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Uvod

Onemocnéni parodontu jsou celosvétové rozSifenym problémem a
dle rGznych epidemiologickych studii se tykaji az 90 % svétové populace.
V Ceské republice, kde jsou parodontopatie hlavni pFiginou piedéasné
ztraty zubu, potfebuje néjakou formu oSetfeni parodontu az 85 % jedincu
ve véku 20-70 let. Samotnou parodontitidu bychom nasli az u jedné tfetiny
¢eské populace ve véku 35-40 let.! Z uvedenych statistik je ziejmé, Ze je
vice nez zadouci tuto situaci zménit, a to nejen efektivni prevenci a
spravnou ustni hygienou, ale i v€asnou a efektivni diagnostikou jakékoliv
formy onemocnéni parodontu, nebot tyto onemocnéni Uzce souvisi nejen
se zdravim oralnim, ale tykaji se také vzdalengjSich tkani a organut a tim

padem celkového zdravi kazdého jedince.

Cilem této bakalarské prace je shrnout destrukCni mechanismy
parodontalnich patogend na tkané parodontu a zaroven poukazat na
dulezitost mikrobiologickych vySetfeni v parodontologii, jakozto pomocnych
postupu pfi stanoveni diagnézy a nasazeni vhodné podplrné léCby. Rovnéz
ma tato prace za cil prokazat, jestli je anaerobni kultivace a nasledna
identifikace parodontalnich patogent pomoci hmotnostni spektrometrie
MALDI-TOF uspésnym mikrobiologickym diagnostickym postupem a jestli

hmotnostni spektrometrie najde uplatnéni i v oboru parodontologie.

Ma bakalarska prace je rozdélena na dvé Casti — teoretickou a
praktickou. Teoreticka ¢ast se zabyva problematikou anatomie parodontu,
zubniho mikrobialniho povlaku a pfedevsSim problematikou parodontalnich
patogend, jejich mechanismem destrukce parodontalnich tkani a
mikrobiologickymi diagnostickymi metodami, kterymi je mozné tyto
patogeny identifikovat. V ramci praktické ¢asti byl proveden vyzkum, kde
byly odebrany vzorky biologického materialu od souboru pacientt s riiznymi

formami onemocnéni parodontu. Nasledné byla provedena anaerobni

1 SEDY, Jiti. Kompendium stomatologie. Praha: Stanislav Juhanak — Triton, 2016, s. 674, ISBN 978-80-7553-
220-6.



kultivace. Referen¢ni vykultivované bakterialni kolonie byly podrobeny
identifikaci hmotnostnim spektrometrem MALDI-TOF. Vysledky identifikace
pomoci hmotnostni spektrometrie a porovnani vysledk( nahodného vzorku
s vysledky DNA testl, které se v parodontologii hojné pouzivaji,
napomohou k prokazani &i vyvraceni naseho prfedpokladu, Ze anaerobni
kultivace a nasledna identifikace bakterii pomoci hmotnostni spektrometrie
MALDI-TOF je vhodna mikrobiologicka diagnosticka metoda pro uplatnéni

v oboru parodontologie.
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1 Teoreticka cast

1.1 Definice parodontu, jeho anatomie a histologie

Parodont neboli zavésny aparat zubu, jinymi slovy také podpulrny
aparat zubu nebo podplrné tkané zubu, mizeme definovat jako funkéni
systém meékkych a tvrdych tkani, jehoz existence je vazana na pfitomnost
zubu v dutiné ustni. Predstavuje soubor Ctyf zakladnich tkani, které
obklopuji a ukotvuji zub v zubnim alveolu a zaroven pfispivaji k zachovani

homeostazy v organismu.?

Podpurny aparat zubu se sklada jak z mékkych tkani (gingiva,
periodoncium), tak z tvrdych zubnich tkani (zubni cement, alveolarni kost)
(viz. obrazek 1 a 2). Z ontogenetického hlediska muzeme tyto tkané rozdélit
na tkané ektomezenchymailniho puvodu, coz jsou periodoncium, kofenovy

zubni cement a vlastni alveolarni kost, gingiva je puvodu ektodermalniho.?

Obrazek 1 — Schematické znazornéni anatomie parodontu
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Zdroj: MAZANEK, Jifi. Stomatologie pro dentalni hygienistky a zubni instrumentarky. s. 227

2 MAZANEK, Jifi. Stomatologie: minimum pro praxi. Praha: Triton, 1999, s. 38, ISBN 80-7254-032-7.
3 EICKHOLZ, Peter. Parodontologie od A do Z: zdklady pro praxi. Praha: Quintessenz, 2013, s. 3, ISBN 978-80-
86979-10-6.
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Obrazek 2 — Schematické znazornéni stavby parodontu
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Zdroj: KOVALOVA, Eva a kolektiv. Parodontoldgia I. s. 6

1.1.1 Funkce parodontu

Kazdy zub v ustni dutiné s pfilehlym parodontem tvofi funkéni jednotku.
Funkci parodontu je nékolik — funkce mechanicka, senzoricka, nutritivni,

imunologicka a formativni.

e Funkce mechanicka — je nejvyznamnéjSi, zdravy parodont
musi snaset zatizeni, které na néj pusobi skrze zub. Ma
schopnost ménit smér a silu tlakd a tahu a pfenést je na

struktury celé Celisti, nejen na kost alveolarniho vybézku.

e fFunkce senzoricka — parodont, jakozto oblast bohaté
inervovana velkym mnozstvim senzitivnich vétvi, které

zaroven inervuji také pulpu, patfi mezi nejcitlivéjSi struktury

12



zubu. Vykazuje obrovskou rozliSovaci schopnost, dokaze
mezi zuby rozeznat cizi téleso o velikosti nékolika tisicin
milimetru a zaroven je senzitivni souc€asti reflexniho oblouku,
ktery zabranuje fraktufe zubu pfi skousnuti tvrdého predmétu.
Tento reflex je pomalejSi, jestlize se jedna o zub
devitalizovany — riziko fraktury zubu stoupa. Nervy jsou

schopny rozeznat tah, tlak, bolest i pohyb.

Funkce nutritivni — vyzivovaci — obstarava ji sit' krevnich a
lymfatickych cév, ktera zabezpecuje vyzivu jednotlivych tkani

parodontu a zubu.

Funkce imunologicka — obranna, patfi také mezi velice
vyznamné funkce parodontu. Zodpovida za ni predevsim
dentogingivalni uzavér (attachment), ktery je pfirozenou

bariérou mezi vnéjSim a vnitfnim prostfedim dutiny ustni.

Funkce formativni — posunliva — jejim ukolem je spravné
umistnéni zubu v alveolu. Parodont je schopen posunu jak
okluzalniho, tak posunu horizontalniho. Okluzalni posun
nastava v dlsledku opotifebeni okluzalnich ploSek zubl
smérem koronarnim. Typicky se to projevi pfi ztraté
antagonistu — zubu protilehlé Celisti, kdy se dany zub muaze
ocitnout az v supraokluzi. O posunu horizontalnim mluvime
v pfipadé, Ze jsou zuby posouvany do stran. Hlavnim cilem
této prestavby je ustaveni funkéniho parodontu v nové vzniklé
pozici zubu, principem je apozice a resorpce kosti
alveolarniho vybézku, apozice zubniho cementu a funkéni
nasmeérovani periodontalnich ligament. Tato schopnost

pfizpusobit se je hlavnim principem ortodontické lécby.

4 SEDY, Ji¥i a René FOLTAN. Klinické anatomie zubi a Eelisti. Praha: Triton, 2009, s. 38, ISBN 978-80-7387-

312-7.
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1.1.2 Gingiva

Dasen (gingiva) je nejpovrchovéjsi parodontalni tkan. Ze vSech tkani
parodontu je jedind viditelna a vySetfeni pfimo dostupna.® Je to
modifikovana mastikacni sliznice, ktera kryje €ast alveolarniho vybézku
(nepokryva sliznici tvrdého patra) a ¢ast zubu, na némz jeji okraj sleduje

paralelné cementosklovinnou hranici.®

Stavba gingivy je odliSna od stavby ostatni sliznice ustni dutiny,
obsahuje totiz vétSi mnozstvi silnych kolagennich vlaken a zaroven ji chybi
slizni¢ni svalovina. Jeji epitel rozdélujeme do tfi typa — epitel oralni, epitel
sulkularni a epitel spojovaci. Epitel oralni kryje gingivu ze strany
vestibularni — €ni do cavitas oris propria, sulkularni epitel pokryva povrch
Sulcus gingivalis a epitel spojovaci (junkCni), najdeme v oblasti

dentogingivalniho uzaveéru.”

Jeji povrch kryje vnéjSi mnohovrstevny rohovéjici dlazdicovy epitel,
z vnitfni strany je sténa gingivy krytd epitelem mnohovrstevnym
dlazdicovym nerohovéjicim, ktery na dné& dasfiového zlabku (sulcus
gingivalis) plynule prechazi v epitel spojovaci.® SouCasné s epitelidini
tkani tvofi gingivu také vazivova vrstva (lamina propria), ktera je bohaté
nervove i cévné zasobena. Jedna se o fibrilarni tkan tvofenou predevsim

svazky kolagennich vlaken (struktura gingivy na fezu viz. obrazek 3).°

5> MAZANEK, Jii. Stomatologie: minimum pro praxi. s. 39

® EICKHOLZ, Peter. Parodontologie od A do Z: zdklady pro praxi. s. 3-5

7 SEDY, liti a René FOLTAN. Klinickd anatomie zub(i a &elisti. s. 34.

8 KOVALOVA, Eva a Zuzana TAPAJOVA. Parodontoldgia I. PreSov: PreSovska univerzita v PreSove, 2006. s. 8.
ISBN 80-8086-518-5.

° EICKHOLZ, Peter. Parodontologie od A do Z: zdklady pro praxi. s.3.
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Obrazek 3 — Vnitfni struktura gingivy na fezu (schéma)

a —dentin, b — sklovina, ¢ — zubni cement, d — sulcus gingivalis, e
— sulcus paramarginalis, f — fibrae gingivodentales, g — fibrae
alveologingivales, h — stippling, i — fibraecircumdentales, j — fibrae
dentogingivales, Cervené — dentogingivalni uzavér, rdzové —
volnda gingiva, Cervené Sipky — cement prekryvajici okraj korunky,
% — vnitfni gingivalni epitel, %% — vné&jsi gingivalni epitel

Zdroj: KLEPACEK, Ivo. Klinicka anatomie ve stomatologii. s. 119

Z morfologického a topograficko-anatomického hlediska gingivu
rozdélujeme na volnou — marginalni a pfipojenou — alveolarni. Marginalni
gingiva se v trojuhelnikovitych prostorech mezi zuby (frigona interdentalia)
formuje do takzvanych bradavkovitych vybé&zkl — interdentalnich papil

(viz. obrazek 4).10

Marginalni gingiva u zdravého parodontu ma svétle rizovou barvu,

je hladka a Siroka vrozmezi 0,8-2,5 mm.' Neni pfimo pfipojena

10 K EPACEK, Ivo. Klinickd anatomie ve stomatologii. Praha: Grada, 2001, s.115 ISBN 80-7169-770-2.
11 HELLWIG, Elmar, Thomas ATTIN a Joachim KLIMEK. Zdchovnd stomatologie a parodontologie. Praha:
Grada, 2003, 5s.239 ISBN 80-247-0311-4.
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k povrchu zubni korunky, tudiz tvofi prostor mezi zubem a papilou, ktery
se nazyva dasnovy Zlabek (sulcus gingivalis). Na jeho dné se nachazi
nejdulezitéjSi Cast gingivy a parodontu, takzvany attachment neboli
dentogingivalni spojeni.’? Na toto misto je z cévniho feci$té vyluGovana
plazmé podobna tekutina s obsahem proteinl a sacharidd - liquor
gingivalis, ktera ma antimikrobialni a protizanétlivé u€inky. Tato tekutina
rovnéz napomaha epitelu pfilnout k zubu. Priblizné na Grovni dna sulcus
gingivalis najdeme u tfetiny zdravé populace z vestibularni strany
paramarginalni ryhu, ktera oddéluje gingivu marginalni a gingivu

alveolarni.’

Alveolarni gingiva zasahuje od mukogingivalni hranice do urovné
dna gingivalniho sulcu. Ma Sitku 1-9 mm, u starSich lidi mize Sitka
pfibyvat. Na jejim povrchu po osuseni nachazime asi u 40 % populace
dospélych lidi takzvany stippling (doliCkovani, teCkovani).’® Toto jemné
doli¢kovani ukazuje misto pfiponu snopcl vazivovych vidken ke
gingivalnimu epitelu.'® V nékterych literaturach se uvadi, Ze stippling dava
alveolarni  gingivé  ,vzhled pomerancové kary“."” Jak uvadi
Mutschelknauss: ,Tento nalez je velice dulezity, protoze zietelné zmény
jsou zjistitelné uz pfi pocinajicim zanétu.“'® Pfi zanétu, v dusledku otoku

stippling totiz vymizi.'®

Alveolarni gingiva je v pevném spojeni s kosti alveolarniho vybézku,
nema podslizniéni vazivo.?° Mizeme fict, Ze doslova srdsta s periostem

kosti alveolarni, a tak vytvari mukoperiost.?! Toto pfipojeni ke kostnimu

12 MAZANEK, Jiti. Stomatologie: minimum pro praxi. s.39

13 KLEPACEK, Ivo. Klinickd anatomie ve stomatologii. s.115.

14 §KACH, Miroslav a kolektiv autort. Zdklady parodontologie: uc¢ebnice pro lékarské fakulty. Praha: Avicenum,
1984, s. 11.

S HELLWIG, Elmar, Thomas ATTIN a Joachim KLIMEK. Zdchovnd stomatologie a parodontologie. s. 239.

16 KLEPACEK, Ivo. Klinickd anatomie ve stomatologii. s. 115.

7 LINDHE, Jan. Clinical Periodontology and Implant Dentistry. 5th edition. Oxford: Blackwell Munksgaard,
2008, s. 8 ISBN 978-1-4051-6099-5

¥ MUTSCHELKNAUSS, Ralf E. a Peter DIEDRICH. Praktickd parodontologie: klinické postupy. Praha:
Quintessenz, 2002. Quintessenz bibliothek. s. 36. ISBN 80-902118-8-7.

19 SEDY, lifi a René FOLTAN. Klinickd anatomie zubd a éelisti. s. 33.

U URBAN, Frantidek. Stomatologie. Druhé ptfepracované a doplnéné vydani. Praha: Avicenum Zdravotnické
nakladatelstvi, 1976, s. 37

21 SEDY, li¥i a René FOLTAN. Klinickd anatomie zubi a Celisti. s.33.
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podkladu je tak pevné, Zze mizeme pozorovat kontury kosti a jednotlivych

zubnich 1GZek.22

Rozhrani mezi gingivou a alveolarni sliznici je tvofeno takzvanou
mukogingivalni hranici (linea girlandiformis). Je jasné viditelna jako
ohranieny vinity pfechod, kde se vyrazné méni rizova barva dasni v syté
Cervenou barvu oralni sliznice. Pfipojena gingiva v tuto oralni sliznici, ktera

je podlozena fidkym vazivem, volné pfechazi.?3

Obrazek 4 — Schematické znazornéni anatomie gingivy

sulcus
gingivalis

pfipojend gingiva

mukogingivalni hranice

alveolarni sliznice miba .

Zdroj: MAZANEK, Jifi. Stomatologie pro dentalni hygienistky a zubni instrumentarky.s.228

22 MUTSCHELKNAUSS, Ralf E. a Peter DIEDRICH. Praktickd parodontologie: klinické postupy. s. 36.
2 KLEPACEK, Ivo. Klinickd anatomie ve stomatologii. s. 115.
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1.1.3 Periodoncium

Periodoncium je soubor zavésnych vazl, ktery zajiStuje pevné a
zaroven pruzné spojeni zubu s kostnim alveolem a okolnimi tkanémi
parodontu.?* Tyto vazy, které maji podobu kolagennich vlaken
uspofadanych do silnych vazivovych svazkd (ligament), jsou produkované
vysoce specializovanymi bufkami — fibroblasty, které zabezpecuji nejen
produkci, ale také obnovu periodontalniho ligamenta v pribéhu Zivota
jedince.? Periodontalni vazy nalezneme v Uzkém prostoru, ktery se nazyva
periodontalni Stérbina. Nachazi se mezi sténou alveolu a kofenovym
cementem zubu. Je Siroka zhruba 0,25 milimetru, pfi¢emz nejuzsi je ve
stfedu (0,15 milimetru) a naopak nejsirsi je v oblasti kofenového hrotu (0,35

milimetru).

Periodontalni vazy mizeme z topograficko-anatomického hlediska
rozdélit na vazy supraalveolarni (plexus fibrosus marginalis) a vazy

intraalveolarni (ligamentum periodontale).

e Supraalveolarni vazy zabezpecluji spojeni okrskl [lamina
propria mucosae interdentalnich papil a vrcholkl kostnich
sept alveolu. Délime je podle jejich mista Uponu a struktur,

které navzajem spojuji, na vazy:

o

cirkularni (obkruzuji zub)

o

dentogingivalni (spojuji zub a gingivu)

o

alveologingivalni (spojuji kost a gingivu)

o

dentoperiostalni (spojuji zub a kost)

24 SLEZAK, Radovan. Preklinickd parodontologie. Hradec Kralové: Nucleus HK, 2007. Edice zubniho Iékafstvi
(Nucleus HK). s. 20. ISBN 978-80-87009-18-5.

25 STEJSKALOVA, litka. Konzervacni zubni lékafstvi. 2. vyd. Praha: Galén, 2008. Zubni lékaftstvi, s.14. ISBN 978-
80-7262-540-6.
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e Intraalveolarni vazy (také Sharpeyovy vazy) spojuji povrch
zubniho kofene se zubnim alveolem a oblasti furkaci kofenu
vicekofenovych zubu svrcholky kostnich sept mezi
jednotlivymi zubnimi alveoly (viz. obrazek 5). Délime je podle

prubéhu a podle mista, kde se nachazeji na:
o hrebenova
o horizontalni
o 8ikma
o apikalni

o interradikularni?®

Obrazek 5 — Intraalveolarni periodontalni vazy a jejich rozmistnéni

(schéma)
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Zdroj: SLEZAK, Radovan. Preklinicka parodontologie. s.20

Periodoncium rovnéz slouzi jako rezervoar bunék nezbytnych pro
zachovani a tvorbu kosti alveolarniho vybézku a kofenového cementu zubu
(osteoblasty, cementoblasty), ale obsahuje také burky, které je resorbuiji

(osteoklasty, cementoklasty). Jejich ukolem je pfestavba a remodelace

20 SLEZAK, Radovan. Preklinickd parodontologie. s. 20.
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téchto tkani v procesu hojeni, cozZ je vzhledem k vysokému poctu bunék a

vysoké regeneracni schopnosti velice rychly proces.?”

Obrazek 6 — Funkéni priibéh viaken marginalni a pfipojené gingivy na sagitalnim
fezu

1 — dentogingivalni viakna (koronarni a horizontalni), 2 — alveologingivalni viakna,
3 — dentogingivalni (apikalni) a cirkularni vlakna, 4 — transseptalni vlakna

L

Zdroj: MUTSCHELKNAUSS, Ralf E. Prakticka parodontologie: klinické postupy. s.44

Obrazek 7 — Struktura gingivalnich viaken na horizontalnim fezu

1 — dentogingivalni vlakna, 2 — mezipapilarni vlakna, 3 — intergingivalni
vlakna, 4 — semicirkularni a cirkularni vlakna, 5 — transseptalni vlakna, 6
— intercirkularni vlakna, 7 — transgingivalni vlakna

Zdroj: MUTSCHELKNAUSS, Ralf E. Prakticka parodontologie: klinické postupy. s.44

2T EICKHOLZ, Peter. Parodontologie od A do Z: zdklady pro praxi. s.6.
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1.1.4 Zubni cement

Je tvrda avaskularni mineralizovana zubni tkan pokryvajici cely
povrch kofene zubu od kofenového hrotu az po cementosklovinou hranici. Z
vyvojového i histologického hlediska je tato tkan pfibuzna kosti.28 Radi se jak
mezi zubni, tak mezi tkané parodontu. Zubni cement prekryva celou
plochu dentinu (kromé& oblasti pokryté sklovinou) v rizné silné vrstvé
v zavislosti na misté. Jeho tloustka Cini koronarné 50 az 150 mikrona,
apikalné 200 az 600 mikronu (0,2 az 0,6 mm).2°

Jelikoz cement pfiléha na povrch kofene ve vrstvach, muzeme ho dle
star$i klasifikace morfologicky rozdélit na dva typy: primarni a sekundarni.
Vnitfini vrstva kofenového cementu, tzv. primarni acelularni cement
neobsahuje cementocyty — je bezbunéény. VnéjSi vrstva — cement
sekundarni celularni cementocyty obsahuje.® Kromé bunék cement
obsahuje i kolagenoveé fibrily, které maji radialni a cirkularni usporadani. Do
jeho povrchu se upinaji Sharpeyova viakna periodontalnich ligament,
jejichz ukolem je spojeni zubu s kosti alveolarniho vybézku, tudiz pevné ale

zaroven pruzné ukotveni zubu v Gelisti.?'

