza,
Skrob, glukoéza) prijaté v strave na kyslé produkty, ¢o mu
v kone¢nom désledku umoziiuje lepsie prichytenie sa na
povrch zubnej skloviny prostrednictvom extracelularnych
polysacharidov (EPS) - glukanov. Poklesom pH dochddza
k demineralizacii zubnej skloviny, ¢o méZe viest k vzniku
zubného kazu [71, 72]. Clukdny si syntetizované rézny-
mi povrchovo viazanymi glukozyltransferazami (CTF)
a tvoria hlavnt zlozku ordlneho biofilmu. Pri S. mutans
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boli doposial identifikované tri typy glukozyltransfe-
razovych enzymov (glukozyltransferdza typu B, C a D),
z ktorych kazdy sa podiela na syntéze strukturalne odlis-
ného typu glukanov [69]. GtfB (oficidlne Gtfl) primarne
syntetizuje nerozpustny glukan bohaty na a-1,3-glyko-
zidové vdzby. Tento typ glukanu slizi na naviazanie
S. mutans na iné mikroorganizmy v oralnom biofilme
(Candida albicans, Lactobacillus casei, Actinomyces viscosus) a je
zodpovedny za tvorbu Strukturalne pevného a kohézne-
ho matrixu biofilmu. Enzym je kédovany génom gtfB,
s velkostou 4,4 kbp a je sti¢astou gtfBC operénu (obr. 2)
(73,74, 75]. Stcastou tohto lokusu je aj gén gtfC, kodujuci
glukozyltransferazu typu C (GtfSI), ktorého velkost je 4,3
kbp. GtfC syntetizuje zmes rozpustného (a-1,6-glykozi-
dova vdzba) a nerozpustného glukanu (a-1,3-glykozidova
vazba), ktorych tlohou je vdzba S. mutans na ordlne po-
vrchy pri kolonizicii [76]. Enzymy gtfB a gtfC si vysoko
homologické (75 % identita aminokyselin) a ako uz bolo
spominané, tvoria stiast gtfBC operénu. Gény, ktoré ich
kéduju st od seba vzdialené 198 bp a predpoklada sa, ze
su prepisované oproti sebe a mézu podliehat rovnaké-
mu regulacnému mechanizmu. Stile ostava otazne,
¢i zdielaju spolo¢ny prométor, alebo ide o dva osobitné
prométory, ktoré s koordinovane exprimované [69].
Gén gtfD (obr. 2) je lokalizovany pred lokusom gtfBC a je
regulovany vlastnym prométorom [77]. Gény koédujice
glukozyltransferazy B a C st exprimované pri acidifikacii
alebo pri nadbytku glukézy a sacharézy v prostredi [78,
79]. Transkripcia a translacia génu gtfD je zvySena za
pritomnosti iénov medi v prostredi [80]. Kazdy z GTF en-
zymov md na amino-terminalnom konci signalny peptid
zlozeny z priblizne 38 aminokyselin. Tento signalny pep-
tid susedi s vysoko variabilnou doménou pozostavajicou
asiz 20 aminokyselin, ktoré st charakteristické pre kon-
krétny enzym [81]. Na C terminalnom konci je pritomna
sekvencia pozostavajuca zo série opakujucich sa motivov
aminokyselin. Tato sekvencia je odlisna pre GtfB a GtfC,
¢omoze Ciastocne vysvetlovat preferencie v adsorbovani
enzymov na oralne (GtfC) alebo mikrobidlne povrchy
(GtfB). Enzymy GtfB a GtfD maji podobni hydrofilnu
$truktdru. Enzym GtfC je taktiez hydrofilny, avsak na C
termindlnom konci ma hydrofébnu doménu. T4 moze
byt spojena s aktivitou enzymu na oralnych povrchoch.
Predpokladd sa, Ze tato aktivita je sprostredkovana cez
interakcie so Specifickymi makromolekulami pritom-
nymi v slindch, ako st lyzozym a a-amyldza [69, 82]. Na
expresiu génov kodujucich glukozyltransferazy maju
vplyv rézne pozitivne a negativne reguldtory. Medzi ni-
mi aj regulator katabolickej expresie RegM, Clp systém
zodpovedny za toleranciu na stres alebo dvojzlozkové
systémy VicRK a CovR, ktoré si zodpovedné za riadenie
virulencie pri S. mutans [82, 83]. RegM protein reguluje
katabolicku expresiu pri S. mutans a Staphylococcus sp. Jeho
regulacna funkcia je zalozend na inhibicii génov, ktoré
participuju na vyuziti alternativnych zdrojov uhlika a na
aktivacii expresie génov, ktorych produkty sa podielaju
na odstraneni nadbytku uhlika z buniek. Inaktivacia
proteinu RegM ma za nasledok nadmerny pokles expre-
sie gtfBC promotora [84]. Pre organizmy, ktoré musia
konstantne odolavat r6znym zmenam vonkajsieho pro-
stredia, je doélezité udrzanie bunkovej homeostazy. Na
tomto procese sa podielaju protedzy a s nimi asociované
chaperény. Ich tilohou je degradacia a recyklacia skrate-
nych, poskodenych alebo inak nefunkénych proteinov.
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Okrem toho systém protedz priamo reguluje fyziologicky
stav buniek kontrolou hladiny $pecifickych proteinov,
ktoré sa podielaju na zdkladnych bunkovych procesoch
ako transkripcia, replikdcia DNA alebo delenie buniek
(85, 86]. Clp proteolyticky systém je jednym z hlavnych
mechanizmov, ktory sa na tejto rovnovahe podiela. Ide
o dvojzlozkovy systém zloZeny z ATPazovej a proteolytic-
kej domény, ktoré st kddované na dvoch samostatnych
peptidoch. Clp proteolyticky (obr. 3) systém pri S. mutans
pozostava z ClpP proteolytickej podjednotky, ktord je
asociovana z jednou z troch ATPaz (ClpC, ClpE, ClpX)
[87, 88]. S. mutans kéduje okrem vysSie spominanych aj
ClpB a ClpL ATPazy, avsak tieto netvoria komplex s pro-
teolytickou podjednotkou ale plnia ilohu samostatnych
chaperénov [87, 89]. Kmene s deléciou clpP génu vykazuju
oslabeny rast v stresovych podmienkach, maju silnu
tendenciu agregovat, zniZenud ucinnost transformdacie
a nie st schopné tvorit biofilm v prostredi s glukézou
ako primarnym zdrojom uhlika [88]. Okrem toho bola
pri tychto mutantoch pozorovana zvysena citlivost na
dezinfekéné latky vyuzivané v ustnej hygiene, ako je
chlérhexidin, peroxid vodika alebo fluorid sodny [90,
91]. Dvojzlozkové systémy VicRK (Virulence Control)
a CovR (Control of Virulence) navzijom reguluji gény
zodpovedné za syntézu a interakciu s extracelularnymi
polysacharidmi (gtfB, gtfC, gtfD, gbpB, gbpC) [92, 93, 94]
a gény, ktoré sa podielaju na biogenéze bunkovej steny,
pricom st $pecificky aktivované prave pocas rastu vo faze