Primarni cement vznika nejdfive; nejCastéji ho najdeme v prvnich
dvou koronarnich tfetinach kofene zubu. V apikalni tfetiné muaze byt
minimalné nebo zcela chybi. Jedna se v podstaté o tenkou vrstvu
mineralizované hmoty, do které kotvi vazivova vlakna zavésného aparatu

periodoncia — liggamenta periodontalia.>?

V apikalni tfetiné kofene na primarni acelularni cement navazuje
cement sekundarni celularni, ktery smérem ke hrotu zvétSuje objem. Tento
typ cementu se vytvari pozdéji v dusledku starnuti, ale také v oblastech,

které jsou vystaveny zvySenému zatizeni nebo traumatickému zasahu.

ZURBAN, Frantisek. Stomatologie. s. 32

2 KOVALOVA, Eva a Zuzana TAPAJOVA. Parodontoldgia . s. 182.

30 MINCIK, Jozef. Kariologie. Praha: StomaTeam, 2014, 5.40 ISBN 978-80-904377-2-2.
31 KOVALOVA, Eva a Zuzana TAPAJIOVA. Parodontoldgia I. s. 182.

32 KLEPACEK, Ivo. Klinickd anatomie ve stomatologii. s. 24.
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Nejcastéji ho nachazime v misté bifurkaci a v oblasti kofenového hrotu.33

Jak uvadi Klepacek: ,Pfitomnost bunéfného cementu signalizuje ubytek

vlaken periodoncia v pfislusnych oblastech.“3*

Novéjsi klasifikace dle Schrodera rozliSuje az pét typd zubniho

cementu:3®

Acelularni afibrilarni cement (primarni) se nachazi v oblasti
kr€ku (cemento-sklovinné hranice), kde kryje drobné useky

skloviny.

Acelularni fibrilarni cement (primarni) nachazime v cervikalni
a stfedni tfetiné zubniho kofene. RozliSujeme ho na vnitini
(intrinsic), ktery neobsahuje Sharpeyova viakna a neplini ulohu
uponu a zevni (extrinsic), ktery naopak obsahuje vyznamné
mnozstvi Sharpeyovych vilaken, ktera jsou kolmo ukotvena

pfimo v dentinu, tudiz tento typ cementu plni tulohu uponu.

Celularni fibrilarni cement (sekundarni) je ve srovnani
s cementem primarnim vice mineralizovany a obsahuje méné
kolagennich vlaken. Nachazi se pfevazné v apikalni oblasti u
hrotu kofene, nebo v oblasti furkaci. Jeho tvorba je
adaptacnim mechanismem na ubytek tvrdych zubnich tkani
ve fyziologicke roviné a ma reparativni funkci pfi patologickych
stavech, jakymi jsou resorpce nebo fraktury kofene. Je tvofen

cementoblastmi a obsahuje cementocyty.

Intermediatni cement obsahuje zbytky epitelialnich bunék
Hertwigovy pochvy, které jsou soucasti zakladni substance

cementu. Nachazi se v oblasti cemento-sklovinné hranice.

3 KLEPACEK, Ivo. Klinickd anatomie ve stomatologii. s. 24.
3 KLEPACEK, Ivo. Klinickd anatomie ve stomatologii. s. 24
3 MINCIK, Jozef. Kariologie. s. 40.
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e Cementoid (precement) je nemineralizovany a tvofi tenkou
vrstvu na povrchu acelularniho fibrilarnino cementu, ktera

slouzi jako protiresorpéni bariéra.36

Povrch cementu neni rovny a hladky, obsahuje nerovnosti, tzv.
resorpéni lakuny, které v nékterych pfipadech dosahuji hloubky az 80
mikrometrd.3” Retence plaku je v téchto nerovnostech vyrazné vy$si nez na
hladkych ploskach zubu. Snadno se v nich zachyti mikroorganismy a zaklini
se mineraly tvofici zubni kamen, proto je oSetfeni povrchu cementu a
dokonalé ohlazeni volné ¢asti zubniho kofene naprosto zasadni pro

uspésnou lécbu zanétu.38

Cement se navrstvuje v pribéhu celého Zivota,?® reaguje na zevni
tlakové a tahové podnéty procesem zvanym apozice. RozliSujeme
hypertrofii a hyperplazii cementu. Cementova hypertrofie je jeho funkéni
adaptaci, cement tak reaguje na zvysené pretiZzeni parodontu. Hyperplazie
cementu je nefunk&ni zbytnéni pozorovano u zubl bez antagonistu a zubd,
kde v periapikalni oblasti probihaji chronické procesy. U cementové
hyperplazie se pocet parodontalnich ligament snizuje.*® Stav, kdy se

cement nadmérné patologicky zbytni, se nazyva hypercementoza.*!

1.1.41 Cemento-sklovinna hranice

Z Kklinického hlediska cemento-sklovinna hranice, nékdy nazyvana i
krékova linie, sehrava velmi vyznamnou roli.*> Anatomicky tato hranice
oddéluje korunku od kofene, v jejim misté se setkdva sklovina, ktera
pokryva dentin korunky s acelularnim cementem, ktery kryje kofenovy

dentin.*3

3 MINCIK, Jozef. Kariologie. s. 40.

3 KOVALOVA, Eva a Zuzana TAPAJOVA. Parodontoldgia I. s. 182.

38 SEDY, Jiti a René FOLTAN. Klinickd anatomie zub(i a Celisti. s. 28.
3 KOVALOVA, Eva a Zuzana TAPAJOVA. Parodontoldgia I. s. 184.

4 MINCIK, Jozef. Kariologie. s. 40.

41 SEDY, Jiti a René FOLTAN. Klinickd anatomie zub( a Celisti. s. 28.+
SEDY, liti a René FOLTAN. Klinickd anatomie zub( a Celisti. s. 28. %
KOVALOVA, Eva a Zuzana TAPAIOVA. Parodontoldgia I. s. 188.
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Jeji morfologie je individualni a variabilni. V 60 % pfipadd cement

pfekryva sklovinu, zhruba u 30 % jedinct v misté, kde konci sklovina

plynule navazuje cement a ve zbylych 10 % pfipadu se tyto tkané nedotykaji

vlbec, tudiz zde najdeme odhaleny prouzek dentinu, ktery je predilek&nim

mistem vzniku zubniho kazu.#4

Obrazek 8

a — lokalizace a rozdéleni celuldrniho a acelularniho fibrilarniho cementu na
povrchu zubu v podélném fezu

b — typy cemento-sklovinné hranice (cement naseda pfimo tam, kde sklovina
konc€i, nechava malou oblast dentinu odhalenou, pfechazi na sklovinu a
prekryva ji

|
sklovina ’ /'JI sklovina
fl\ dentin
iV cement
it i b pulpa
({ . N acelularné-
" fibrilarni dentin
{- ¢ dentoalvealarni ;.
r} viakna
S_ - celularné-
& fibrilarni cement
r:, £
o~
a b

Zdroj: HELLWIG, Elmar a kolektiv. Zachovna stomatologie a parodontologie. s.23

1.1.5 Kost alveolarniho vybézku

Alveolarni vybézek (processus alveolaris) je vybézek kosti horni a

dolni Celisti se zubnimi lGzky (alveoly), ve kterych jsou pevné a zaroven

pruzné zapustény zuby. Na jeho zevni ploSe se nachazi tzv. juga alveolaria,

vyklenuti podminéna polohou zubnich kofen(.*> Alveolarni vybézek je

44 SEDY, Jiti a René FOLTAN. Klinickd anatomie zubd a Celisti. s. 28.

4 KOVALOVA, Eva, Tatiana KLAMAROVA a Alica MULLER. Ordina hygiena IV. Zéklady ordinej mediciny —
Bioldgia - Imunoldgia - Parodont. Presov: PreSovska univerzita v Presove, 2012, s. 169, ISBN 978-80-555-
0567-1.

24



remodelovany po cely Zivot jedince a po ztraté zubu dochazi k jeho

Ustupu.4®

Alveolarni kost neboli kost alveolarniho vybézku je nejvic marginalné

ulozena Cast Celistni kosti, ktera vytvari vySe zminény alveolarni vybézek.

Je vysoce metabolicky aktivni a sklada se z kostnich bunék — osteoblast,

osteoklastl, osteocytl, organickych a anorganickych latek.4” Organické

latky zahrnuji kolagen, glykoproteiny a proteoglykany. Anorganicka slozka

se sklada =z krystall hydroxyapatitu rovnobézné uspofadanych ke

kolagennim vilaknam.*® Apatitové krystalky kromé toho, Ze zajistuji urcity

stupen rigidity kosti, slouzi také jako rezerva hladiny kalcia v krvi.*®

Kost alveolarniho vybézku se sklada ze tfi sloZek:

Kost kompaktni (lamina compacta) — je tramcita kost, ktera je
na povrchu kryta periostem. Nachazi se na povrchu

alveolarniho vybézku a je k ni pfirostla alveolarni gingiva.

Kost kompaktni, ktera je perforovana a obklopuje kofeny zubu
(lamina cribrosa) — tyto perforace umoznuji vstup nervoveé-
cévniho svazku, ktery vyZivuje a inervuje zub, a dale umoznuji

ukotveni vazivovych viaken.

Kost spongidzni (substantia spongiosa) — houbovitd vrstva
kosti, ktera je fidSi a nachazi se uvniti mezi lamina compacta
a lamina cribrosa.®® Svym objemem tvofi spongiézni kost

nejvice hmoty kosti alveolarniho vybézku.5’

Alveolarni kost je stale funkéné zatizena — dusledkem toho je jeji

neustala remodelace. Tato remodelace, kromé toho Ze umozfiuje posuny

4 HELLWIG, Elmar, Thomas ATTIN a Joachim KLIMEK. Zdchovnd stomatologie a parodontologie. s. 245.
47 SKACH, Miroslav a kolektiv autor(i. Zdklady parodontologie: ucebnice pro lékarské fakulty. s. 11.

48 KOVALOVA, Eva, Tatiana KLAMAROVA a Alica MULLER. Ordlna hygiena IV. Zéklady ordinej mediciny —
Bioldgia - Imunoldgia - Parodont. s. 169.

4 SKACH, Miroslav a kolektiv autor(l. Zdklady parodontologie: ucebnice pro lékarské fakulty. s. 19.

50 KOVALOVA, Eva, Tatiana KLAMAROVA a Alica MULLER. Ordina hygiena IV. Zéklady ordinej mediciny —
Bioldgia - Imunoldgia - Parodont. s. 170.

51 SEDY, Jifi a René FOLTAN. Klinickd anatomie zub@ a Celisti. s. 31.
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zubu napfiklad pfi Ié¢bé ortodontickym aparatem, udrzuje také stalou Sifku

periodontalni §térbiny — tim padem nezanika v disledku apozice cementu.%?

Zubni alveol neboli zubni [GZko je misto, kam je kazdy zub zasazen.
Mezi jednotlivymi zubnimi lGzky a mezi jednotlivymi zubnimi kofeny u
vicekofenovych zubul jsou kosténé prepazky — septa. Tato septa, podle
toho, kde se nachazeji délime na septa interalveolaria (septa mezi alveoly)

a septa interradicularia (septa mezi zubnimi kofeny).%3

Morfologie zubniho ltzka je zavisla na morfologii zubu a jeho kofene,
které mu pfinalezi. Sténu zubniho Iizka tvofi vrstva tvrdé kompaktni kosti —
tzv. lamina dura. Mezi zanétlivé zmény, ke kterym dochazi pfi onemocnéni

parodontu patfi resorpce lamina dura a Ubytek alveolarni kosti.5

1.1.6 Fyziologické zmény na parodontu v prabéhu zZivota

Parodont je pevny, proménlivy a pfizpusobivy funkéni systém. Béhem
Zivota a vlivem starnuti upon attachmentu pribézné sestupuje apikalnim
smérem, ¢imz dochazi k obnazovani kofene zubu. Posléze dochazi k atrofii

alveolarniho hfebene a pfilehlé gingivy.

Duvodem ubytku tkani je degenerace bunék v disledku véku a jejich
rozpad kvlli pUsobeni toxinG oralnich bakterii.>> Jak uvadi Klepacek:
.Predpoklada se, Ze morfologii parodontu ovliviiuji béhem Zzivota dva
soubézné déje —trvale probihajici zubni erupce a postupna redukce gingivy a
tkané zubniho 1Gzka.“® Pokud dojde ke ztraté antagonisty, protilehly zub
zacne vycCnivat nad zubni oblouk — tento dé nazyvame pokracujici
(kompenzacéni) zubni erupce. Tento stav mize byt doprovazeny dalSim
zvySovanim alveolarniho hifebene. Naopak, muze dojit také k redukci

alveolarniho hiebene, a to v situaci, kdy se obnaZuje kofen zubu.%’

2 URBAN, Franti$ek. Stomatologie. s. 39

53 SEDY, Ji¥i a René FOLTAN. Klinickd anatomie zub@ a &elisti. s. 31.

34 KOVALOVA, Eva, Tatiana KLAMAROVA a Alica MULLER. Ordlna hygiena IV. Zdklady ordlnej mediciny —
Bioldgia - Imunoldgia - Parodont. s. 171.

35 KLEPACEK, Ivo. Klinickd anatomie ve stomatologii. s. 116.

36 KLEPACEK, Ivo. Klinickd anatomie ve stomatologii. s. 116.

57 KLEPACEK, Ivo. Klinickd anatomie ve stomatologii. s. 116.
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1.2 Zubni mikrobialni povlak

Prostfedi Ustni dutiny z mikrobialniho hlediska sestava z mnoha
biotopU, které maiji odliSny charakter. Jsou to napfiklad struktury jako jazyk,
bukalni sliznice, gingiva, zuby, ale také slina nebo sulkularni tekutina. Tato
zde probihaji. Z naSeho hlediska je vyznamna etiopatogeneze plakem
podminénych parodontopatii, kde se kromé vlastnosti sliny, sulkularni
tekutiny a tvrdych zubnich tkani vyznamné uplatiuji mikroorganismy

zubniho mikrobialniho povlaku.%8

Existuje mnoho zpusobl, jak muzeme definovat zubni povlak.
VSeobecné uznavanou definici zubniho mikrobialniho povlaku formuloval
Kilian. Podle ni je zubni mikrobialni povlak charakterizovan jako: ,Vysoce
organizovana ekologicka jednotka sestavajici z velkého mnozZstvi bakterii
usazenych v makromolekularni matrix bakterialniho a slinného pavodu.“5°
Dle Kovalové je definice nasledujici: ,Plak (biofilm) je zubni mikrobialni
povlak na povrchu zubu, jejich nahrad a dasni, ma svou strukturu, neda se
vyplachnout, da se jenom odstranit mechanicky.“®® Min¢ik uvadi ze: ,Zubni
plak je strukturovany zubni mikrobialni biofilm, ktery se vytvafi na povrchu
zubl. Sklada se z bakterii, bakterialnich metabolickych produktu, zbytkl
potravy a soucasti slin. Z ekologického hlediska je zubni plak (biofilm) —
vysoce organizované spole€enstvi riznych bakterii, adherujicich k urcitému

povrchu. 6!

Z vySe uvedeného vyplyva, Ze zuby, ale i dalSi struktury nachazejici
se v ustni dutiné, velmi dobfe umoznuji kumulaci velkého mnozstvi bakterii
a jejich extracelularnich produkt(1.? Zubni mikrobialni povlak je tedy povlak

ziskany.®® Pfi nedostateéné nebo zanedbané Ustni hygiené si plak svoiji

S KILIAN, Jan. Prevence ve stomatologii. 2. roz§. vyd. Praha: Galén, 1999, s. 35. ISBN 80-7262-022-3.

3 KILIAN, Jan. Prevence ve stomatologii. s. 35.

° KOVALOVA, Eva, Tatiana KLAMAROVA a Alica MULLER. Ordina hygiena IV. Zéklady ordinej mediciny —
Bioldgia - Imunoldgia - Parodont. s. 194.

I MINCIK, Jozef. Kariologie. s. 62.

92 KILIAN, Jan. Prevence ve stomatologii. s. 35.

9 SLEZAK, Radovan. Praktickd parodontologie. Praha: Quintessenz, 1995. Quintessenz bibliothek, s. 31 ISBN
80-901024-8-4.
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charakteristickou strukturu dokaze vytvorit uz béhem nékolika hodin.%* Za
povazovat schopnost bakterialni adherence. Tento déj vyznamné ovliviuje
povrchova energie a zubni pelikula tvofena glykoproteiny. Mikroorganismy
v plaku jsou schopné vzajemné komunikace za ucelem co nejvic umoznit

svoje preziti. %°

Mékky, nevyzraly a nemineralizovany zubni povlak ma dvé hlavni
slozky. Jednou je materia alba, ktera nema charakteristické usporadani, a
druhou sloZkou je typicky strukturovany viastni plak.®® Tyto dvé slozky je
zapotiebi od sebe odliSit, pravé kvali vyznamnym rozdilim v jejich
vlastnostech. Materia alba je bila hmota krémovité (nékde se uvadi
kaSovité) konzistence. Vznika volnou kumulaci zbytk( potravy, bunék,
odloupanych epitélii a mikroorganism(.%” Tato hmota, jak je vy$e uvedeno,
nema svou vlastni charakteristickou strukturu, neadheruje k povrchu zubu
a lze ji odstranit pouze vyplachnutim ustni dutiny, nebo proudem vody.
Zbytky potravy zUstavaji zejména v mistech habitualné necistych, tedy tam,
kde nedochazi k samoocistovani. NejCastéji to jsou cervikalni oblast zubu
nebo mezizubni prostory.58 Zbytky potravy samy o sobé patogenni nejsou,

ale vytvari vyznamna retencéni mista pro zubni plak.5°

Kromé materia alba je od plaku nutné odlisit i pigmentace (zbarveni
zubu), jejichz pfi¢ina souvisi s konzumaci vysoce pigmentovanych napoju
a potravin jako jsou kava, Cerny Caj, Cervena fepa, nebo Cervené vino.

S tvorbou pigmentaci na povrchu zubu také Uzce souvisi koureni.”®

* KOVALOVA, Eva, Tatiana KLAMAROVA a Alica MULLER. Ordlna hygiena IV. Zdklady ordlnej mediciny —
Bioldgia - Imunoldgia - Parodont. s. 194.

%5 MINCIK, Jozef. Kariologie. s. 62.

% SKACH, Miroslav a kolektiv autor(. Zdklady parodontologie: u¢ebnice pro lékarské fakulty. s. 34.
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® HELLWIG, Elmar, Thomas ATTIN a Joachim KLIMEK. Zdchovnd stomatologie a parodontologie. s. 247.7°
KOVALOVA, Eva, Tatiana KLAMAROVA a Alica MULLER. Ordina hygiena IV. Zdklady ordinej mediciny —
Bioldgia - Imunoldgia - Parodont. s. 195.

28



1.2.1 Vlastnosti zubniho povlaku

Zubni mikrobialni povlak (plak) fadime do primarniho komplexu
priin zpUsobujicich a ovliviiujicich zanétliva onemocnéni parodontu.”!
Muzeme fict, Ze se jedna o slozity, proménlivy a dynamicky ekosystém,
ktery zahrnuje velice variabilni a pestrou smés mikrobialnich kmena, které
Ziji, jak uvadi Urban: ,...v synergnich intermikrobialnich vztazich s celym
komplexem enzym0( a produktd mikrobialniho metabolismu.“’? V jednom

miligramu vyzralého plaku se nachazi az 100 az 300 milion( bakterii.”

Je to tuhy, plstnaty, lepivy biofilm, ktery pevné adheruje k povrchu
zubU a dal$ich struktur v ustni dutiné. Nové vytvofeny ma bilou barvu, starsi
vyzralejSi plak se barvi do Zluta.”* Charakteristické je, Ze struktura a slozeni

zubniho povlaku se li§i podle jeho lokalizace.”