—
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Obr. 3. Mapa usporiadania génov clp pri S. mutans
Upravené podla Lemos a Burne, 2002 [88]

Figure 2. Map of the architecture of c/p genes in S. mutans
Adapted from Lemos and Burne, 2002 [88]



biofilmu. Transkripény regulitor VicRK je pozitivnym
reguldtorom tychto génov [94, 95], zatial o CovR ich po-
tlaca [96]. Dele¢ni mutanti AcovR vykazujui abnormalnu
$truktdru biofilmu, zvySent agregaciu buniek a niZsiu
schopnost kariogenicity [97]. Mutantné kmene v géne
vicK prejavuju poruchy pri deleni buniek a formovani
biofilmu v prostredi so sacharézou [98].

Ustny biofilm je okrem glukanov (10-20 % susiny) zloZeny
z fruktanov (1-2 %), proteinov (40 %), rozneho mnozstva
lipidov, vapnika, fosféru, horéika, fluéru a priblizne
80 % vody [99, 100].

SYNTEZA EXOPOLYSACHARIDOV IN SITU

- TVORBA MATRIXU USTNEHO BIOFILMU
Vyvoj matrixu tstneho biofilmu bol preskiimany pomo-
cou fluorescen¢nych préb pocas syntézy GTF exopolysa-
charidov [74, 79, 101]. Ten pozostava z niekolkych krokov
(obr. 4). Najskér sti na povrchoch primarnych kolonizato-
rov formované pociatocné glukany, ktorymi sa baktérie
zachytdvaji na ordlnych povrchoch. Tak dochadza k pr-

|peliku (a)