1.2.1 Déleni zubniho povlaku

Zubni mikrobialni povlak rozdélujeme na plak koronarni, fisuralni a
gingivalni podle toho, na které ¢asti zubu je uloZeny. Gingivalni zubni plak
jesté dale topograficky délime na plak supragingivalni a subgingivalni.”®
Specialni formou zubniho povlaku je zooglea — plak, ktery se nachazi na

dasni z jeji vnéjsi strany.””

e Koronarni zubni poviak se uklada na zubni korunce -
predevSim v jeji cervikalni tfetiné, v mezizubnich prostorech
na aproximalnich ploSkach a na okluznich ploSkach zubd,
kterym chybi antagonisté. Obsahuje pfevazné streptokoky,

aktinomycety a veilonely.

" HELLWIG, Elmar, Thomas ATTIN a Joachim KLIMEK. Zdchovnd stomatologie a parodontologie. s. 247.
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e Fisuralni zubni poviak najdeme vjamkach a ryhach
fisuralniho komplexu na okluznich ploSkach zubu lateralnich
usekd chrupu. Mikrobialni fléra neni tak rozmanita — najdeme
zde zvelké Casti grampozitivni koky a tyCinky.
Mikroorganismy jsou v pfimém Kkontaktu se sklovinou a

palisadovité uspofadani zde chybi.

e Supragingivalni  zubni  povlak se kumuluje  nad
cementosklovinnou hranici v gingivalni oblasti, nezasahuje
vS8ak do gingivalniho sulcu. Tento povlak ma velice podobné

slozeni jako povlak koronarni.

e Subgingivalni zubni poviak pfitomny v parodontalnich
kapsach je rozdilny hlavné kvdli charakteru prostfedi, ve
kterem se nachazi. Bakterie totiz nemusi byt schopné
adherence, jejich kolonizace neni naruSovana zadnym
zevnim vlivem jako napfiklad samodistici schopnost hladkych
ploSek zubu pfi pfijmu potravy, nebo abrazi obecné. Jelikoz
se jedna o prostredi, kde je nedostatek kysliku, mluvime zde
o0 bakteriich pfevazné anaerobnich — gramnegativni koky,
tyCinky a spirochéty, které netvofi extracelularni polysacharidy
— tim padem subgingivalni povlak adheruje jen volné —
nazyvame ho plovouci plak (anglicky swimming plaque).
Charakteristickymi mikroorganismy tohoto plaku jsou bakterie
rodu Bacteroides, rodu Capnocytophaga, Fusobacterium
nucleatum, Aggregatibacter actinomycetemcomitans a

dalsi.”8

8 KILIAN, Jan. Prevence ve stomatologii. s. 38.
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1.2.2 SloZeni zubniho povlaku

Zubni povlak ma tfi hlavni slozky, kterymi jsou ziskana pelikula,

mikroorganismy plaku a intermikrobialni substance (matrix).”

Ziskana pelikula (ve starSich literaturach se uvadi také nazev
kutikula) je tenka acelularni vrstva, ktera vznika na povrchu zubu jiz nékolik
vtefin az minut po jeho dokonalém vycisténi. Sklada se ze slinnych

sulfoprotein(, fosfoproteinli a pozdéji i glykoproteinu .8

Pelikule je pfisuzovano nékolik obrannych funkci. Ma schopnost
odolavat pusobeni slabych kyselin, ¢imz chrani povrch zubni skloviny.
Rovnéz slouzi jako zasobnik iontd vapniku a fosforu a do ur€ité miry brani

jejich uvolfovani, coz sehrava dullezitou roli pfi remineralizaci skloviny.

Kromé funkci prospésnych pro tvrdé zubni tkané pelikula vyznamné
ovliviiuje schopnost adheze mikroorganismu k povrchu zubu. V dusledku
toho, ze pelikula slouzi jako substrat pro bakterialni kolonizaci, muze dojit k

zacatku tvorby zubniho poviaku.®’

Intermikrobialni substance neboli intermikrobialni matrix je hmota,
ktera vypliuje prostor mezi jednotlivymi bakteriemi. Je vytvofena ze
slinnych glykoproteini (pfipadné glykoproteini z gingivalni tekutiny) a
extracelularnich polysacharidi mikrobialniho puvodu — glukanu (dextrany,
mutany) a fruktand (levany).82 Matrix tvofi zhruba 25 % celkového objemu

zubniho mikrobialniho povlaku.83

Mikroorganismy tvofi az 70 az 80 % celkového objemu zubniho
povlaku. V jednom milimetru krychlovém plaku se jich nachazi nejméné 108

jednotek.8* Podaifilo se izolovat asi 400 az 500 druhti a poddruhti, které Ize

7 KOVALOVA, Eva, Tatiana KLAMAROVA a Alica MULLER. OrdlIna hygiena IV. Zéklady ordinej mediciny —
Bioldgia - Imunoldgia - Parodont. s. 195.

8 DRIZHAL, I.; SLEZAK, R.: Zaklady parodontologie. Praha: Karolinum, 1993, s. 63. ISBN 80-7066-811-3.
81 KILIAN, Jan. Prevence ve stomatologii. s. 36.

82 DRIZHAL, I.; SLEZAK, R.: Zdklady parodontologie. s. 64.

8 KOVALOVA, Eva, Tatiana KLAMAROVA a Alica MULLER. Ordina hygiena IV. Zéklady ordinej mediciny —
Bioldgia - Imunoldgia - Parodont. s. 196.

8 DRIZHAL, I.; SLEZAK, R.: Zaklady parodontologie. s. 64.
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rozdeélit do skupin dle rlznych vlastnosti. Podle zplsobu Zzivota a potieby
kysliku je délime na aeroby, anaeroby a fakultativni anaeroby, podle tvaru

na koky, tycky, spirochety a dal$i.®®

1.2.3 Tvorba a vyvoj zubniho povlaku

Tvorbu a vyvoj zubniho povlaku nelze chapat jenom jako zvétSovani
jeho objemu a nabyvani na tloustce — jedna se prfedevsSim o zménu slozeni
mikrobialniho obsazeni v prabéhu €asu a pochopeni fungovani celého

bakterialniho ekosystému.86
1. faze — faze pelikuly

Jak jiz bylo v pfede$lém textu zminéno, zubni pelikula je ziskana
vrstva skladajici se ze slinnych proteinu, ktera se tvofi na povrchu
dokonale vycisténého zubu téméfr okamzité. PfedevSim se jedna o
albumin, amylazu, lysozym, glukosyltransferazu, imunoglobuliny
tridy IgA a IgG a také fosforylovany albumin.8” Ty maiji schopnost

vazat se na vapenaté a fosfatové ionty apatitu.8®

Jeji tloustka nejrychleji pfibyva do dvou hodin od zacatku jeji tvorby
— tehdy Cini pfiblizné 100 nanometrd. Do 48 hodin od pocatku jeji

tvorby nabyde pelikula 500-1000 nanometr(.8°
2. faze — ¢asna kolonizace

V druhé fazi vyvoje zubniho povlaku, kterou rovnéz nazyvame
Casnou kolonizaci plaku, dochazi k postupné bakterialni kolonizaci
ziskané pelikuly. Toto osidlovani bakteriemi pfechazejicimi z okoli

primym kontaktem z nedostatecCné ocisténych zubnich ploSek a ze

8 KOVALOVA, Eva, Tatiana KLAMAROVA a Alica MULLER. Ordina hygiena IV. Zéklady ordinej mediciny —
Bioldgia - Imunoldgia - Parodont. s. 196.

8 KILIAN, Jan. Prevence ve stomatologii. s. 36.

87 KILIAN, Jan. Prevence ve stomatologii. s. 36.

88 MINCIK, Jozef. Kariologie. s. 63.

8 DRIZHAL, I.; SLEZAK, R.: Zaklady parodontologie. s. 63.
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sliny nastava jiz béhem 4 az 48 hodin. Mikroorganismy na pelikulu

nasedaji zpravidla v pfeduréeném poradi.®®

NejdFive jsou to bakterie s nejvétsi schopnosti adheze.®' Mezi Uplné
prvnimi najdeme grampozitivni koky, zejména streptokoky -—
Streptococcus sanguis, Streptococcus mitis a aktinomycety.%
Zminéné mikroorganismy maji totiz na svém povrchu tzv. glykokalix
— strukturu tvofenou souborem vilaken, které se oznacuiji jako fimbrie
a pili. Na koncich téchto vlaken nalezneme vazebné molekuly —
lecitiny a adheziny, které maji specifickou afinitu k sacharidové
sloZce ziskané pelikuly (pfitahuje je). Neméné duleZitou je v8ak i
schopnost zminénych bakterii, zejména streptokoku, produkovat
extracelularni polysacharidy, které pini funkci energetické rezervy a
zaroven poskytuji moznost k uchyceni a kolonizaci povrchu zubl
dalSimi mikroorganismy. Toto stadium trva pfiblizné 8 az 12 hodin,
béhem kterych je povrch zubu pokryt tenkou, ale zato kontinualni

vrstvou zubniho povlaku.%

Kromé bakterii, které tvofi zna¢nou ¢ast kultivované fléry (prvnich 24
hodin az 95 % streptokokl), se v plaku objevuji i komponenty
hostitelského organismu, jako jsou slinné glykoproteiny, epitelie a

polymorfonuklearni lymfocyty.%
faze — pozdni kolonizace

Pokud nedojde k mechanickému naruseni povlaku, jeho vrstva
mohutni, mnozZstvi mikroorganismi se zvySuje a dochazi ke

kvalitativnim zménam v jejich zastoupeni.

Postupné se objevuji vlaknité mikroorganismy, grampozitivni tycky,

gramnegativni koky, gramnegativni tyéky a posléze i oralni

%0 KILIAN, Jan. Prevence ve stomatologii. s. 36.

' KOVALOVA, Eva, Tatiana KLAMAROVA a Alica MULLER. Ordina hygiena IV. Zdklady ordlnej mediciny —
Bioldgia - Imunoldgia - Parodont. s. 196.
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spirochéty.% Jak uvadi Kilian: ,...metabolismus aerobnich bakterii
snizuje oxidoreduk¢ni potencial plaku, a tim zlepSuje podminky pro
fakultativni i obligatni anaeroby.“® Kromé toho mohutnéjici a
narustajici tloustka zubniho povlaku poskytuje zlepSeni Zivotnich
podminek pro anaerobni mikroorganismy.®” Difuze kysliku je ¢im dal
tim vic omezend, coz ale zarover neprospiva aerobnim bakteriim.%
Plynule se objevuji fakultativné az striktné anaerobni
mikroorganismy, kdy zhruba po tfech tydnech jiz zcela prevazuji.®®
Primarni kolonizace aerobnimi bakteriemi je nezbytna pro pozdé;si

nasedani gramnegativnich druhu.®
4. faze — zrani plaku

V dal$i fazi tvorby se zubni povlak vyznacuje sice vétsi rozmanitosti
druhu, ale zato se ztraci jeho organizovanost. Pokradujici kumulace
a nasledné vyzravani plaku je mozné diky intermikrobialni matrix,
ktera slouzi jako mezibunecna sit. Jeji hlavni slozkou jsou jiz

zminované extracelularni polysacharidy.%!

Zraly plak dosahne svého specifického uspofadani asi po tfech
tydnech.'9? Bakterialni kolonie jsou uloZeny palisadovité, filamenta a
koky paralelné v pravém uhlu k zubni skloviné, se kterou jsou
v pfimém kontaktu, nebot pelikula byla rozruSena bakterialnimi
enzymy.'% Ve zralém plaku nalezneme typické mikroskopické
struktury zvané ,corn cops®. Jedna se o kukuficnému klasu podobné
paliCkovité utvary, které sestavaji z gramnegativniho vlakna

(filamenta) obaleného drobnymi grampozitivnimi koky.'®* Popsana

% DRIZHAL, I.; SLEZAK, R.: Zaklady parodontologie. s. 63.
% KILIAN, Jan. Prevence ve stomatologii. s. 37.
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byla i horizontalni stratifikace — anaerobnich mikroorganismu
smérem k povrchu (smérem k dutiné ustni) vzhledem k podminkam

ubyva, aerobnich naopak pfibyva.'%

Na povrchu tohoto zubniho povlaku je bezstrukturni acelularni vrstva
materia alba. Jsou pozorovany i pocCatky kalcifikace, coz ma za
nasledek tvorbu zubniho kamene. Z uvedeného vyplyva, Ze zubni

kamen vznikne jenom za predeslé pritomnosti zubniho poviaku.10¢
5. faze — mineralizace plaku

Postupna tvorba mineralizacnich center uvnitf zralého plaku ma za
nasledek vznik zubniho kamene. Tato centra jsou tvofena
vapenatymi solemi, které se vysrazi ze sliny. Podrobnéji je proces

popsany v nadchazejici kapitole (1.2.4).

1.2.4 Zubni kdmen

Zubni kamen (calculus dentis) vznika mineralizaci vrstvy zubniho
mikrobialniho povlaku.'”” Mineralizaéni centra, jez postupné splyvaiji
v jeden celek mineralizovaného zubniho kamene, se objevuji jiZ po tfech
tydnech od zacatku tvorby zubniho povlaku. S tvrdymi zubnymi tkanémi
jsou depozita zubniho kamene spojena prostfednictvim Kkalcifikované
pelikuly. Mineralizace pokracuje az do doby, kdy soli ze slin dosahuji 70 az
80% hmotnosti plaku.'® Najdeme je pfedevsim ve formé fosforeénanu a
uhli¢itanu vapenatého, zatimco jeho organickou slozku tvofi proteiny a

sacharidy.%®

Podobné jako zubni mikrobialni povlak se i zubni kamen usazuje na

v8ech nedostatecné vycisténych povrsich v ustni dutiné — napfiklad na

105 KILIAN, Jan. Prevence ve stomatologii. s. 37.
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povrchu zubnich nahrad a protetickych suprastruktur.''® Jeho tvorbu
ovliviiuje Siroka Skala faktord od urovné ustni hygieny, dietnich opatfent,
uzivanych farmak, sloZeni sliny &i bakteridlniho sloZeni ustni dutiny a

zubniho plaku.!

Zubni kamen miuzeme stejné jako zubni mikrobialni povlak rozdélit

dle jeho lokalizace. Délime jej na supragingivalni a subgingivaini.

Supragingivalni zubni kéamen se vytvafi nad okrajem marginalni
gingivy, kde ho muzeme pfi vySetfeni vidét i pouhym okem, nebo detekovat
sondou. Tento typ zubniho kamene byva svétly az svétle hnédy, u kufaku
v8ak mUze nabyt az ¢erné barvy.''? Predilek&nimi misty jeho vzniku jsou
plosky zubl, které se nachazeji v blizkosti vyvodu velkych slinnych Zlaz —
zejména oralni plosky zub( frontalniho useku v dolni Celisti a bukalni plosky
molart horni Gelisti.’*3 V urcitych ptipadech, kdy zubu nebo skupiné zubu
chybi antagonisti — tudiz nejsou zafazeny do mastikace a odpada proces
samoocistovani — se muze zubni kamen tvofit a pokryvat i celé plochy
zubu."* Tento typ zubniho kamene je v8ak naproti subgingivalnimu

pomérné mékky a da se relativné jednoduse mechanicky odstranit.!

Subgingivalni zubni kamen nalezneme pod urovni cementosklovinné
hranice, pod okrajem marginalni gingivy — vétSinou v pravych a nepravych
parodontalnich kapsach.''® Uklada se na povrch kofene zubu. Obvykle ho
muazeme vidét po odtazeni marginalni gingivy, nékdy také prosvita a barva
gingivy nad zubnim kamenem je zaSedla.""” Dobfe priikazny se jevi na RTG

snimku.'® Naproti supragingivalnimu, subgingivalni kamen byva vétSinou
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tmavsi — Gasto hnédy az Gerny.'® Toto zabarveni zpusobuje vétSinou
pfitomnost odbouraného hemoglobinu rozloZzenych erytrocytl.'?° Dal$im
rozdilem je jeho tvrdost — je tvrdSi, a i v souvislosti s mistem jeho nalezu jde
mnohem obtiznéji odstranit. Tento typ zubniho kamene nema predilekéni

lokalizaci. 2

Zubni kamen ma =zasadni vyznam v etiopatogenezi plakem
podminénych parodontopatii, zejména na podkladé mechanické iritace a

jako vyznamny retenéni faktor zubniho povlaku.'?2

1.3 Mikrobiologie vybranych onemocnéni gingivy a

parodontu

Onemocnéni parodontu se tykaji vSech struktur popsanych v kapitole
1.1 — gingivy, periodontalnich vlaken, zubniho cementu a kosti alveolarniho

vybézku.

1.3.1 Vybrana onemocnéni gingivy

Onemocnéni gingivy jsou vymezené pouze na povrchovou strukturu
parodontu — gingivu. Casto jsou na ni pfitomné prvni zanétlivé zmény, které
ale jesté maji zvratny raz. Zanétlivé onemocnéni gingivy nazyvame
gingivitida.

V ramci skupiny onemocnéni — gingivitid, je muzeme etiologicky
rozdélit na plakem podminénou gingivitidu a onemocnéni gingivy se zubnim
mikrobialnim povlakem etiologicky nesouvisejici.'?® V nasi praci se
s ohledem na jeji celkové zaméfeni budeme vénovat plakem podminéné

gingivitidé.

119 KOVALOVA, Eva, Tatiana KLAMAROVA a Alica MULLER. Ordina hygiena IV. Zdklady ordlnej mediciny —
Bioldgia - Imunoldgia - Parodont. s. 198.

120 MUTSCHELKNAUSS, Ralf E. a Peter DIEDRICH. Praktickd parodontologie: klinické postupy. s. 36.

121 KOVALOVA, Eva, Tatiana KLAMAROVA a Alica MULLER. Ordina hygiena IV. Zdklady ordlnej mediciny —
Bioldgia - Imunoldgia - Parodont. s. 198.

122 SEDY, liti. Kompendium stomatologie. s. 677

123 E|ICKHOLZ, Peter. Parodontologie od A do Z: zdklady pro praxi. s. 33.
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1.3.2 Plakem podminéné gingivitidy

Gingivitidy dale rozdélujeme dle jejich rozsahu na lokalizovanou a
generalizovanou formu. Lokalizovana forma je vymezena na urCitou ¢ast
chrupu — nalezneme ji v okoli jednoho €i vice zubu. Pfi generalizované

formé je postiZena gingiva vSech zub(.1%

Plakem podminéna gingivitida je onemocnéni charakterizované
zarudnutim a zdufenim interdentalni papily i marginalni a alveolarni gingivy.
Pfi zanétu barevné splynou a hranice mezi nimi se nedaji odliSit. Tyto
struktury vykazuji bolestivost na pohmat az spontanné, v zavislosti na
rozvinutosti stadia onemocnéni. V dusledku bolestivosti a zdufeni maze mit
jedinec zhorSenou osobni oralni hygienu. DalSim pfiznakem pfitomného
zanétu gingivy je krvaceni na podnét, nebo v nékterych pfipadech az
spontanni krvaceni. Podle miry krvacivosti vysSetfujeme stupefi zanétu.
DalS$i reakci na zanét je zvySena produkce sulkularni tekutiny. Gingiva pod
attachmentem zacne produkovat zanétlivy exsudat, ktery stékd smérem
apikalnim — ¢imz se exsudat hromadi v gingivalnim sulku a omyva vnitfni
epitelialni kryt gingivy. Zaroven zde pusobi jako médium, skrze které se do
mista zanétu dostanou prvni bunky imunitniho systému -
polymorfonuklearni leukocyty. Gingivitida maze mit pribéh akutni nebo
chronicky, nepozorujeme pfi ni ubytek kosti alveolarniho vybézku ani ztratu

attachmentu.'2®

Gingivitidy jsou budto primarni — izolované, kde etiologicky faktor
zpusobuje onemocnéni gingivy pfimo, nebo sekundarni — kde je postizeni
gingivy druhotné a maze byt doprovodnym pfiznakem néjakého celkového
onemocnéni. Podle miry zdufeni (zvétSeni) gingivy rozeznavame prosté
zvétSeni, zanétlivé zdufeni az gingivitidy hyperplastické. Jelikoz je ale toto
postizeni omezeno pouze na gingivalni tkané, parodontalni kapsy, které

vzniknou na zakladé zvétSeni objemu gingivy nazyvame nepravé.’?6

124 SEDY, liti. Kompendium stomatologie. s. 713.
125 SEDY, liti. Kompendium stomatologie. s. 712-715.
126 SEDY, liti. Kompendium stomatologie. s. 713.
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PFfi dukladném dodrzovani osobni oralni hygieny, dlsledném
odstranéni zubniho plaku a dodrZovani pokynl zubniho Iékafe €i dentalni
hygienistky se v8ak gingiva vyhoji ad integrum.'?” Nelétena chronicka

gingivitida mlze prejit az do chronické parodontitidy.'?®

1.3.3 Vybrana onemocnéni parodontu

Onemocnéni parodontu postihuji veSkeré parodontalni struktury.
Maiji rozsahlou klasifikaci, avdak pro ucely této prace je stéZejni rozdéleni

pouze na parodontitidy chronické a agresivni.

1.3.4 Chronicka parodontitida

Chronicka parodontitida je nejrozSifenéjSi formou parodontitidy.
Jedna se o pomalu progredujici zanétlivé onemocnéni, které kromé struktur

parodontu ma nepftiznivy vliv také na celkové systémové zdravi jedince.’?®

Hlavni etiologickou pfi€inou je zubni mikrobialni povlak. Obligatni
pfiznaky parodontitidy tvofi trojice hlavnich znakd — zanét (gingivitida),
pfitomnost parodontalnich kapes a ztrata alveolarni kosti prokazatelna na

rentgenovém snimku, souhrnné oznacéené jako parodontologicka trias.3°

Kromé ubytku kosti, gingivitidy a pfitomnosti parodontalnich kapes
pozorujeme ztratu attachmentu a podpurnych tkani celkové. S tim jsou
spojeny inklinace, posuny a pohyblivost zubld. Mohou byt pfitomné
parodontalni abscesy, pulpoparodontalni postiZzeni, postizeni furkaci a
v pozdnim stadiu az luxace zubu.'3! Rozeznavame lokalizovanou formu —
postizené jsou konkrétni zuby, a generalizovanou formu — postizen je cely

chrup.'® V zahrani¢ni literatufe se uvadi, Ze o lokalizovanou parodontitidu

127 HELLWIG, Elmar, Thomas ATTIN a Joachim KLIMEK. Zdchovnd stomatologie a parodontologie. s. 270.
128 SEDY, liti. Kompendium stomatologie. s. 715.

129 NEWMAN, Michael G., Henry H. TAKEI a Perry R. KLOKKEVOLD, CARRANZA, Fermin A., ed. Carranza's
clinical periodontology. 12th edition. Philadelphia, Pa.: Elsevier Saunders, 2015, s. 342, ISBN 978-0-323-
18824-1.

130 NEWMAN, Michael G., Henry H. TAKEI a Perry R. KLOKKEVOLD, CARRANZA, Fermin A., ed. Carranza's
clinical periodontology. s. 342.

3l HELLWIG, Elmar, Thomas ATTIN a Joachim KLIMEK. Zdchovnd stomatologie a parodontologie. s. 270.
132 5LEZAK, Radovan. Preklinickd parodontologie. s. 12.
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se jedna, jestlize je ztratou attachmentu a ubytkem kosti postiZzeno do 30 %

chrupu, o generalizovanou, jestlize je chrup postiZzen ve vice nez 30 %."33

1.3.5 Agresivni parodontitidy

Agresivni parodontitidy tvofi skupinu parodontitid, které se projevuji

rapidné rychlou destrukci alveolarni kosti a podplrnych tkani, Casto

nepfiméfenou k véku, celkovému zdravi a Kk urovni oralni hygieny

jedince.’®* Agresivni parodontitida muze mit podobné jako chronicka

parodontitida — lokalizovanou i generalizovanou formu.'3 Setkavame se

s nimi zejména u mladych lidi, nejcastéji mezi 20. az 35. rokem Zivota.'3¢

Lokalizovana juvenilni parodontitida

Jedna se o zanétlivé onemocnéni parodontu, které se
vyznacCuje pfFitomnosti tézkych lézi parodontu, u kterych
dochazi k rychle progredujici osteolyze. Lokalizovana
juvenilni parodontitida postihuje predevSim stfedni fezaky a
prvni molary.'3” Presto, Ze ve vétSiné pfipadu je oralni hygiena
jedince uspokojiva a nenachazime velké mnozstvi povlaku, je
toto onemocnéni charakterizovano velice rychlou destrukci
parodontalnich tkani.’*® Muze se objevit uz v 10 letech véku
postizeného jedince a v pfipadé zanedbani 1éEby muze vést
v pribéhu jednoho az dvou let k uplné ztraté zavésného

aparatu napadenych zub(."39

133 REDDY, Shantipriya. Essentials of Clinical Periodontology and Periodontics. Third edition. New Delhi:
Jaypeed Brothers Medical Publishers, 2011, s. 221, ISBN 978-93-5025-037-2.

134 NEWMAN, Michael G., Henry H. TAKEI a Perry R. KLOKKEVOLD, CARRANZA, Fermin A, ed. Carranza's
clinical periodontology. s. 352.

135 STRAKA, Michal. Etiopatogeneze parodontitid a jejich vztah k systémovym onemocnénim. Pielozil David
MONDOK. Praha: StomaTeam, 2016, s. 90, ISBN 978-80-904377-3-9.

136 SEDY, liti. Kompendium stomatologie. s. 731.

137 HELLWIG, Elmar, Thomas ATTIN a Joachim KLIMEK. Zdchovnd stomatologie a parodontologie. s. 271.
138 WALLACE MACFARLANE, Thomas a Lakshman P. SAMARANAYAKE. Clinical Oral Microbiology. Elsevier
Science, 2014, s. 124, ISBN 978-14-831-8363-3.

139 HELLWIG, Elmar, Thomas ATTIN a Joachim KLIMEK. Zdchovnd stomatologie a parodontologie. s. 271.
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¢ Prepubertalni a pubertalni parodontitda

Prepubertalni a pubertalni parodontitida zac¢ina uz mezi 2. a
4. rokem Zivota postizeného jedince — pfi profezavani
mlécnych zubd. VétSinou se jedna o déti, které maji néjakou
poruchu obranyschopnosti, napfiklad funkéni defekty
granulocytl & monocytd. RozliSujeme lokalizovanou a
generalizovanou formu. Pfi formé generalizované muze dojit
az ke ztraté mléénych zubl. Casto byvaji postizeny v8echny

mléc¢né zuby a gingiva je vyrazné zanétlivé zménéna.40
¢ Rychle progredujici parodontitida

Rychle progredujici parodontitida ma pocatek mezi pubertou
a 35. rokem Zivota postizeného jedince.'* Mize jit o pozdni
stadium lokalizované juvenilni parodontitidy. Tato forma je
charakterizovana fazemi — faze rozsahlé a aktivni destrukce
kosti, kdy je pfitomny i vyrazny zanét gingivy stfidaji faze

klidu.4?
e Refrakterni parodontitidy

Pojem refrakterni parodontitidy souhrnné zastava skupinu
agresivnich parodontitid rezistentnich vuci terapii. Dochazi u
nich k masivnim ztratam parodontalnich tkani. Mize dochazet

k recidivam.143

1.4 Parodontalni patogeny

Oralni mikroorganismy sehravaji primarni roli v etiopatogenezi
zanétlivych onemocnéni parodontu. Ruzné formy gingivitid a parodontitid

nevzniknou bez pfitomnosti urcitych mikrobialnich patogenu, jejich

140 HELLWIG, Elmar, Thomas ATTIN a Joachim KLIMEK. Zdchovnd stomatologie a parodontologie. s. 270-271.
141 HELLWIG, Elmar, Thomas ATTIN a Joachim KLIMEK. Zdchovnd stomatologie a parodontologie. s. 271.

142 WALLACE MACFARLANE, Thomas a Lakshman P. SAMARANAYAKE. Clinical Oral Microbiology. s. 128.

143 SEDY, liti. Kompendium stomatologie. s. 688.
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kolonizace a pozdéjSiho praniku do meékkych tkani parodontu. Na tyto
patologické zmény lidsky organismus reaguje sérii mistnich a systémovych

zanétlivych a imunologickych reakci.’#4

Pojem parodontopatogenni bakterie — neboli parodontalni patogeny
— souhrnné oznacuje skupinu bakterii, které jsou Skodlivé zejména pro
parodont a jeho anatomické struktury. Na rozdil od bakterii kariogennich
parodontopatogenni bakterie nezpracovavaji cukr, nedokazi vytvaret
kyseliny ani prezivat v kyselém prostfedi. Mizeme je taky oznacit jako
bakterie asacharotické. Pro své preziti potfebuji neutralni az zasadité
prostfedi. Jako zdroj potravy vyuzivaji bilkoviny, vitamin K, hemin a dalSi

Ziviny, které Casto ziskavaji z krve.14®

Velkd &ast z parodontopatogennich bakterii je anaerobni, tedy
nepreziva za pritomnosti kysliku. Tuto velkou skupinu bakterii mizeme
rozdélit na bakterie fakultativné anaerobni a bakterie striktné anaerobni.’#V
souvislosti s touto podminkou je nachazime nejCastéji v subgingivalnim
prostoru, v parodontalnich kapsach, ale také v hlubokych ryhach na

jazyku. 14’

Cinnost parodontopatogennich bakterii spo&iva v jejich soudrznosti,
schopnosti se rozmnozovat a odviji se od jejich vlastnosti. Aby byly schopny
uspésné tvorfit ekosystém, musi mit vhodné podminky na zivot. To velice
uzce souvisi s ustni hygienou jedince. Pokud je nedokonald, dochazi ke
kumulaci zubniho plaku na vSech povrSich ustni dutiny. Bakterie vytvafi
intermikrobialni matrix, skrze kterou si vyménuji ziviny. Se stoupajicim
poCtem bakterialnich kolonii vznika souvisla bakterialni masa, s vhodnymi

anaerobnimi podminkami, ktera se neda zni€it jinak nez mechanicky —

144 STRAKA, Michal. Etiopatogeneze parodontitid a jejich vztah k systémovym onemocnénim. s. 19.

145 KOVALOVA, Eva, Tatiana KLAMAROVA a Alica MULLER. Ordina hygiena IV. Zdklady ordinej mediciny —
Bioldgia - Imunoldgia - Parodont. s. 145.

146 VOTAVA, Miroslav. Lékarskd mikrobiologie obecnd. Brno: Neptun, 2001, s. 33, ISBN 80-902896-2-2.
47 KOVALOVA, Eva, Tatiana KLAMAROVA a Alica MULLER. Ordina hygiena IV. Zdklady ordinej mediciny —
Bioldgia - Imunoldgia - Parodont. s. 145.
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v naSem prfipadé zubnim kartdCkem, ultrazvukovou koncovkou nebo

ruénimi nastroji.8

Zakladni vlastnosti parodontopatogennich bakterii je to, ze nas
organismus na jejich pfitomnost velice rychle reaguje v podobé zahgjeni

imunitni reakce.4®

1.4.1 Bakterialni kolonizace a invaze do tkani parodontu

Kolonizace mékkych a tvrdych tkani parodontu a invaze bakterii jsou
procesy, které je nutné rozliSovat z mikrobiologickych, histopatogenetickych

i etiopatogenetickych divodu.

Bakterialni kolonizace znamena osidleni tkani parodontu bez toho,
aby mikroorganismy néjakym zpusobem do tkani pronikly. Tyto kolonie
muzou tkané lokalné drazdit a vyvolavat povrchovy zanét marginalniho
parodontu. Naproti tomu bakterialni invaze uz predstavuje vyraznéjsi
patologicky proces napadeni parodontalnich tkani mikroorganismy, které

do nich penetruji a vyvolavaiji hlubsi infekci.®®

Organismus disponuje urcitou obrannou kapacitou, ktera spociva ve
vyuziti  sliznicné-sekre¢niho imunitniho systému, jehoZz slozkou jsou
napfiklad slina ¢i gingivalni nebo sulkularni tekutina.’®! Kdyz v§ak mnozstvi
nebo virulence bakterii pfesahne udrzitelnou hranici, nastava invaze
parodontalnich patogent do parodontalnich tkani. Bakterie postupuji
smérem apikalnim skrze jiz poSkozeny spojovaci epitel, vyvolavaji
osteolyzu a vznika kombinovana parodontalni kapsa.'? Jak uvadi Straka
,RozliSeni kolonizace a invaze bakterii do tkani parodontu je zakladem

farmakologické strategie jak pfi |éCbé parodontitid, tak i celkového

148 KOVALOVA, Eva, Tatiana KLAMAROVA a Alica MULLER. Ordina hygiena IV. Zdklady ordinej mediciny —
Bioldgia - Imunoldgia - Parodont. s. 145.

1% KOVALOVA, Eva, Tatiana KLAMAROVA a Alica MULLER. Ordlna hygiena IV. Zdklady ordlnej mediciny —
Bioldgia - Imunoldgia - Parodont. s. 145.

150 STRAKA, Michal. Etiopatogeneze parodontitid a jejich vztah k systémovym onemocnénim. s. 20.

151 KOVALOVA, Eva, Tatiana KLAMAROVA a Alica MULLER. Ordina hygiena IV. Zéklady ordlnej mediciny —
Bioldgia - Imunoldgia - Parodont. s. 122.

152 STRAKA, Michal. Etiopatogeneze parodontitid a jejich vztah k systémovym onemocnénim. s. 20.
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diagnostického posuzovani asociace mezi etablovanymi parodontitidami a

jejich systémovymi komplikacemi.“1%3

1.4.2 Bakterialni mechanismy destrukce tkani parodontu

Uz z nazvu parodontopatogenni bakterie vyplyva, Ze se jedna o

bakterie, které vyvolavaji destrukci parodontalnich tkani. Jejich schopnost

poskodit parodont zavisi na tom, jak jsou agresivni, jaka je jejich virulence

a také na tom, jak velka bakterialni invaze uz v tkanich probiha.

Mechanismy poskozeni tkani parodontu:

Enzymy — parodontopatogenni bakterie produkuji enzymy,
které rozpoustéji tkané mezi bunkami, coz vede kK jejich pfimé
destrukci — prikladem je enzym kolagenaza, ktery rozpousti
kolagen obsazeny v periodontalnich vazech. DalSim
pfikladem bakterialnich enzym(O jsou hyaluronidaza,
plazmokoagulaza, proteaza, peptidaza, elastaza, fosfataza,

lipaza apod.

Exotoxiny — nejznaméjsi je leukotoxin — toxin, ktery ma
schopnost nicit polymorfonuklearni leukocyty, ¢imz zpomaluje

imunitni obrannou reakci hostitele

Endotoxiny — lipopolysacharidy, které se uvolfiuji z bunécné
stény gramnegativnich bakterii po jejich usmrceni. Vyvolavaji

silnou zanétlivou reakci.

Dalsi Skodlivé latky — amoniak, indol, sirovodik, mastné

kyseliny'%4

153 STRAKA, Michal. Etiopatogeneze parodontitid a jejich vztah k systémovym onemocnénim. s. 20.
154 KOVALOVA, Eva, Tatiana KLAMAROVA a Alica MULLER. Ordina hygiena IV. Zéklady ordlnej mediciny —
Bioldgia - Imunoldgia - Parodont. s. 146.

44



1.4.3 Aggregatibacter actinomycetemcomitans, AAC, Aa

Aggregatibacter  actinomycetemcomitans  je  gramnegativni
fakultativné anaerobni bakterie patfici do rodu Haemophillus A. Pro svij
rust potfebuje oxid uhli€ity, je velice citliva na kyselé prostfedi — pokud pH
klesne pod hodnotu 6, schopnost jeji reprodukce vyrazné klesa. Tento
patogen souvisi s agresivnimi parodontitidami, zejména s lokalizovanou
juvenilni parodontitidou, ale pfi priniku do krevniho obéhu miize zpusobit
endokarditidu nebo perikarditidu.’™® Kromé toho mlze byt zodpovédna

osteomyelitidu ¢i mozkovy absces.'%6

Zname pét sérotypu bakterie Aa, které se oznacuji malymi tiskacimi
pismeny a az e, pficemz mizeme u jednoho jedince izolovat vice nez jeden
z nich.’™ P¥i parodontitidach byva v parodontalnich kapsach pfitomny

predevsim sérotyp b.1%8

Aa produkuje velké mnozZstvi exogennich cytotoxind (amoniak,
sirovodik), které omezuiji zivotaschopnost bunék a urychluji jejich odumfeni.
Produkuje také leukotoxin, ktery ni€i polymorfonuklearni leukocyty a
znemoznuje jejich chemotaxi. Mezi endogenni toxiny Aa patfi
lipopolysacharidy z bakterialni bunkové stény, které se uvolni po rozpadu
bakterie. Lipopolysacharidy stimuluji resorpci kosti alveolarniho vybézku
skrze osteoklasty. Aa je pfiCinou nadmérné sekrece cytokinu IL-1
z makrofagl. Enzymy, které tato bakterie produkuje (kolagenaza, proteaza)
maji schopnost destruovat tkané parodontu — rozpoustét kolagen
v periodontalnich vlaknech, rozpoustét proteiny. Aa se na postizenych

mistech nachazi v subgingivalnim prostoru — v parodontalnich kapsach, a i

155 KOVALOVA, Eva, Tatiana KLAMAROVA a Alica MULLER. Ordlna hygiena IV. Zdklady ordlnej mediciny —
Bioldgia - Imunoldgia - Parodont. s. 147.

156 VOTAVA, Miroslav, Zdenék BROUKAL a Jiti VANEK. Lékarskd mikrobiologie pro zubni lékare. Brno: Neptun,
2007, s.265, ISBN 978-80-86850-03-0.

157 KOVALOVA, Eva, Tatiana KLAMAROVA a Alica MULLER. Ordina hygiena IV. Zdklady ordinej mediciny —
Bioldgia - Imunoldgia - Parodont. s. 147.

158 VOTAVA, Miroslav, Zdenék BROUKAL a Jifi VANEK. LékaFskd mikrobiologie pro zubni lékare. s. 265.

45



navzdory nalezitému mechanickému oSetfeni dale dochazi k dalSi ztraté

attachmentu.%°

Tento parodontalni patogen mizeme diagnostikovat vice zplsoby.
Mozna je diagnostika pomoci DNA testl, ¢imz zjistime konkrétni specificky
kmen a jeho procentualni zastoupeni. Tato metoda je v parodontologii hojné
pouzivana. Dal8i moznost je diagnostika pomoci kultivace bakterii.’®® K
uspésnému vypéstovani je potfeba zvySenou tenzi oxidu uhliitého a

ponékud bohatsi pldy.'®’

1.4.4 Porphyromonas gingivalis, Pg

Porphyromonas gingivalis je bakterie, ktera patfi do skupiny
gramnegativnich anaerobnich nepohyblivych tyéek. Radi se do rodu
Bacteroides. Casto se oznaduje jako primarni mikrobialni patogen pro vznik
onemocnéni  parodontu.'® Vykazuje velice slabou az Zadnou
sacharolytickou aktivitu — nedokaze fermentovat glukézu ani jiné
sacharidy.'®® Pg ke své vyzivé a rustu vyuziva Zelezo.'®* Tato bakterie ma
velky virulentni potencial a vysokou prevalenci u pacientd s chronickou
parodontitidou, zejména u jejich tézSich chronickych forem. To z ni déla
primarné dominantni patogen pravé u této skupiny onemocnéni

parodontu.’6®

Pg destruuje parodontalni tkdané mnoha zplsoby. Nejdfiv se spoji
s ostatnimi mikroorganismy subgingivalniho plaku, poté pronikne do
epitelialnich bunék, ¢imz poskodi mezibunécné spojeni. Penetruje dale do

hlubSich tkani parodontu az nakonec kolonizuje alveolarni kost. Najdeme ji

159 KOVALOVA, Eva, Tatiana KLAMAROVA a Alica MULLER. Ordina hygiena IV. Zdklady ordlnej mediciny —
Bioldgia - Imunoldgia - Parodont. s. 147.

160 KOVALOVA, Eva, Tatiana KLAMAROVA a Alica MULLER. Ordlna hygiena IV. Zdklady ordlnej mediciny —
Bioldgia - Imunoldgia - Parodont. s. 147.

161 VOTAVA, Miroslav, Zdenék BROUKAL a Ji¥i VANEK. Lékarskd mikrobiologie pro zubni lékare. s. 265.
162 KOVALOVA, Eva, Tatiana KLAMAROVA a Alica MULLER. Ordina hygiena IV. Zdklady ordlnej mediciny —
Bioldgia - Imunoldgia - Parodont. s. 148.