BUIAO]YS BUGNZ

----------------------- (d) mikrokolonie

ie \ komplex EPS -

SOUHRNNE SDELENI

votnej mikrobidlnej kolonizicii a formovaniu bunkovych
zhlukov. V druhom kroku vedie nepretrzita produkcia
glukanov insitu k zvi¢Sovaniu trojdimenzionalneho mat-
rixu biofilmu, pri¢om sa formuje jadro tvorené bakteri-
alnymi bunkami a exopolysacharidmi, ktoré sluzi ako
nosna konstrukcia pri tvorbe mikrokolénii. V tretom kro-
ku biofilm dozrieva, dochddza k ohrani¢ovaniu jednotli-
vych mikrokolénii glukdnmi, ¢im sa formuju agregaty
zloZzené z viacerych mikrokolénii [101]. Bolo zistené, ze
S.mutans v ramci viacdruhového biofilmu zvysuje expresiu
génov, ktoré sivisia so syntézou glukanov (gtfB, gtfC),
remodelingom tychto enzymov (dexA) a ich vazbou (gbpB)
[102]. Skimanim dvojitych mutantov S. mutans v génoch
gtfB a gtfC sa zistilo, Ze tieto nedokdzu formovat biofilm
bohaty na glukany, a tym nedochadza k tvorbe komplexu
glukany-mikrokolénie. Tym sa preukdzala klticova tiloha
tychto génov pri formovani oralneho biofilmu baktériou
S. mutans [101]. KedZe zubny kaz vznika v désledku rozru-
Sovania zubnej skloviny kyslymi produktmi primarnych
kolonizitorov, pomocou fluorescen¢ného pH indikatora
inkorporovaného do matrixu biofilmu, bolo merané pH

¥ GtfB,C,D

\(§ EPS (glukany)

4 Glukan - viaZuci protein
(GpbC)
_.~+{cHo] glykolyza

mechanizmy
zodpovedné za
toleranciu na nizke pH

o S. mutans

O iné acidogénne a acidurické MO (S.
sobrinus, S. salivarius, Lacrobacillu spp.,
Bifidobacterium dentium, Scardovia spp.)

skori kolonizatori
(S. oralis, S. gordoni, S.
r sanguinis, Actinomyces spp.

Obr. 4. In situ syntéza exopolysacharidov a formovanie matrixu kariogénneho biofilmu

Upravené podla Koo et al., 2013 [82]

Figure 4. In situ synthesis of exopolysaccharides and matrix formation of cariogenic biofilm

Adapted from Koo et al., 2013 [82]
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na réznych miestach ordlneho biofilmu. Zistila sa zna¢-
na variabilita, ktora moéze byt zapric¢inena fyzikalnymi
faktormi (rozkladanie rozpustnych glukanov a frukta-
nov enzymami pritomnymi v matrixe) alebo faktormi
metabolickymi (rozdielna metabolicka aktivita S. mutans
v ramci biofilmu) (69, 103]. Nizke pH bolo zaznamena-
né vo vnutri komplexov EPS-mikrokolénie a na povr-
choch zubov v mieste, kde sa mikrokolonie prichytavaju.
Okrem klinického vyznamu nizkeho pH (rozrusovanie
zubnej skloviny) dochddza vdaka zniZeniu pH taktiez
k formovaniu kompaktnej$ieho matrixu biofilmu, kedZze
znizenim pH v prostredi dochddza pri S. mutans k zvySenej
tvorbe glukanov [69, 78]. Na inhibiciu glukozyltransferaz
bolo uz v minulosti [104] vyskdsanych mnoho chemic-
kych zlicenin, ako si kvartérne amoéniové zliceniny,
alifatické aminy alebo protilatky. Okrem chemickych
zlicenin, boli vyskigané aj rézne prirodné latky (zeleny
¢aj, extrakty zrastlin) [105, 106, 107], niektoré iony (Fe*,
Zn*, Cu*) [108], oxidac¢né ¢inidla (chlérnany, bengalska
ruzova), pripadne biocidy (triclosan cetylpyridinium
chlorid) [108]. Ich inhibi¢na aktivita vSak bola ovela
vys$ia proti volnym enzymom v roztokoch, ako naviaza-
nym na hydroxyapatitové povrchy. Zatial najicinnejsim
inhibitorom GTF enzymov sa zda byt extrakt propolisu,
ktory bol uc¢inny proti GtfB a GtfC enzymom v roztoku,
ako aj naviazanym na povrchoch. Presny mechanizmus
ucinku zatial nie je znamy, ale zistilo sa, Ze na inhibiciu
aktivity GTF enzymov ma vplyv $truktira flavonoidov,
ktoré st hlavnou zlozkou propolisu s inhibi¢nym vplyvom
na tieto enzymy. Ako najucinnejsi inhibitor sa preukdzal
apigenin (4',5,7-trihydroxyflavon). Predpoklada sa, Ze
jeho aktivita suvisi s dvojitou vdzbu medzi C-2 a C-3,
ktora nie je pritomna pri inych flavonoidoch s nizsou,
pripadne so ziadnou inhibi¢nou aktivitou. Predpoklada
sa, ze dochadza k naviazaniu aminokyselin vo vedlajsich
retazcoch GTF enzymov na tito dvojitd vdzbu. Tieto
aminokyselinové zvysky st potrebné na expresiu kata-
lytickej aktivity GTF enzymov, ¢o pravdepodobne vedie
k inhibicii GTF enzymov apigeninom [109]. Neddvno
bola zaznamenand uspes$nd inhibicia syntézy glukanov
produkovanych naviazanymi GtfB enzymami pomocou
$pecifickych oligomérov typu proantokyanidinov s vy-
sokou molekulovou hmotnostou, ktoré boli izolované
zvodného extraktu brusnic. Presny mechanizmus ti¢inku
na CTF enzymy nie je znamy, zatial sa vie, Ze ide o an-
ti-adhezivny tcinok [110]. Uz niekolko rokov sa vedci
zaoberaji myslienkou vytvorit vakcinu proti zubnému
kazu s vyuzitim glukozyltransferdz a ich fragmentov ako
imunogénnych agens [111, 112, 113, 114]. Lokalna aplikicia
slepacich protilatok bola ti¢inna proti glukozyltransfera-
zam typu B, kedy doslo k radikdlnemu zniZeniu vyskytu
zubného kazu oproti kontrole u potkanov, avsak nebol