163 VOTAVA, Miroslav. LékaFskd mikrobiologie specidini. Brno: Neptun, 2003, 5.96, ISBN 80-902896-6-5.
164 KOVALOVA, Eva, Tatiana KLAMAROVA a Alica MULLER. Ordina hygiena IV. Zdklady ordlnej mediciny —
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tedy jako soucast subgingivalniho plaku, v hlubSich parodontalnich
kapsach, v akutnich Iézich a také na jazyku, kde zpUsobuje typicky zapach

z st (foetor ex ore, halitosis) 1%°

Pg k utoku na prvni obrannou bariéru vyuziva velké fimbrie, které
slouzi jako adheziny. Pomoci nich se bakterie navaze na bunky
hostitelskych tkani a brani jim tak v rozmnozovani, v regeneraci, posSkozuje
je a méni jejich funkce. To Ze Pg buriky poskodi ji umozni penetrovat do
hlubSich vrstev, aZz penetruje na povrch alveolarni kosti, kde se usadi —
zaCne kost kolonizovat. Rozpousti krystaly apatitu, kolagenova vlakna a
pronika az do povrchové vrstvy kosti kde napada osteoblasty. To z ni déla
invazivni tkanovy patogen pfimo zodpovédny za destrukci alveolarni

kosti.67

Kromé toho Pg tvori rizné Skodlivé latky, produkuje fadu toxickych
enzymU. Pomoci enzymu kolagenazy $tépi kolagen, coby zakladni stavebni
soucast tkani parodontu, pomoci enzymu proteazy niCi molekuly
imunoglobulint a slozek komplementu, ¢imz vyrazné zpomaluje schopnost
obrany imunitniho systému. Dale uvolnuje exotoxin — leukotoxin, ktery je
zodpovédny za paralizaci polymorfonuklearnich leukocytl. Obsahuje také
endotoxin stimulujici uvolfovani prozanétlivych mediatord z makrofagu a
fibroblastd — zejména prostaglandinu E2 a interleukinu 1B. DalSi latka, ktera
prostfednictvim osteoklastd podporuje resorpci alveolarni kosti je

lipopolysacharid uvolnény z burikové stény.'68

Ke kultivaci Pg jsou vhodné krevni agary specialné urCené pro
anaerobni mikroorganismy, obohacené vitaminem K, kvasni¢nym

extraktem a heminem. Bezprostfedné po naocCkovani se misky umisti

166 KOVALOVA, Eva, Tatiana KLAMAROVA a Alica MULLER. Ordina hygiena IV. Zdklady ordlnej mediciny —
Bioldgia - Imunoldgia - Parodont. s. 148-149.

167 KOVALOVA, Eva, Tatiana KLAMAROVA a Alica MULLER. Ordina hygiena IV. Zdklady ordlnej mediciny —
Bioldgia - Imunoldgia - Parodont. s. 148-149.

168 KOVALOVA, Eva, Tatiana KLAMAROVA a Alica MULLER. Ordina hygiena IV. Zéklady ordlnej mediciny —
Bioldgia - Imunoldgia - Parodont. s. 149.
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k inkubaci do anaerobni atmosféry s CO2."%° Pg vytvaFi ¢erné pigmentace,

tudiz i jeji kolonie na krevnim agaru maiji ¢ernou barvu.'”

1.4.5 Prevotella intermedia, Pi

Prevotella intermedia je stejné jako Pg gramnegativni anaerobni
nepohybliva tycka, ktera vytvari &erné pigmenty. Radi se do rodu Prevotella.
Tato bakterie vykazuje znanou sacharolytickou €innost. Na svuj rust
vyuziva predevsim latky steroidni povahy (hormony), a pravé z tohoto
divodu se ve zvySené mife vyskytuje u té€hotnych Zen. RozmnoZuje se
v sulkularni tekutiné. Zakladnimi ristovymi faktory jsou hormony estrogeny,

progesteron, hemin a vitamin K.

Pi se vyskytuje v subgingivalnim plaku a jeji pfitomnost muzeme
prokazat u vSech forem parodontitidy. Typicky se nachazi jako ostatni
parodontopatogenni bakterie v parodontalnich kapsach, nebo
v periimplantarnich kapsach. Jedna se vsak o typicky oportunni kmen, ktery
je za normalnich okolnosti soucasti bézné fyziologické flory ustni dutiny i
poSevni sliznice.””" Kultivace ma stejné podminky jako u rodu

Porphyromonas.'"?

Pi produkuje enzymy kolagenazu a IgA protedzu. Kolagenaza
rozklada kolagen, IgA proteaza ni¢i slinné imunoglobuliny IgA, které jsou
vyznamnou slozkou imunitniho systému a zaroven inhibuje aktivitu

polymorfonuklearnich leukocyt(.'”3

169 yOTAVA, Miroslav, Zden&k BROUKAL a Jifi VANEK. LékaFskd mikrobiologie pro zubni lékare. s. 273.
170 KOVALOVA, Eva, Tatiana KLAMAROVA a Alica MULLER. Ordina hygiena IV. Zdklady ordlnej mediciny —
Bioldgia - Imunoldgia - Parodont. s. 148.

17l KOVALOVA, Eva, Tatiana KLAMAROVA a Alica MULLER. Ordina hygiena IV. Zéklady ordlnej mediciny —
Bioldgia - Imunoldgia - Parodont. s. 150-151.

172 yOTAVA, Miroslav, Zdenék BROUKAL a Jiti VANEK. LékaFskd mikrobiologie pro zubni lékafe. s. 273.
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Bioldgia - Imunoldgia - Parodont. s. 151.
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1.4.6 Fusobacterium nucleatum, Fn

Fusobacterium nucleatum je kliCovy mikroorganismus pfi tvorbé
plaku, diky jeho schopnosti spojovat se s jinymi oralnimi mikroorganismy.'74
Jde o anaerobni gramnegativni ty¢ku S$tihlého vietenovitého tvaru.'”®
Kromé parodontitidy jej nachazime pravidelné i v kapsach v okoli
implantatd — u periimplantitidy.'’® Zajimavé je, Ze Fn patfi do typické Plaut-
Vincentovy anaerobni bakterialni fléry, ktera je charakteristicka u akutni
nekrotizujici ulcerdozni gingivitidy.’”” Spolu s porfyromonadami, maji

vykultivované kultury fusobakterii zvliasté odpudivy zapach.'”®

1.4.7 Peptostreptococuccus micros, Pm

Peptostreptococuccus micros patfi do skupiny anaerobnich
grampozitivnich kok(.'”® Anaerobni grampozitivni koky maji schopnost
produkovat velké mnozstvi kyseliny mlécné. Ta vznika jako produkt
fermentace a ma zanétlivé a cytotoxické UcCinky.'®® Tento konkrétni
parodontalni  patogen se vyskytuje zejména pfi  agresivnich
parodontitidach.'® V Gstni dutiné se jesté podili na rozvoji peritonsilarnich

absces(.182

Jeho patogenita spociva pfedevSim v pritomnosti tzv. kapsuly na
jejich povrchu. Kapsule je slizova vrstva, ktera chrani bakterii pred zevnimi
vlivy a zvysSuje virulenci bakterie, jelikoZ usnadruje pfilnavost k povrchu a
znesnadfiuje rozeznani bakterie imunitnim systémem - toto bakterialni

pouzdro totiz prekryva bakterialni antigeny. Imunitni systém vsSak tento

174 HAN, Yiping W. Fusobacterium nucleatum: a commensal-turned pathogen. Current Opinion in
Microbiology [online]. 2015, 23(1), 141-147 [cit. 2022-04-18]. Dostupné z: doi: 10.1016/j.mib.2014.11.013.
175 VOTAVA, Miroslav, Zdenék BROUKAL a lifi VANEK. LékaFskd mikrobiologie pro zubni lékare. s. 273.
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Bioldgia - Imunoldgia - Parodont. s. 150.

177 VOTAVA, Miroslav, Zdenék BROUKAL a Jifi VANEK. LékaF'skd mikrobiologie pro zubni lékare. s. 274.

178 yOTAVA, Miroslav, Zden&k BROUKAL a Jifi VANEK. Lékafskd mikrobiologie pro zubni lékare. s. 273.

179 BEDNAR, Marek, Véra FRANKOVA, Jiti SCHINDLER, Andrej SOUCEK a lifi VAVRA. Lékarskd mikrobiologie:
Bakteriologie Virologie Parazitologie. Praha: Marvil, 1996, s. 291.

180 pOUBRAVOVA, Anna. Tvorba biofilmu u anaerobnich bakterii. Pardubice, 2018. bakala¥ska prace (Bc.).
Univerzita Pardubice. Fakulta chemicko-technologicka
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patogen pfesto rozpoznava a jako reakce na jeho pfritomnost se zvysSuje
produkce prozanétlivych mediatort — cytokinli, chemokint a matrix-metalo-

proteinazy z makrofagu. 183

1.4.8 Tannerella forsythia, Tf

Tannerella forsythia patfi do skupiny zakladnich parodontalnich
patogenl. Jedna se o gramnegativni anaerobni bakterii, fadici se do rodu
Cytophaga-Bacteroides. Tf je pfitomna pfi parodontitidé, jak u jeji chronicke,

tak u jeji agresivni formy.'84

V patogenezi se uplatriuji nejen Skodlivé bakterialni produkty, ale i
samotny povrch bakterie. Jednim z patogennich mechanismu je napfiklad
produkce proteinu bohatého na leucin (BspA), ktery se vylu€uje i nachazi
na bunkové sténé. Vaze se na fibrinogen a dal$i extracelularni slozky, coz
je nevyhnutné pro adhezi a invazi do hostitelskych bunék. Tf dale produkuje
enzym proteazu (PrtH), ktery vyuziva pro degradaci proteini parodontalni

tkané postizeného jedince. 8

DalSim Skodlivym produktem bakterie jsou glykosidazy, které
sehravaji roli pfi poruSeni integrity a degradaci tkani parodontu.'8®
Konkrétnim pfikladem je neuraminidasa (sialidasa).’®” Tf ma navic na
povrchu tzv. S-vrstvu, coz nejenze umozriuje jednodussi adhezi a invazi

bakterie do hostitelskych tkani, ale tato vrstva jeSté znemoziuje rozpoznat

183 KOVALOVA, Eva, Tatiana KLAMAROVA a Alica MULLER. Ordlna hygiena IV. Zéklady ordlnej mediciny —
Bioldgia - Imunoldgia - Parodont. s. 150.

184 KOVALOVA, Eva, Tatiana KLAMAROVA a Alica MULLER. Ordina hygiena IV. Zdklady ordlnej mediciny —
Bioldgia - Imunoldgia - Parodont. s. 151.

185 MANOHAR, Krishna. Tannerella forsythia. Microbe Wiki [online]. Gambier, Ohio: Kenyon College
Department of Biology, 2016 [cit. 2022-04-18]. Dostupné z:
https://microbewiki.kenyon.edu/index.php/Tannerella_forsythia

186 MANOHAR, Krishna. Tannerella forsythia. Microbe Wiki [online]. Gambier, Ohio: Kenyon College
Department of Biology, 2016 [cit. 2022-04-18]. Dostupné z:
https://microbewiki.kenyon.edu/index.php/Tannerella_forsythia
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patogen bufikami imunitniho systému, ¢im je oddalena imunitni reakce

hostitele.88

Pfitomnost a aktivita této bakterie v parodontu jsou spoustéfem
prozanétlivych mediatoru, jako jsou chemokiny z osteoblasti nebo cytokiny
z monocytl. Cytokiny spoustéji zanétlivou reakci a uplatiuji se v procesu

resorpce kosti alveolarniho vybézku.8°

1.4.9 Treponema denticola, Td

Treponema denticola je gramnegativni parodontopatogenni bakterie
fadici se do skupiny oralnich spirochet rodu Treponema.’™ Je pohybliva,
Stihla, spiralovitého tvaru a velice flexibilni. Bézné se vyskytuje jako soucast
subgingivalniho plaku.’® Pfi nevyhovujici Ustni hygiené se nachazi
v gingivalnim sulku a zplsobuje parodontitidu.'¥? Konkrétnim pfikladem
onemocnéni parodontu v souvislosti s timto patogenem muze byt napfiklad

refrakterni parodontitida, ale i akutni nekrotizujici ulcerézni gingivitida.®3

Treponemy maji typickou bakterialni sténu, na jejimz povrchu se
nachazi mukopolysacharidova kapsula. Déale je vnéjSi membrana, kterou
tvofi polypeptidy a lipopolysacharidy (endotoxiny).'® Td na destrukci
parodontalnich tkani vyuziva endotoxiny a jejich enzymatickou aktivitu. Tyto

endotoxiny dokazi odbourat kolagen a Zelatinu.%®

188 MANOHAR, Krishna. Tannerella forsythia. Microbe Wiki [online]. Gambier, Ohio: Kenyon College
Department of Biology, 2016 [cit. 2022-04-18]. Dostupné z:
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1.4.10 Campylobacter rectus, Cr

Campylobacter rectus je gramnegativni mikroaerofilni a pohybliva
bakterie. Také se fadi do skupiny parodontalnich patogen(.'®® V porovnani
mist vyskytu se Campylobacter rectus vyskytuje d&astéji v mistech

s pokrocilym stupném parodontitidy nez v pasivnich Iézich.1%’

Podobné jako Tf, i Cr ma povrchovou S-vrstvu, ktera vyrazné
ulehCuje adhezi i invazi do parodontalnich tkani a zarovern znesnadriuje
rozpoznani patogenu bunkami imunitniho systému. Dale produkuje

cytotoxiny.1%®

1.4.11 Mikrobiologie gingivitidy

Obecné se vtéto podkapitole budeme vénovat hlavné

nejrozSifenéjsi, a to chronické marginalni plakem podminéné gingivitidé.

V poc€ateCnim stadiu maji v gingivalnim sulku pfevahu zejména
grampozitivni fakultativné anaerobni mikroorganismy. P¥iblizné po jednom
tydnu zacne narustat pocet kapnofiinich a striktné anaerobnich
mikroorganism (aktinomycet, kapnocytofagu a anaerobnich
gramnegativnich ty€ek). V chronicky zaniceném sulku — tedy v kone¢ném
stadiu chronické marginalni gingivitidy je mikrobialni slozeni velice pestre,
avSak prevladaji anaeroby - obzvlast hovofime o bakteriich
Porphyromonas gingivalis a Prevotella intermedia, coZ jsou bakterie
rostouci v €ernych koloniich, nebo také o oralnich spirochétach. Krvaceni
zdasni na podkladé zanétu pfispiva kzmoZeni pravé Ccerné

pigmentovanych anaerobnich tyCek, nebot jim krev slouzi jako zdroj heminu

196 |HARA, Hideaki, Tadashi MIURA, Tetsuo Kato TETSUO KATO, Kazuyuki ISHIHARA, Taneaki NAKAGAWA,
Satoru YAMADA a Katsuji OKUDA. Detection of Campylobacter rectus in periodontitis sites by monoclonal
antibodies. Journal of Periodontal research [online]. 2003, 38(1), 64-72 [cit. 2022-04-18]. Dostupné z:
do0i:10.1034/j.1600-0765.2003.01627.x.
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antibodies. Journal of Periodontal research [online]. 2003, 38(1), 64-72 [cit. 2022-04-18]. Dostupné z:
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potfebného pro jejich vyzivu a rast.'®® S krvacenim gingivy bylo kromé
Porphyromonas gingivalis a Prevotella intermedia také spojeno zvySené

mnozstvi bakterii Actinomyces viscosus.?®

1.4.12 Mikrobiologie parodontitidy

Z patofyziologického i morfologického hlediska je v parodontalni
kapse vysoce anaerobni prostfedi, kterého pH se drzi v hodnotach mezi 7,4
az 7,8 — tudiz je relativné zasadité. Sulkularni tekutina, vznikla jako reakce
na probihajici zanét, je bohata na proteiny, coz je pro vyzZivu a rust anaerob
velice vyhodné, jelikoZ jsou vybaveny fadou proteolytickych enzyma. Cim
hlub8i parodontalni kapsa, tim vyhodnéjSi podminky pro anaerobni

bakterie.

Charakteristickymi pro parodontitidu jsou zejména gramnegativni
anaerobni tyCky jako Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia,
Fusobacterium nucleatum a Tannerella forsythia, dale oralni spirochety jako
Treponema denticola a gramnegativni kapnofilni  bakterie jako

Aggregatibacter actinomycetemcomitans a Capnocytophaga sputigena.

Dle studii se opakované prokazuje uzky vztah mezi smiSenou infekci
gramnegativnich anaerobnich tyCek a oralnich spirochét a vznikem

parodontitidy.2%1

1.4.13 Mikrobiologie chronické parodontitidy

V souCasné dobé se stale Castéji prezentuje zvySena pritomnost
urcitych konkrétnich bakterialnich druhd u urcitych forem parodontitid. Na
zakladé mnoha studii je mozné prohlasit, Zze dominujicim patogenem pro
chronickou parodontitidu je Porphyromonas gingivalis a jiné bakterie
Cerveného komplexu. DalSim mikroorganismem, ktery byl opakované

potvrzen v hlubokych parodontalnich kapsach, je Tannerella forsythia.

199 VOTAVA, Miroslav, Zdenék BROUKAL a Ji¥i VANEK. Lékarskd mikrobiologie pro zubni lékare. s. 486.
200 STRAKA, Michal. Etiopatogeneze parodontitid a jejich vztah k systémovym onemocnénim. s. 24.
201 yOTAVA, Miroslav, Zdenék BROUKAL a Jii VANEK. LékaFskd mikrobiologie pro zubni lékare. s. 487.
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Aggregatibacter actinomycetemcomitans byl u chronické parodontitidy

potvrzen asi v 30 az 40 % pfipadd.2°? Mikrobialni obsazeni je v§ak v tomto

pfipadé velice Siroké, takze v souvislosti s chronickou parodontitidou se

zminuje také jako vyznamny patogen Fusobacterium nucleatum, Prevotella

intermedia, Veilonella parvula, Haemophilus, Peptostreptococcus micros,

Capnocytophaga a Campylobacter species.?®3

1.4.14 Mikrobiologie agresivnich parodontitid

Pojem agresivni parodontitidy vymezuje skupinu onemocnéni

parodontu — parodontitid, u kterych ztrata kosti alveolarniho vybézku je

neumérna véku a neumérna ustni hygiené jedince. Dlasledkem mulze byt

predCasna ztrata zubd.

Agresivni parodontitidy:

Lokalizovana juvenilni parodontitida

U lokalizované juvenilni parodontitidy se jako se specifickym
mikrobialnim  agens setkdvame zejména s bakterii
Aggregatibacter actinomycetemcomitans.?®* Mikrobiologické
studie ukazuiji, Ze téméF vSechna lokalizovana mista juvenilni
parodontitidy obsahuji pravé Aa, ktery maze tvofit az 90 %
celkové kultivovatelné mikroflory. DalSi organismy nalezené
v parodontalnich kapsach ve vyznamném mnozstvi zahrnuji
Porphyromonas gingivalis, Eikenella corrodens,
Campylobacter  rectus, Fusobacterium nucleatum,
Bacteroides capillus, Eubacterium brachy, Capnocytophaga
species, oralni spirochéty, Prevotella intermedia, Treponema

species a Tannerella forsythia.?%
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Prepubertalni a pubertalni parodontitida

Ackoliv bylo studovano pomérné malo pfipadd, zda se ze ani
Aggregatibacter Actinomycetemcomitans ani Porphyromonas
gingivalis nejsou pfi téchto parodontitidach dominantnimi
patogeny. KultivaCni studie ukazuji, Ze bézné izolované jsou

a Bacteroides intermedius a Selenomonas sputigena.?%®
Rychle progredujici parodontitida

U této formy onemocnéni je napadna koncentrace oralnich
spirochét  spolu s porfyromonadami, prevotelami a
aktinobacily.?%”  Z mikrobiologického hlediska ma mnoho
podobnosti s lokalizovanou juvenilni parodontitidou, avsak
konkrétné jednoznacne dominuji Porphyromonas gingivalis,
Prevotella intermedia, Tannerella forsythia a Treponema
species — napfiklad Treponema denticola. Studie rovnéz
naznacuji i vysoky podil Eubacterium  nodatum,
Campylobacter gracilis, Campylobacter showae a Prevotella
nigrescens. Naproti tomu Aggregatibacter

actinomycetemcomitans je pfitomen méné.208
Refrakterni parodontitidy

V souvislosti s refrakternimi parodontitidami hovofime znovu
jako o primarnim patogenu zejména o bakterii
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, ale v mistech
postizenych timto onemocnénim najdeme také bakterie typu
Bacteroides forsythus, Porphyromonas gingivalis, Prevotella

intermedia a Campylobacter rectus.?

206 \WWALLACE MACFARLANE, Thomas a Lakshman P. SAMARANAYAKE. Clinical Oral Microbiology. s. 127.
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1.5 Mikrobiologické diagnostické metody

PFi onemocnénich parodontu je v dnesni dobé vhodné pouzit i rizné
mikrobiologické diagnostické metody.?'® Co se diagnostiky onemocnéni
parodontu tyCe, v prvni fade se opirame o vysledky klinickych vySetfeni —
hloubka parodontalnich kapes naméfena pomoci sondaze, mira krvaceni
na podnét, ztrata attachmentu, stupen viklavosti zubl, mira postizeni
furkaci a v neposledni fade vyhodnoceni souboru cilenych intraoralnich
RTG snimkl — parodontologického RTG statusu. K doplnéni a podporeni
klinického nalezu, verifikaci diagnézy a diagnostice zvlastnich forem
parodontitidy se mikrobiologické vysSetfovaci metody ukazuji jako velice
pfinosné?'’ a jsou vyznamnym zdrojem informaci pro stanoveni planu
léCby.?"? Na jeho zakladé se nejen zachyti aktivni faze onemocnéni, ale

také cilené nasadi antimikrobialni chemoterapeutika nebo antibiotika.?'3

1.5.1 Odbér vzorku

Odebirani biologického materialu ze vSech postizenych mist by bylo
narocné a nakladné. Studie prokazaly, ze pfi odbéru vzorkd z nejhlubsi
parodontalni kapsy kazdého kvadrantu dosahneme s pfiblizné 95 %
pravdépodobnosti  dostateCnych  dikazd o vSech pfitomnych
parodontalnich patogenech. Vzorky by mély byt odebrané z kapsy, ktera

vykazuje aktivitu — je v ni pfitomny hnis nebo krvaceni.?'4

Vzorky Ize odebirat dvéma zpusoby — pomoci sterilni kyrety nebo
sterilnich papirovych €epu. PFi pouziti komerénich testl si vSak nelze

vybrat, ty jsou zaloZzeny témér vyhradné na odbéru pomoci papirovych

210 yOTAVA, Miroslav, Zdenék BROUKAL a Jifi VANEK. LékaFskd mikrobiologie pro zubni lékare. s. 489.
211 MUTSCHELKNAUSS, Ralf E. a Peter DIEDRICH. Praktické parodontologie: klinické postupy. s. 173.
212 E|ICKHOLZ, Peter. Parodontologie od A do Z: zdklady pro praxi. s. 80.

213 MUTSCHELKNAUSS, Ralf E. a Peter DIEDRICH. Praktickd parodontologie: klinické postupy. s. 173.
214 E|ICKHOLZ, Peter. Parodontologie od A do Z: zdklady pro praxi. s. 81.
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¢ep.2"5 Porovnani obou odbérovych technik ukazalo, ze pomoci kyrety Ize

ziskat jesté vy$8i pocet mikrobu nez s pouzitim papirovych ¢epu.2'®

Oblast planovaného odbéru nejdfive vysuSime, aby nedoS$lo ke
kontaminaci slinou. Papirovy €ep uchopime pomoci pinzety a lehce
zavedeme do subgingivalniho prostoru vySetfované parodontalni kapsy.
Nechame 10 az 20 sekund absorbovat sulkularni tekutinu, vyjmeme a

neprodlené vloZzime do transportniho média ve zkumavce.?"”

1.5.2 Pfima mikroskopie

Mikroskopické vySetfeni vzorku muzeme provést budto v zastinu,
nebo ve fazovém kontrastu. Rozdil mezi nimi je ten, Ze pfi mikroskopii
v zastinu se pozorované objekty jevi svétle ohraniCené na tmavéem
podkladu a naopak, ve fazovém kontrastu jsou viditelné tmavé na podkladu
svétlém. Oba zpusoby nam vSak umoznuji rozliSit bakterie pouze
v zavislosti na jejich morfologii a pohyblivosti. Mizeme rozliSit koky,
pohyblivé a nepohyblivé tyCky, filamenta, spirochety a fusiformni bakterie.
Podle procentualniho vyjadieni zastoupeni bakterialnich druhi lze
konstatovat stav parodontu, mozné je i orientaCni posouzeni zvlastnich
forem parodontitidy.?'® V inaktivni parodontalni kapse prevazuji koky a
nepohyblivé tyCky, v kapse aktivni nalézame spiSe pohyblivé tyCky a

spirochety.2™®

Vzorek subgingivalniho plaku odebereme z parodontalni kapsy,
suspendujeme jej v roztoku Zelatiny Ci ve sliné a naneseme na podlozni

sklicko.??® Preparat by mél byt odeéten do jedné hodiny po provedeni

215 E|ICKHOLZ, Peter. Parodontologie od A do Z: zdklady pro praxi. s. 81.
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polymerase chain reaction. Journal of Periodontology [online]. 2007, 78(5), 909-917 [cit. 2022-04-18].
Dostupné z: doi:10.1902/jop.2007.060218.
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odbéru plaku z kapsy, po této dobé totiz klesa pohyblivost bakterii, pfipadné

dochazi k jejich rozpadu.??!

Vyhodou metody pfimé mikroskopie je, Ze je jednodusSe proveditelna
pfimo v zubni ordinaci a zaroven muze slouzit jako motivace pro
pacienta.??? Jeji nevyhodou je, Ze neziskame informace potifebné pro

nasazeni podpuarné antibiotické lé¢by.?23

1.5.3 Kultivaéni techniky

Jednou z metod vyuzivanych pro pfimy prikaz plivodce onemocnéni
je kultivace. Jejim cilem je izolace puvodce v Cisté kultufe pro ucely jeho

identifikace nebo pro jeho dal$i charakterizaci.??*

Mikrobiologicka detekce bakterii pomoci kultivace je stale
referencnim standardem, co se diagnostiky bakterialnich onemocnéni
tyCe.??> Bakterialni kmeny rostou v zavislosti na atmosfére, teploté a
kultivaénich pudach.??® Pro Uspé&sné provedeni vSak tato metoda vyzaduje
Zivé bakterialni kmeny a jelikoz jsou parodontopatogenni bakterie pfevazné
anaerobni, je zapotfebi odebrat vzorek velice peclivé. K pfevozu do
laboratofe je nutné vyuzit transportni médium a vzorek do 24 hodin

zpracovat.??’

Vyhoda kultivace spocCiva v moznosti zachyceni Sirokého spektra
mikroorganismi a pomérné pFesné analyzy s dobrou rozliSovaci
schopnosti, ktera pfinasi rozsahlé informace o spektru subgingivalni

flory.222 Pro posuzovani diagnostickych postupu je kultivace stale jedinou

221 MUTSCHELKNAUSS, Ralf E. a Peter DIEDRICH. Praktickd parodontologie: klinické postupy. s. 173.

222 MUTSCHELKNAUSS, Ralf E. a Peter DIEDRICH. Praktickd parodontologie: klinické postupy. s. 173.

223 E|CKHOLZ, Peter. Parodontologie od A do Z: zdklady pro praxi. s. 82.

224 MELTER, Oto a Annika MALMGREN. Principy a praktika lékaiské mikrobiologie. Praha: Karolinum, 2014, s.
29, ISBN 978-80-246-2414-3.

225 SEDY, liti. Kompendium stomatologie. s. 692.
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referencni metodou a zaroven jedinou metodou, pomoci které jsme schopni

zjistit rezistenci bakterialnich kment na antibiotika.??°

Nevyhodou kultivace je, ze tento postup Casové a technicky
naro¢ny.?®0 Vyzaduje pfitomnost Zivych bakterii — proto je pfi transportu a
zpracovani nutné dodrzet anaerobni podminky. Kvali témto pozadavkim

Ize anaerobni kultivaci provadét pouze v specializovanych laboratofich.?3!

1.5.4 Imunologické techniky

Tyto diagnostické postupy jsou zaloZzené na principu reakci antigenu
s protilatkou, coz je vlastné zakladni princip prib&hu imunitnich reakci.?3?
Bakterie se identifikuji pomoci specifickych protilatek (Ab), které se vazi na
specifické bakterialni antigeny (Ag). Tyto Ag-Ab komplexy pak zobrazujeme

a kvantifikujeme.?*3

Imunofluorescence spocCiva vtom, ze protilatka se pfimo nebo
nepfimo oznaci fluorescenénim barvivem, a poté je mozné pozorovat

komplexy Ag-Ab s pouzitim fluorescenéniho mikroskopu.234

DalSim zastupcem metody prikazu mikroorganismld se stejnym
principem je enzyme linked immuno sorbant assay (ELISA), u které probiha
prukaz reakce mezi antigenem a protilatkou na zakladé reakce barviva a
enzymu.?3® Existuje vic moznosti, jak tuto metodu provést — pfima, nepiima,

inhibiéni, membranova, kompetitivni atd.?3¢

Latex-aglutinacni test nebo latexova aglutinizace je postup, kde se
pro prukaz antigent pouZzivaji Castice latexu. Na povrch molekuly latexu se

navaze protilatka, ktera reaguje s antigenem cilovych bunék, coz zpUsobi,

229 MUTSCHELKNAUSS, Ralf E. a Peter DIEDRICH. Praktickd parodontologie: klinické postupy. s. 174.
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232 MUTSCHELKNAUSS, Ralf E. a Peter DIEDRICH. Praktickd parodontologie: klinické postupy. s. 174.
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234 EICKHOLZ, Peter. Parodontologie od A do Z: zdklady pro praxi. s. 82-83.
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Ze se latexové molekuly propoji — vytvori sit.?%” Projevi se to tvorbou

pouhym okem viditelnych shluk.238

1.5.5 Molekularné biologické techniky

Zakladnim principem molekularné biologickych testd je vyuziti
jedine¢né genetické informace ulozené na kruhovém chromozomu bakterii
— DNA; i RNA. Nejdfive je potfeba z odebranych vzorkl( subgingivalniho
zubniho povlaku bakterialni DNA enzymatickym rozkladem izolovat,
nasledné purifikovat a v zavislosti na technologii, kterou mame k dispozici
diagnosticky dokazat.?*® VVyhodou je, Ze tyto techniky jsou vysoce senzitivni
a pro jejich provedeni neni nutné mit zivé bakterie, jako je tomu napfiklad u

kultivaénich technik.240

1.5.6 DNA-sondy

Kazdy druh bakterie ma své specifické sekvence DNA, dle kterych
jej dokazeme identifikovat a prokazat. Metoda DNA-sond, DNK-sond nebo
obecné genovych sond je metoda, ktera vyuziva potencial a jedinecnost

genetické informace DNA. 241

DNA-sonda je sekvence jednovlaknové deoxyribonukleové kyseliny
DNA, ktera je komplementarni k DNA, kterou chceme dokazat. Specificky
se k ni vaze (hybridizuje), a jelikoz je DNA-sonda chemicky oznacena, toto
spojeni, jestlize je uspésné, se stane viditelnym — po hybridizaci se
,rozsviti“. To znamena Ze sonda splnila svuUj ukol a bakterii jsme schopni

prokazat.?*?

Detekce bakterii se pak provede budto enzymatickou reakci anebo

méFenim radioaktivity. DNA-sondy zname celochromozomaini, klonované a

237 MUTSCHELKNAUSS, Ralf E. a Peter DIEDRICH. Praktickd parodontologie: klinické postupy. s. 175.
238 VOTAVA, Miroslav. Lékaiskd mikrobiologie — vySetfovaci metody. s. 213.

239 E|CKHOLZ, Peter. Parodontologie od A do Z: zdklady pro praxi. s. 84.

240 E|ICKHOLZ, Peter. Parodontologie od A do Z: zdklady pro praxi. s. 83.

241 MUTSCHELKNAUSS, Ralf E. a Peter DIEDRICH. Praktickd parodontologie: klinické postupy. s. 176.
242 yOTAVA, Miroslav. LékaFskd mikrobiologie — vysetfovaci metody. s. 217.
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oligonukleotidové.?** Tuto metodu je mozné pouzit i pro detekci sekvenci

DNA, které uz prosly zmnozenim pomoci PCR techniky.?*4

1.5.7 PCR - polymerazova retézova reakce

Polymerazova fetézova reakce, v posledni dobé znama jako metoda
PCR, spociva v reprodukci useku deoxyribonukleové kyseliny s naslednym
prukazem. V parodontologii se tato diagnosticka metoda uplatriuje stale
Castéji, jelikoz je velice citliva, odhaluje i nekultivovatelné mikroorganismy a

vyrazné ulehdéuje taxonomickou i fylogenetickou klasifikaci bakterii.?45

ZjednoduSené se da fFict, Ze po izolaci bakterialni DNA Ize
amplifikovat (namnozit) pfesné definovanou €ast Sroubovice DNA v poctu
nékolika milionu kopii, protoZze pro molekularni vySetfeni je Casto potfebné
ziskat pomérné velké mnozstvi urcitého Useku genetické informace.?46
Prukaz je pak mozny pomoci uz zminéné DNA-sondy, nebo elektroforézou

s naslednym obarvenim.?*’

1.5.8 DNA-DNA hybridiza¢ni technika Checkerboard

DNA-DNA hybridiza¢ni technika Checkerboard neboli volnym
prekladem technika DNA-DNA Sachovnicové hybridizace nabizi fadu vyhod

pro studium vice vzork( obsahujicich komplexni smé&s mikroorganism(i.242

K hybridizaci DNA se vyuzivaji DNA-sondy umistnéné na nosné
membrané, ktera umoznuje detekci nékolika druht bakterii v jednom vzorku

plaku souc¢asné.?*?

Vyhodou je, Ze je pomérné levna, rychla, citliva a Ize rozpoznat i

obtiZzné kultivovatelné nebo nekultivovatelné druhy bakterii. DalSi vyhodou

243 MUTSCHELKNAUSS, Ralf E. a Peter DIEDRICH. Praktickd parodontologie: klinické postupy. s. 176-177.
244 E|ICKHOLZ, Peter. Parodontologie od A do Z: zdklady pro praxi. s. 84.
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je, ze vzorky neni nutno fedit nebo amplifikovat.?®® Nevyhodou v8ak zUstava
skuteCnost, ze pro provedeni této metody se vyzaduji vysoce odborné
znalosti a je mozno ji provést pouze ve specialné vybavenych laboratofich,

proto se pro rutinni pouZiti nehodi.?%

Prehled vyhod a nevyhod nejpouzivanéjSich diagnostickych metod

je k nahlédnuti v pfilohach (viz. pfiloha 1).

1.5.9 MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni  spektrometrie MALDI je analytickou metodou
vyuzivanou nejen pro identifikaci bakterii. Stanovuje hmotnost atomd a
molekul jejich pfevedenim na ionty (ionizaci), naCez jsou nasledné tyto ionty
pomoci laseru za pfitomnosti matrice urychleny silnym elektrickym polem a

praletem ve vakuu.?%2

V hmotnostni spektrometrii MALDI-TOF je zdrojem iont( desorpce a
ionizace za pomoci matrice (MALDI) a hmotnostnim analyzatorem je
analyzator doby letu (TOF). Aby se molekuly analytu proménili na plynnou
fazi narazi mékka ionizace, kterou produkuje laser, na matrici malych
molekul. Jednoduse mizeme fici, Zze vzorky jsou ionizované laserem. Toto

se déje, aniz by doslo k jejich fragmentaci nebo rozkladu.?53

Smés matrice a analyzovaného vzorku, které jsou naneseny na
kovovém terCiku zasahne pulz laseru. Matrice absorbuje energii tohoto
pulzu, rozlozi se na molekuly plynného skupenstvi a ionizuje molekuly
analyzovaného vzorku. lonty analyzované latky jsou pfi prostupu silnym
elektrickym polem (25-30 kV) urychlené. Vstoupi do vakua, které je v trubici

analyzatoru doby letu a jejich rychlost se stane umérnou hmotnosti a naboji.
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Analyzator doby letu (TOF) méfi dobu letu Castice, z CehoZ nasledné
vypocte rychlost Castice jako pomér molekulové hmotnosti a naboje

Gastice.2%

Lasery pouzivaji jak ultrafialovych, tak infraervenych vinovych
délek. Nejbéznéji matricemi pouzivanymi v soucasnosti jsou kyselina a-
kyano-4-hydroxyskoficova, kyselina 2,5-dihydroxybenzoova, kyselina 3,5-

dimethoxy-4-hydroxyskoticova a 2,6-dihydroxyacetofenon.?%°

1.5.10 Vyuziti hmotnostni spektrometrie

V souCasnosti se hmotnostni spektrometrie vyuzZiva nejen
v mikrobiologii ale i v klinické praxi.?®® Tato metoda mikrobiologické
diagnostiky je totiz prilomem, ktery cely diagnosticky proces nejen zasadné
urychli, ale i poda klinicky validni vysledek. Jedna se o zejména o zavazné
nebo vzacné se vyskytujici septické stavy nebo infekce, kdy muze v€asny

vysledek pozitivné ovlivnit prognézu pacienta.?®’

Jak uvadi RNDr. Ing. Libor Stanék a MUDr. Filip Prusik z prazské
laboratofe CUBE, kde tuto technologii k identifikaci vyuZivaji ve svém
¢lanku: ,Velkym pfinosem je tato metoda v diagnostice v8ech puvodcl
infek&nich nemoci zpusobenych jak nemocni¢nimi, tak komunitnimi
patogeny. Spektrum patogenU je velice Siroké, zahrnujici pomalu rostouci
anaerobni patogeny, dale nutricné naroCné patogeny, patogeny
vyvolavajici stfevni infekce, kam patfi hlavné v letnim obdobi salmonely,
kampylobaktery, yersinie, respiraCni patogeny, mezi néz patfi hemofily,

streptokoky, patogeny zpusobuijici uroinfekce, infekce genitalniho aparatu,

254 SNAIDROVA, Martina. Identifikace vlaknitych hub pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie. C.
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ale i kvasinek a plisni, mozna je také identifikace vzorkl zvifat ¢i stéra z
prostiedi. Za zminku stoji také moznost vyuziti pro detekci nékterych
mechanismU rezistence (prikaz karbapenemaz), eventuelné pro pfimou
identifikaci z hemokultur.“?%® Hmotnostni spektrometrie se vyuziva také na
detekci a méfeni hladin specifickych biomarkeru v télesnych tekutinach,
jako jsou krev nebo mo¢. Pfikladem je mérfeni specifickych biomarker(
probihajiciho  onkologického onemocnéni (rakoviny).?®® Za objev
prokazatelny pfinos technologie hmotnostni spektrometrie — neboli MALDI

TOF MS, byla v roce 2002 obdrzena Nobelova cena za chemii.?®®

1.5.11 Hodnotici kritéria a uréeni rozsahu skére uspésnosti
identifikace MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie

Pocatecnim ucelem vyuziti metody MALDI-TOF byla analyza peptida
a proteind. Dnes analyzujeme i nukleové kyseliny, nizkomolekularni

organické i anorganické latky.2®’

Kazdy mikroorganismus pfi identifikaci pomoci hmotnostniho
spektrometru uvoliiuje ze své bunélné stény urcité spektrum
vysokomolekularnich latek jako jsou proteiny, glykoproteiny nebo
polysacharidy, které muizeme rovnéz oznaCit jako tzv. molecular
fingerprints, neboli molekularni otisky prstd. Jedna se v podstaté o
molekularni indikator, ktery je druhové specificky. Analyticky program, ktery
vyuziva technologie MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie v prvnim kroku

identifikace pfevadi namérfena hmotnostni spektra na seznam pika (peaks).
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content/uploads/2020/02/20006TM-SYNLAB-synlabianer-012020-07.pdf

261 MATOUSKOVA, Adéla. Vyuziti MALDI-TOF spektrometrie ve vyuce student( ugitelstvi chemie. Brno,

2017. Bakalarska prace (Bc.). Masarykova Univerzita v Brné, Pedagogicka fakulta
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V druhém kroku nasledné tento seznam srovnava se souborem vsech vzort

(profilt), jez jsou uloZeny v referen¢ni databazi.?6?

Skoére uspésnosti identifikace udava tésnost shody mezi spektrem
zkoumaného kmene a referenénim spekirem. Hodnota vysledného skoére
slouzi k posouzeni spolehlivosti vysledku identifikace, jelikoZ urCuje miru

pravdépodobnosti spravného rozlieni identifikovaného kmene.?%3

Srovnavaci algoritmus vypocte tfi samostatné hodnoty pro tfi
charakteristiky vzorku a referenni spektra, pfiCemz vysledné skore
identifikace je zaporny dekadicky logaritmus soucinu téchto tfi hodnot.