pozorovany ucinok na rozpustné glukany syntetizované
enzymom GtfD [115].

INTRACELULARNE POLYSACHARIDY

Produkcia glukdnov je délezitym virulencnym faktorom
S. mutans. Okrem vys§ie spominanych exopolysacharidov,
produkuju tieto oralne baktérie aj intracelularne polysa-
charidy (IPS - Itracellular Polysaccharides). Z hladiska
struktury su IPS polyméry typu glykogén-amylopek-
tin s a-1,4- a a-1,6-glykozidovou vazbou. V bunkach st
akumulované v podobe intraceluldrnych granul [116].
Na syntéze IPS sa pri S. mutans podielaji najmenej 3
enzymy: glykogén syntdza, glukézo-1-fosfat pyrofosfo-
ryldza a enzym podielajtici sa na vetveni. Sekvencnd
analyza genému S. mutans naznacuje, Ze domnelé gény
podielajtce sa na syntéze IPS st suicastou glg operénu,
ktory pozostava z génov glgB-glgC-glgD-glgA-glgP (obr. 5)
[117]. Podla vysledkov prac s inymi Gram-pozitivnymi
baktériami, gén glgA koéduje glykogén syntizu, glgB je
zodpovedny za syntézu glukan vetviaceho enzymu a gény
glgCa glgD kéduju podjednotky glukédza-1-fostat pyrofos-
forylazy [118, 119]. IPS sluzia ako zdroj polysacharidov
pre fermentacné procesy v bunkach pocas hladovania
[120, 121]. Spatafora et al. [122] skonstruovali mutantov
S. mutans schopnych syntetizovat zvy$ené mnozstvo IPS,
ktoré boli hyperkariogénne po infikovani gnotobiotic-
kych potkanov. Toto zistenie podporilo tvrdenia o IPS ako
dolezitom virulencnom faktore pre S. mutans. Proti smeru
transkripcie glg operénu lezi gén pul, ktory koduje enzym
pullulanazu, ktory je zodpovedny za hydrolyzu «-1,6
vazieb v rezervnom polysacharide pulluldne a v inych
polysacharidoch [123]. Enzym kédovany génom pul ma
na N-terminalnom konci domnelt pullulanazovi domé-
nu a na C-termindlnom konci alfa-amylazovi doménu
(123, 124]. Preto okrem pulluldnu moéze hydrolyzovat
amylopektin alebo glykogén [117].

ZAVER

Ustna dutina vdaka vhodnym podmienkam pre Zivot
roznych druhov mikroorganizmov predstavuje husto
kolonizovany biotop. Na oralnych povrchoch vytvaraju
kolonizujice mikroorganizmy plak - ordlny biofilm. Pre
toto osidlenie st najdélezitejsi primarni kolonizatori,
ktory vdaka stiboru virulenénych faktorov st schopni
prichytit sa na oralnych povrchoch a odoldvat nepre-
trzitym zmendam prostredia (pridenie slin, narazovy
prisun zZivin). Délezitym primarnym kolonizitorom je
S. mutans, ktory je v stcasnosti povazovany za hlavny
etiologicky agens zubného kazu. Je to vdaka jeho priro-
dzenej kompetencii, odolnosti voci kyslym produktom
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Obr. 5. Mapa usporiadania génov pu/ a glg pri S. mutans UA159

Upraveno podla Busuioc et al., 2009 [117]

Figure 5. Map of the architecture of pu/ and g/g genes in S. mutans UA159
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a schopnosti produkovat kompaktny matrix biofilmu,
¢im je v konkurencnej vyhode oproti inym primarnym
kolonizatorom tstnej dutiny.
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