Konkrétné:

e se stanovi pocet signalu v referenénim spektru, které jsou

srovnavanému neznamému spektru nejvice podobné

e stanovi se pocet signall neznamého spektra, které se nejvice

pfiblizuji hodnotam referenéniho spektra

e vypolte se symetrie srovnavanych tzv. signalnich pard —
signaly neznamého identifikovaného spektra a referencniho

spektra

Kromé Ciselného vysledku skére jsou pro leh€i, rychlejSi orientaci a
interpretaci vysledkl vypoctené hodnoty zobrazeny i barevné (zelena, Zluta,
cervena).264

Tabulka 1 — Hodnoceni spolehlivosti identifikace

Barva |Rozsah skére |Popis

2,300 —3,000 | Druh byl s vysokou pravdépodobnosti identifikovén
2,000 —2,299 |Rod identifikovén s jistotou, druh pravdépodobné
1,700 —1,999 |Pravdé€podobn4 identifikace rodu

0,000 —1,699 | nespolehliva identifikace

Zdroj: SNAJDROVA, Martina. Identifikace vlaknitych hub pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie. s.37

262 BRUKER DALTONIK GMBH, MALDI Biotyper 3.0 uZivatelsky manual [online]. Bremen, Némecko: Bruker

Daltonik, 2011 [cit. 2023-04-28].5.17

263 ENAIDROVA, Martina. Identifikace vlaknitych hub pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie. C.
Bud., 2014. Bakalarska prace (Bc.). Jihoceska Univerzita v Ceskych Budéjovicich. Zdravotné socialni fakulta

264 BRUKER DALTONIK GMBH, MALDI Biotyper 3.0 uZivatelsky manual [online]. Bremen, Némecko: Bruker
Daltonik, 2011 [cit. 2023-04-28]. 5.18
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1.5.12 Princip identifikace mikroorganismi pomoci MALDI-TOF

hmotnostni spektrometrie

MALDI-TOF MS je anglickou zkratkou pro matrix assisted laser
desorption/ionization — time of flight, mass spectrometry. Volné pfelozeno
se tedy jedna o hmotnostni spektrometrii s ionizaci/desorpci laserem za

pfitomnosti matrice v kombinaci s detektorem doby letu.?%°

Zakladem pro uspésnou identifikaci zkoumaného vzorku je stanoveni
jeho molekulové hmotnosti. Vyhodou je, Ze k provedeni staCi jenom
minimalni mnozstvi bakterialni kultury, ktera se nanese na detekCni kovovy
ter¢ik.?%6 Ten obsahuje jednotlivé pozice (spoty), dle kterych je mozné se
v jednotlivych vzorkach jednoduse orientovat. Na jednu pozici se zpravidla

nanese jeden kmen.267

Nasledné se vSechny pozice s nanesenymi bakterialnimi kulturami
prekryji matrici (Casto a-kyano-4-hydroxyskoficova) a nechaji se volné
zaschnout. Tato matrice je potfebna k vyextrahovani jednotlivych proteind,

které jsou dulezité k nasledujicimu méfeni.?68

Dale ma matrice schopnost absorbovat UV zafeni z laserového
pulsu a prevadét jej na tepelnou energii, coz ma za nasledek, ze se matrice
zahfeje a odparuje spolu se vzorkem — dochazi k desorpci (uvolnéni iontd
vzorku). Zaroven dochazi k ionizaci molekul vzorku pfedanim H* od molekul
matrice a vzniklé ionty pfechazi do hmotnostniho analyzatoru. Tim, Ze je

matrice schopna absorbovat energii laserového zafeni a pfedat naboj

265 SAFRANKOVA, Rendta. VyuZiti MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie i daléich metod p#i identifikaci
mikroorganism0. Hradec Kralové, 2021. Autoreferat disertacni prace. Univerzita Karlova v Hradci Kralové,
Lékarska fakulta. [cit. 2023-02-03]. Dostupné z:
https://dspace.cuni.cz/bitstream/handle/20.500.11956/128278/140093551.pdf?sequence=4&isAllowed=y.
266 STANEK, Libor a Filip PRUSIK. VyuZiti a pfinos sofistikované metody MALDI-TOF. Synlabianer: Odborny
Casopis pro lékare [online]. Praha, 2020, 15-16 [cit. 2023-02-06]. Dostupné z: https://synlabianer.cz/wp-
content/uploads/2020/02/20006TM-SYNLAB-synlabianer-012020-07.pdf

267 SAFRANKOVA, Rendta. VyuZiti MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie i daléich metod p¥i identifikaci
mikroorganismu. Hradec Kralové, 2021. Autoreferat disertacni prace. Univerzita Karlova v Hradci Kralové,
Lékarska fakulta.

268 STANEK, Libor a Filip PRUSIK. VyuZiti a pFinos sofistikované metody MALDI-TOF. Synlabianer: Odborny
Casopis pro lékare [online]. Praha, 2020, 15-16 [cit. 2023-02-06]. Dostupné z: https://synlabianer.cz/wp-
content/uploads/2020/02/20006TM-SYNLAB-synlabianer-012020-07.pdf
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molekulam analytu, plni svou hlavni funkci — a to zabranit $t€peni molekul

nezadoucim zplsobem (degradaci).?%®

Zdrojem zafeni, které doslova pomoci fotonl bombarduje analyt
s matrici, je nejCastéji pulzni UV laser. Ve vétSiné pripadu se jedna o N2

laser s typickou frekvenci 20-50 Hz a vinovou délkou zafeni A = 337 nm.270

Hmotnostni analyzator (TOF) méfi dobu letu separovanych iontu,
které jsou urychleny pomoci elektrického pole (mezi kovovym detekénim
terCikem a vstupni Stérbinou analyzatoru je pfitomné napéti). Tyto ionty
nabydou urcitou rychlost v zavislosti na jejich naboji a hmotnosti, coz
znamena, ze rlzné ionty maji rizné rychlosti, a tedy dopadnou na detektor
v rozdilném Case (lehCi molekuly dorazi k detektoru dfive, t€zSi molekuly
dorazi k detektoru pozdéji). Detektor ionty zachyti a matematicky vypocita

pomér hmotnosti m a velikosti naboje z, pomoci vzorce m/z.?"

Identifikace je vyhodnocena pomoci porovnani vlastnich vysledku
s obrovskou databazi spekter, na zakladé kterych je uspésnost vyjadiena
Ciselnou hodnotou — hodnotou skére (viz. tabulka 1). Charakteristicky profil
pro identifikaci mikroorganismu poskytuji ribosomalni proteiny, tvofici az

21% z celkového proteinového obsahu buriky.?"2

269 MATOUSKOVA, Adéla. Vyuziti MALDI-TOF spektrometrie ve vyuce studentd uditelstvi chemie. Brno,

2017. Bakalafska prace (Bc.). Masarykova Univerzita v Brné, Pedagogicka fakulta

270 SAFRANKOVA, Rendta. Vyuziti MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie i daléich metod p¥i identifikaci
mikroorganism0. Hradec Kralové, 2021. Autoreferat disertacni prace. Univerzita Karlova v Hradci Kralové,
Lékarska fakulta.

271 MATOUSKOVA, Adéla. Vyuziti MALDI-TOF spektrometrie ve vyuce studentt uéitelstvi chemie. Brno,
2017. Bakalarska prace (Bc.). Masarykova Univerzita v Brné, Pedagogicka fakulta

272 SAFRANKOVA, Rendta. VyuZiti MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie i daléich metod p#i identifikaci
mikroorganismu. Hradec Kralové, 2021. Autoreferat disertacni prace. Univerzita Karlova v Hradci Kralové,
Lékarska fakulta.
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Obrazek 9 — Schematické znazornéni principu
technologie MALDI-TOF MS
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Zdroj: SAFRANKOVA, Renata. Vyuziti MALDI-TOF hmotnostni
spektrometrie i dalSich metod pfi identifikaci mikroorganismu. s. 8

68



2 Prakticka cast

Prakticka Cast bakalarské prace je zaméfena na mikrobiologickou
diagnostiku onemocnéni parodontu s vyuzitim anaerobni kultivace a
nasledné identifikace parodontalnich patogent pomoci hmotnostni
spektrometrie MALDI-TOF.

Dle mnoha védeckych epidemiologickych studii a odborné literatury
muzeme konstatovat, Ze plakem podminéné parodontopatie jsou
problémem, ktery se tyka vétSiny populace. Pro jejich uUspéSnou
parodontologickou |éCbu je dullezité vyuziti vhodnych pomocnych
vySetfovacich metod, na zakladé kterych je mozné identifikovat konkrétni

patogeny, které onemocnéni zpusobuiji.

2.1 Cil prace

V praktické Casti bakalarské prace byl proveden odbér biologického
materialu od kazdého z pacientd za ucelem mikrobiologické diagnostiky
s vyuzitim anaerobni kultivace a nasledné identifikace parodontalnich
patogenl pomoci hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF (Microflex, Briker
Daltonics, Germany). Cilem bylo zjistit a potvrdit, zda jsou tyto pomocné

diagnostické postupy vhodné na pouziti v parodontologii.

2.2 Hypotézy
Hypotéza €. 1

,Predpokladam, Ze anaerobni kultivace a nasledna identifikace pomoci
hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF je vhodna metoda pro diagnostiku
patogent pritomnych pfi onemocnéni parodontu, a vysledky jsou
porovnatelné s jinymi  mikrobiologickymi  diagnostickymi  metodami

pouzivanymi v parodontologii.“

Tato hypotéza vychazi pfedevSim z odborné literatury a odbornych

védeckych ¢lanku, ve kterych autofi povaZzuji anaerobni kultivaci jako
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referencni standard pro diagnostiku parodontalnich patogenu. Jedna se
hlavné o odbornou literaturu Prakticka parodontologie — Klinické postupy od
Mutschelknausse (2002)?73, dale odbornou literaturu Parodontologie od A
do Z od Eickholze (2013)?™, ¢i taiwanskou védeckou studii doktorky Wei
z roku 2021, kde identifikovali parodontalni patogeny pravé pomoci

anaerobni kultivace a hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF.275
Hypotéza €. 2

,OCekavam, Ze alespori u 70 % pacientli s onemocnénim parodontu bude

pozitivni nalez Porphyromonas gingivalis.*“

Tato hypotéza vychazi z iranské studie doktora Rafieiho z roku 2018,
ktera byla provedena za ucelem odhadu prevalence Porphyromonas
gingivalis, bakterie, ktera je povazovana za hlavni mikrobialniho agens

v incidenci parodontalnich onemocnéni.
Hypotéza €. 3

,pDomnivam se, Ze alespori u 50 % pacientu bude pozitivni nalez

Streptococcus intermedius nebo Streptococcus gordonii.“

Domnivam se tak na zakladé vysledkl taiwanské studie doktorky
Wei z roku 2021, kde byl zjistén vysoky vyskyt Streptococcus gordonii a
Streptococcus intermedius, jakozto potencionalnich markert u pacientl

s pfitomnym onemocnénim parodontu.

273 MUTSCH ELKNAUSS, Ralf E. a Peter DIEDRICH. Praktickd parodontologie: klinické postupy.s. 174.

274 EICKHOLZ, Peter. Parodontologie od A do Z: zdklady pro praxi. s. 82.

275 WEI, Yu-Shan, Yi-Ru CHANG, Yi-Ting TSAI, et al. The distribution of cultivable oral anaerobic microbiota
identified by MALDI-TOF MS in healthy subjects and in patients with periodontal disease. Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis [online]. 2021, 192 [cit. 2022-04-04]. ISSN 07317085. Dostupné z:
doi: 10.1016/j.jpba.2020.113647
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2.3 Soubor

V ramci praktické Casti této bakalarské prace byl vybrany soubor 12
pacientl s onemocnénim parodontu (gingivitida, parodontitida) ve véku 29
az 75 let, Ctyfi Zzeny a osm muzl. Kazdy pacient byl nejdfive podrobeny
vySetfeni a byly mu provedeny gingivalni a parodontologické indexy. Dle
naméfenych hodnot se vybraly vhodna mista pro odbér biologického
materidlu z kazdého kvadrantu. Vzorky byly nasledné do dvou hodin
zpracovany v mikrobiologickém laboratoriu k anaerobni kultivaci a nasledné

identifikaci pomoci hmotnostni spektrometrie.

Odbér probéhl u kazdého z 12 pacientt v obdobi od 6. 1. 2022 do 3.
3. 2022 ve Fakultni nemocnici Kralovské Vinohrady, ve vyukovém centru 3.
lékaFfskeé fakulty Karlovy Univerzity v pavilonu X — v ordinacich dentalni
hygieny. Celkem bylo ziskano 12 vzorkd od 12 pacientd. U jednoho z téchto

pacientu bylo navic udélané vySetfeni pomoci DNA testu.

2.4 Material

Kultivaéni pldou byla Columbia krevni agar s pfidanim 5 %
defibrinované ovéi krve v Petriho miskach (Oxoid, Ceska republika). Jako
matricu jsme vybrali kyselinu a-kyano-4-hydroxyskoficova HCCA (Bruker

Daltonics, GmbH Bremen, Germany).

Dalsi pomUcky a pfistrojové vybaveni: odbérovy tampon Transystem
s Amiesovou pldou s aktivnim uhlim (Dispolab, Ceska republika), sterilni
kyreta, nitrilové vySetfovaci rukavice, sterilni jednorazové mikrobiologické
klicky 10 pl (Hebios), anaerostat 35 °C 5 % CO2 (Thermo Scientific),
AnaeroGen™ 3,5L sacky pro vytvoreni anaerobniho prostredi (Thermo
Scientific), termostat 36 + 1 °C (Thermo Scientific), dfevéné paratka,
jednorazoveé plastové pipety, automaticka pipeta (Eppendorf), kovovy tercik
Micro SCOUT - 96 pozic (Bruker Daltonics, GmbH Bremen, Germany) a
MALDI-TOF hmotnostni spektrometr microflex™ series (Microflex, Briker

Daltonics, Germany).
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2.5 Metodika

Odbér uspésné probéhl u kazdého z 12 pacientu. Kazdy odbér byl
proveden pomoci sterilnich odbérovych tampond a sterilni kyrety,
z nejhlubsi namérené parodontalni kapsy kazdého kvadrantu. V odbérove
oblasti se zajistilo suché pracovni prostfedi, aby nedoslo ke kontaminaci
slinou. Odbérovy tampon byl neprodlené po odebrani vzorku vloZeny do
transportni pady obohacené o Cerné uhli a nanejvyS do dvou hodin
zpracovan v mikrobiologickém laboratoriu Statniho Zdravotniho Ustavu
(Narodni referencni laboratof pro antibiotika). VSichni pacienti se na studii

podileli dobrovolné s informovanym souhlasem (viz. pfiloha 2).

2.5.1 Ockovani agarovych ploten

Kmeny byly vyoCkovany na krevni agar. Na kazdého pacienta byly
pouzité dva agary — jeden pro aerobni kultivaci se zvySenou koncentraci

COg, druhy pro anaerobni kultivaci.

Obrazek 10

A — Columbia krevni agar (Oxoid), pouzity k anaerobni kultivaci
B — oznagené krevni agary pfipravené na nao¢kovani

A B

Zdroj: archiv autorky

KazZda krevni agarova plotna byla do poloviny nao¢kovana vatovym
tamponem s odebranym biologickym materidlem (viz. obrazek 10 -

znazornéné bilou). Sterilnimi mikrobialnimi klickami byl nasledné proveden
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kfizovy roztér, kterym dochazi k postupnému fedéni kultury s cilem ziskat
Cistych bakterialnich kolonii. KFfizovy roztér byl proveden dle obecného
schématu (viz. obrazek 11). Poté byly agary kultivovany v prostfedi s 5 %
CO2v inkubatoru (viz. obrazek 14) o teploté 35 +/-1 °C, nebo v anaerostatu
(viz. obrazek 13) pfi stejné teploté (35 +/-1 °C). Aby byla v anaerostatu
zajisténa optimalni atmosféra, po vloZzeni naoCkovanych agarovych ploten
byl dovnitf pfidany sacek pro vytvofeni anaerobniho prostfedi
AnaeroGenTM 3,5L (ThermoScientific) (viz. obrazek 12). V atmosfére
s CO2 se bakterialni kolonie kultivovali 18 hodin, v anaerobnim prostfedi

kvlli pomalému rastu anaerobnich bakterii az dva dny.

Obrazek 11 — schéma provedeného kfizového roztéru
(Cerné ve sméru Sipek)

Zdroj: archiv autorky
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Obrazek 12 — AnaeroGenTM 3,5L
sacky pro vytvoreni anaerobniho
prostfedi (Thermo Scientific)

Zdroj: archiv autorky

Obrézek 13 — Anaerostat Obrazek 14 — inkubator s atmosférou
s nao¢kovanymi agarovymi plotnami 5% CO2

Zdroj: archiv autorky Zdroj: archiv autorky
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2.5.2 Identifikace bakterii

Pro potfeby identifikace pomoci hmotnostni spektrometrie byly
z kazdé agaroveé plotny vybrané reprezentativni kolonie dle tvaru, velikosti,
barvy, typu hemolyzy, povrchu nebo morfologie okraje. Z kazdé vybrané
kolonie byl odebran vzorek pomoci dfevéného paratka a poté nanesen na
jednu samostatnou kruhovou pozici kovového terCiku (obrazek €. 18). Na
kazdou pozici s odebranymi koloniemi se automatickou pipetou nanesl 1
mikrolitr matrice, kyseliny a-kyano-4-hydroxyskoficové (HCCA). Po uplném
zaschnuti nanesené matrice se kovovy terCik s odebranymi bakteriemi vlozil
do hmotnostniho spektrometra MALDI TOF-SM na identifikaci (obrazek €.
19). Ze vSech vzorkGl se podafilo spolehlivé identifikovat 32 riznych

bakterialnich druhd.

Obrazek 15 — agaroveé plotny s vykultivovanymi bakterialnimi koloniemi

Zdroj: archiv autorky
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Obrazek 16 — agarova plotna pfi pohledu proti svétlu, pro lepsi pozorovani
vykultivovanych bakterialnich kolonif

Zdroj: archiv autorky

Obrazek 17 — pfiprava pomucek pred identifikaci
vykultivovanych bakterialnich kolonif

Zdroj: archiv autorky
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Obrazek 18 — odebirani jednotlivych kolonii

Zdroj: archiv autorky

Obrazek 19 — nanaseni vzork( biologického materialu jednotlivych
bakterialnich kolonii na poli¢ka kovového ter€iku Micro SCOUT

Zdroj: archiv autorky
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Obrazek 20 — MALDI-TOF hmotnostni spektrometr
microflex™ series (Bruker)

Zdroj: archiv autorky
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2.6 Vysledky

2.6.1 Vysledky anaerobni kultivace a identifikace pomoci
hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF

Na zakladé vysledkl byly sestaveny nasledujici grafy. Z celkového

poCtu 12 pacientu, kterym byl proveden odbér, bylo pomoci hmotnostni
spektrometrie MALDI-TOF identifikovanych 32 rlznych bakterii. Vysledky

identifikace jsou pfilozeny (viz. pfiloha 3).

Tabulka 2 - seznam identifikovanych oralnich bakterii

Identifikované bakterie ze vSech odebranych vzorki uspotadané abecedné

Actinomyces naeslundii

Prevotella intermedia

Actinomyces oris

Pseudomonas aeruginosa

Actinomyces timonensis

Rothia dentocariosa

Bifidobacterium dentium

Staphylococcus epidermidis

Enterobacter asburiae

Streptococcus anginosus

Eubacterium yurii

Streptococcus constellatus

Fusobacterium nucleatum

Streptococcus gordonii

Gemella haemolysans

Streptococcus intermedius

Neisseria elongata

Streptococcus mitis

Neisseria flavescens

Streptococcus oralis

Neisseria macacae

Streptococcus parasanguinis

Neisseria subflava

Streptococcus salivarius

Peptostreptococcus stomatis

Streptococcus sanguinis

Prevotella buccae

Streptococcus sobrinus

Prevotella dentalis

Veillonella parvula

Prevotella denticola

Veillonella rogosae

Pro jednoduchou interpretaci vysledkl byly vdechny bakterie a jejich

procentualni incidence shrnuty do nasledujicich grafd. Hodnoty jsou

vypocteny z celkového poctu pacientd — 12. Pro prehlednost grafi bylo

zvoleno usporadani jednotlivych bakterii v abecednim poradi.
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Bakterie Actinomyces naeslundii, Actinomyces oris, Actinomyces
timonensis, Bifidobacterium dentium, Enterobacter asburiae, Eubacterium
yurii, Fusobacterium nucleatum a Gemella haemolysans byly identifikované
v 8,3 % pfipadl. Ze vSech jmenovanych se mezi vyznamné parodontalni
patogeny, které prokazatelné zpUsobuji téz§i formu parodontalniho

onemocnéni fadi Fusobacterium nucleatum.

Graf 1 — identifikované bakterie a jejich incidence

83% | 83% | 8% | 83% | 83% | 8% | 83% | 83%
Actinomyces Actinomyces  Actinomyces Bifidobacterium Enterobacter  Eubacterium  Fusobacterium Gemella
naeslundii oris timonensis dentium asburiae yurii nucleatum haemolysans

DalSi graf pojednava o nalezech bakterii Neisseria flavescens,
Neisseria macacae, Peptostreptococcus stomatis, Prevotella dentalis a
Prevotella denticola — také v 8,3 % pfipadu. VysSi incidenci mély bakterie
Neisseria elongata a Prevotella buccae, a to v 16,6 % pfipadu. Vyznamny

byl nalez bakterie Neisseria subflava u 50 % pacientu.

Graf 2 — identifikované bakterie a jejich incidence

e o e

Neisseria Neisseria Neisseria Neisseria Peptostreptococcus Prevotella Prevotella Prevotella
elongata flavescens macacae subflava stomatis buccae dentalis denticola
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Graf ¢. 3 zobrazuje vysledky tykajici se bakterii Pseudomonas
aeruginosa, Rothia dentocariosa a Streptococcus constellatus, které byly
nalezeny v 8,3 % pfipadu. Déale v 16,6 % pfipadd byl zaznamenan nalez
bakterii Prevotella intermedia a Staphylococcus epidermidis. Streptococcus
intermedius se vyskytoval v 25 % pfipadu. U 33,3 % pacientl byl potvrzen
nalez Streptococcus anginosus a u 41,6 % pacientl byl identifikovany
Streptococcus gordonii. Mezi vyznamné parodontalni patogeny ze vSech
jmenovanych se fadi Prevotella intermedia.

Graf 3 — identifikované bakterie a jejich incidence

25%

2 1 — e

16,6% L 16,6%
5 83% | 83% | 83%
Prevotella Pseudomonas Rothia Staphylococcus  Streptococcus  Streptococcus  Streptococcus — Streptococcus
intermedia aeruginosa  dentocariosa epidermidis anginosus constellatus gordonii intermedius

V pofadi Ctvrty graf shrnuje nalez bakterii  Streptococcus
parasanguinis, Streptococcus salivarius, Streptococcus sanguinis,
Streptococcus sobrinus a Veillonela rogosae v 8,3 % identifikaci. VySSi
incidenci ma Streptococcus mitis v 16,6 % pripadl, Veillonella parvula
v 25 % pfipadl a ze vSech identifikovanych bakterii byl jakozto nejCastéjsi
oralni bakterialni mikroorganismus nalezen Streptococcus oralis, a to u
75 % pacientu.
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Graf 4 — identifikované bakterie a jejich incidence

12 —

16,6%
8 o o83% | 83 | 3% | 83% 83%
Streptococcus  Streptococcus  Streptococcus Streptococcus  Streptococcus  Streptococcus  Veillonella Veillonella
mitis oralis parasanguinis salivarius sanguinis sobrinus parvula rogosae

2.6.2 Kazuistika

Pacient Cislo 12, muz, 46 let, kufak, v inicialni fazi parodontologické
terapie, léCen v praxi LababidiDent s.r.o., oSetfujici parodontolog odb. as.
MUDr. Adel El — Lababidi, Ph. D. na zakladé vysSetfeni indikoval provedeni
testu DNA.

Tabulka 3 — seznam identifikovanych oralnich bakterii u pacienta ¢.12

Pacient 12 — identifikace hmotnostni Pacient 12 — vysledky DNA testli
spektrometrie MALDI-TOF

Bifidobacterium dentium Fusobacterium nucleatum
Gemella haemolysans Parvimonas micra
. - T 1l thia (Bacteroid
Staphylococcus epidermidis annerella forsythia (Bacteroides
forsythus)
Streptococcus anginosus Treponema denticola

Streptococcus gordonii -

Streptococcus intermedius -

Streptococcus mitis -

Streptococcus oralis -

Veillonella parvula -

Veillonella rogosae -
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U pacienta Cislo 12 byl na zakladé indikace oSetfujiciho
parodontologa soubézné proveden jak odbér pro anaerobni kultivaci a
naslednou identifikaci pomoci hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF, tak

odbér pro mikrobiologickou diagnostiku pomoci DNA testu.

Vysledky anaerobni kultivace a nasledné identifikace bakterii
pomoci hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF u pacienta €. 12 potvrdily

nalez 10 oralnich bakterii.

Vysledky DNA testd u pacienta €. 12 potvrdily nalez c¢tyr
parodontalnich patogen( a to — Tanerella forsythia silné pozitivni s vysokym
rizikem, Fusobacterium nucleatum silné pozitivni se stfednim rizikem,
Parvimonas micra silné pozitivni se stfednim rizikem a Treponema
denticola strédne pozitivni se stfednim rizikem. Tato kazuistika ukazuje na
to, ze vysledky nemusi byt vzdy homogenni na prvni pokus, a tedy je

potfeba dalSiho vyzkumu s vice pacienty.

Obrazek 21 - laboratorni zprava s vysledky DNA testl VariOr® Dento Plus pacienta €. 12

Laboratorni zprava

DNA prukaz parodontalnich patogent testem VariOr-Dento:

Komplex Patogeny | Zkratka Nalez [
Aa Aggregatibacter actinomycetemcomitans Aa --
Porphyromonas gingivalis Pg -
Tannerella forsythia (Bacteroides forsythus) Tf
Treponema denticola Td ++ |
OranZovy | Parvimonas micra Pm bt |
Prevotella intermedia Pi — |
| | Fusobacterium nucleatum Fn e |
Asociovan | Campylobacter rectus Cr + |
s oranZ. | Eubacterium nodatum En ++ |
Zeleny | Eikenella corrodens Ec + |
Capnocytophaga sp. Cs =
Rezistence k B-laktamovym ATB -
Celkove riziko resorpce zavésného aparatu 1 Stiedni

Legenda: (-) nedetekovan, odpovida poétu bakterii <103
(+)  slabé pozitivni, odpovida poctu bakterii 103 — 104 [l bezrizka [ nizke riziko

(++)  stiedné pozitivni, odpovida pottu bakterii 104 — 105 W e e
£ [  stiedni riziko (IR soké niziko
(+++) silné pozitivni, odpovida poétu bakterii >10° w

Zdroj: odb. as. MUDr. Adel El — Lababidi, Ph.D.
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3 Diskuze

Cilem této bakalarské prace bylo zdOraznit dulezitost
mikrobiologickych diagnostickych metod a jejich vyuziti v parodontologii.
Aby byla léCba co nejlépe cilena a uspésna, je potfeba zjistit podrobny
prab&h onemocnéni a jaké parodontalni patogeny se podileji na jeho

vzniku.

V této bakalarské praci jsme chtéli zjistit a prokazat, jestli je anaerobni
kultivace a nasledna identifikace oralnich bakterii, potazmo parodontalnich
patogenl, pomoci hmotnostni spektrometrie vhodnou mikrobiologickou
diagnostickou metodou v souvislosti s onemocnénim parodontu. Dale jsme
chtéli porovnat do jaké miry se vysledky kultivace a nasledné identifikace

pomoci hmotnostni spektrometrie a vysledky DNA testt shoduiji.
Hypotéza ¢. 1

,Prfedpokladam, Ze anaerobni kultivace a nasledna identifikace pomoci
hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF je vhodna metoda pro diagnostiku
pfitomnych parodontalnich patogent pri onemocnéni parodontu, vysledky
porovnatelna s jinymi  mikrobiologickymi  diagnostickymi  metodami

pouzivanymi v parodontologii.“

Tato hypotéza byla stanovena na zakladé poznatki z odborné
literatury a odbornych védeckych studii. VétSina autort odborné literatury
se zaméfenim na parodontologii se shoduje, Ze anaerobni kultivace je
referencnim standardem pro mikrobiologickou diagnostiku. Dle
Mutschelknausse je zaroven stale jedinou metodou, pomoci které jsme
schopni zjistit citlivost riznych bakterialnich kmenu na antibiotika nebo
chemoterapeutika.?’® S timto tvrzenim se ztotoZfuje rovnéz Sedy, ktery
dale uvadi, ze pomoci anaerobni kultivace se da zachytit Siroké spektrum

mikroorganismu, pfinasi rozsahlé informace o spektru subgingivalni fléry a

276 MUTSCH ELKNAUSS, Ralf E. a Peter DIEDRICH. Praktickd parodontologie: klinické postupy. s. 174.
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je pomérné presnd, s dobrou rozliSovaci schopnosti.?’” Tato hypotéza byla
dale stanovena i na zakladé odborné védecké studie doktorky Wei a
kolektivu zroku 2021278 kde byla pravé v souvislosti s identifikaci a
porovnanim oralni anaerobni mikroflory u pacientd s onemocnénim
parodontu vyuZita anaerobni kultivace a nasledna identifikace pomoci
hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF.

Hypotéza nebyla potvrzena ani vyvracena. Pfes nesporné vyhody
MALDI-TOF MS, jako je rychlost, pfesnost a cenova vyhodnost, se pfi
zpracovani objevily odliSnosti mezi vysledky DNA testl a vysledky
identifikace MALDI-TOF. Na zakladé jediné kazuistiky vSak neni mozné
metody relevantné porovnavat, a proto je potfeba dalSiho vyzkumu. Bylo
vSak prokazano, Ze pomoci této technologie je mozné anaerobni

parodontalni patogeny identifikovat a verifikovat.
Hypotéza €. 2

,OCekavam, Ze alesporn u 70 % pacientt s onemocnénim parodontu bude

pozitivni nalez Porphyromonas gingivalis.*“

Hypotéza €. 2 vychazi z védecké odborné studie doktora Rafieho a
kolektivu, ktera byla provedena za uCelem odhadu prevalence
Porphyromonas gingivalis v incidenci parodontalnich onemocnéni. Mym
predpokladem bylo, Ze se hypotéza potvrdi, jelikoz Porphyromonas
gingivalis je vyznamny parodontalni patogen povazovany za hlavni

mikrobialni agens v souvislosti s onemocnénim parodontu.

Vysledky anaerobni kultivace a nasledné identifikace pomoci
hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF vS$ak tuto hypotézu nepotvrdily.
Duvodd muaze byt nékolik. Presto, Ze je bakterie Porphyromonas gingivalis

povazovana za hlavni mikrobialni agens v souvislosti s onemocnénimi

277 SEDY, li¥. Kompendium stomatologie. s. 692.

278 WEI, Yu-Shan, Yi-Ru CHANG, Yi-Ting TSAI, et al. The distribution of cultivable oral anaerobic microbiota
identified by MALDI-TOF MS in healthy subjects and in patients with periodontal disease. Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis [online]. 2021, 192 [cit. 2022-04-04]. ISSN 07317085. Dostupné z:
doi: 10.1016/j.jpba.2020.113647

85



parodontu, neni mozné s jistotou potvrdit, zda se v nékterém z odebranych
vzorku skute€né nachazela. Jelikoz byl vyzkum omezen na soubor 12
pacientl, je pravdépodobnost vyskytu konkrétni bakterie relativni. Avsak,
anaerobni bakterie jsou velice citlivé na prostredi, ve kterém se nachazeji.
Vysledky identifikace nemusely vyjit ve prospéch Porphyromonas gingivalis
i kvuli nevyhovujicimu zpusobu odbéru nebo nevyhovujicimu zpUsobu
nasledného transportu — ke kultivaci jsou totiz potfebné Zivé kolonie a

konkrétné bakterie Prophyrmonas gingivalis je na kultivaci naro¢na.
Hypotéza €. 3

,pDomnivam se, Ze alespori u 50 % pacientu bude pozitivni nalez

Streptococcus intermedius nebo Streptococcus gordonii.“

Hypotéza €. 3 vychazi z vysledkl taiwanské védecké studie doktorky
Wei zroku 2021. Autofi této studie jako vedlejSi zjiSténi uvadéji
nezanedbatelny vyskyt bakterii Streptococcus gordonii a Streptococcus
intermedius u pacientld s probihajicim onemocnénim parodontu,
s porovnanim se zdravymi pacienty. V souvislosti se zminénym zjiSténim
studie uvazuje o téchto bakteriich jako o potencialnich biomarkerech pro

parodontalni onemocnéni.?”®

Hypotéza &. 3 byla potvrzena. Vysledky identifikace MALDI-TOF po
zpracovani vzorku doopravdy ukazaly, Ze vyskyt Streptococcus gordonii
nebo Streptococcus intermedius byly spolehlivé identifikované v 50 %, tedy
byly potvrzeny u 6 z 12 pacientll. Lze proto konstatovat, Ze je mozné, ze
Streptococcus gordonii a Streptococcus intermedius souvisi s probihajicim
onemocnénim parodontu a Ze je muZeme povazovat za potencialni

biomarkery probihajiciho parodontalniho onemocnéni.

27 WEI, Yu-Shan, Yi-Ru CHANG, Yi-Ting TSAI, et al. The distribution of cultivable oral anaerobic microbiota

identified by MALDI-TOF MS in healthy subjects and in patients with periodontal disease. Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis [online]. 2021, 192 [cit. 2022-04-04]. ISSN 07317085. Dostupné z:
doi: 10.1016/j.jpba.2020.113647
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Neni vylouCeno, Ze anaerobni kultivace a nasledna identifikace
bakterii pomoci hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF je pro identifikaci
parodontalnich patogent, které jsou ve velké vétSiné anaerobni bakterie
ucinna, ale kvuli jednodussim podminkam pfi odbéru a zpracovani se DNA
testy stale jevi jako vhodnéjsi volba. Zaroven ale, jelikoz doba, technologie a
celkové provedeni mikrobiologickych diagnostickych metod jde stale ku
predu, neni vylou€eno, Ze by se vyzkum mohl v fadu dalSich let opakovat,
s vét§im souborem pacientd a s vétSim mnozstvim vysledkl anaerobni
kultivace s identifikaci pomoci hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF a
vysledkd DNA testd. K nalezeni jednoznacného zavéru k této problematice

je potfeba dalSiho a rozsahlejSiho vyzkumu.
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Zaver

Tato bakalaifska prace shrnuje destrukéni  mechanismus
nejvyznamnéjSich parodontalnich patogen( na tkané parodontu a zarover
poukazuje na dulezitost mikrobiologického vySetfeni, jakozto pomocného

vySetfeni pfi stanoveni diagndzy v pfipadé onemocnéni parodontu.

Jejim cilem bylo ovéfit vhodnost kultivace a nasledné identifikace
oralnich bakterii pomoci hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF, jeji
celkovou uspésnost a moznosti vyuziti v oboru parodontologie. Hmotnostni
spektrometrie MALDI-TOF je metoda, ktera pro mikrobiologické laboratore
znamena prulom v diagnostice, at’ uz se jedna o identifikaci bakterii, nebo

kvasinek.

Teoreticka Cast prace popisuje podrobnou anatomii zavésného
aparatu zubd, shrnuje zakladni poznatky o zubnim mikrobialnim povlaku a
v neposledni fadé se podrobné vénuje mikrobiologii jednotlivych
parodontalnich onemocnéni, mikrobiologii nejvyznamnéjsich
parodontalnich patogent a shrnuti moznosti mikrobiologické diagnostiky

pouzivanych v parodontologii.

Prakticka Cast této bakalafské prace se vénuje odbéru vzorki
biologického materialu od pacientli, za ucelem jejich mikrobiologické
diagnostiky s vyuzitim kultivace a nasledné identifikace parodontalnich
patogenl pomoci hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF (Microflex, Briker
Daltonics, Germany). Cilem bylo zjistit a potvrdit, zda jsou tyto pomocné
diagnostické postupy vhodné na pouziti v parodontologii. Na konci praktické
Casti je kazuistika, ktera porovnava vysledky kultivace a identifikace pomoci
hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF u nahodné& vybraného pacienta
s vysledky DNA testl se zamérem zjistit, jestli a do jaké miry se vysledky

téchto dvou metod shoduji.
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Souhrn

Onemocnéni parodontu provazi pestra mikrofléra. Za urcité klinické
projevy jsou zodpovédné urcité skupiny bakterii = parodontalni patogeny.
Dulezity je jejich vysoky pocCet v misté infekce a ucCast dalSich
mikroorganismu, které Casto potencuji jejich patogenni ucinek. Pokud po
profesionalnim mikroinvazivnim oSetfeni a dentalni hygiené nedojde ke
zlepSeni klinického stavu, je vhodné zafadit do I|éCebného planu
mikrobiologickou diagnostiku, prostfednictvim které I|ze kontrolovat
vysledky, prib&h onemocnéni a zaroven slouzi jako podklad pro nasazeni

podpurné antibiotické IéCby, ktera je v parodontologii zasadni.

Cil: Cilem této bakalarské prace je poukazat na dulezitost
mikrobiologickych  vySetfeni v parodontologii, jakozto pomocnych
diagnostickych postupl. Rovnéz ma tato prace za cil ovéfit, jestli je
kultivace a nasledna identifikace parodontalnich patogend pomoci
hmotnostni  spektrometrie MALDI-TOF uspé&Snym  mikrobiologickym
diagnostickym postupem a jestli hmotnostni spektrometrie najde uplatnéni

i v oboru parodontologie.

Metodika: V praktické Casti byl proveden vyzkum, zaméfeny na
odbér vzorku biologického materialu od pacientd s onemocnénim
parodontu, a nasledna Kkultivace s identifikaci pomoci hmotnostni
spektrometrie MALDI-TOF.

Vysledky: V praktické Casti bakalarské prace bylo dokazano a
potvrzeno, ze pomoci kultivace a nasledné identifikace pomoci hmotnostni

spektrometrie MALDI-TOF je mozZné verifikovat i parodontalni patogeny.

Zavér: Mikrobiologicka diagnostika je neoddélitelnou soucasti
fadného vySetfeni a nasledného stanoveni léCebného planu u mnoha
parodontologickych pacientd. Neni mozné potvrdit ani vyvratit spolehlivost
kultivace a nasledné identifikace hmotnostni spektrometrii MALDI-TOF
v parodontologii a je nutny dalSi rozsahlejSi vyzkum. Bylo prokazano, ze

pomoci této technologie je mozné anaerobni parodontalni patogeny

&9



identifikovat a verifikovat. PFfi  odbéru biologického materialu
z parodontalnich kapes pacienta je vSak nutné zohlednit naroéné podminky
anaerobnich bakterii na atmosféru a transport do mikrobiologicke

laboratore.
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Summary

Periodontal disease is accompanied by a variety of microflora and
certain groups of bacteria — periodontal pathogens, are responsible for
certain clinical manifestations. What is important is their high number at the
site of infection and the participation of other microorganisms, which often
potentiate their pathogenic effect. If after professional micro-invasive
treatment and dental hygiene there is no improvement in the clinical
condition, it is advisable to include a microbiological diagnosis in the
treatment plan, through which the results, the course of the disease can be
controlled, while serving as a basis for the use of supportive antibiotic

treatment, which is essential in periodontology.

Aim: The bachelor thesis aims to highlight the importance of
microbiological examination methods in periodontology, as auxiliary
diagnostic procedures. This work also aims to demonstrate if anaerobic
culture and subsequent identification of periodontal pathogens using
MALDI-TOF mass spektrometry is a successful microbiological diagnostic
procedure and if mass spektrometry also finds application in the field of

periodontology.

Methodology: In the practical part, research was conducted by
sampling biological material from patients with periodontal disease, followed
by anaerobic cultivation and identification using mass spectrometry MALDI-
TOF.

Results: In the practical section of the final thesis, it was proven and
confirmed that periodontal pathogens can be verified by anaerobic
cultivation and subsequent identification using MALDI-TOF mass

spectrometry.

Conclusion: Microbiological diagnosis is an inseparable part of a
proper examination and subsequent determination of a treatment plan for
many periodontological patients. It is not possible to confirm or disprove the

reliability of anaerobic cultivation and subsequent identification by mass
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spectrometry MALDI-TOF in periodontology, and more extensive research
is needed. What has been reliably proven is, that anaerobic periodontal
pathogens can be identified and verified using this technology. However,
when taking biological material from the patient's periodontal pockets, it is
necessary to consider the challenging conditions and needs of the
anaerobic bacteria, like the atmosphere and the transport to the

microbiological laboratory.
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Prilohy

Ptiloha 1: Prehled vyhod a nevyhod rliznych diagnostickych metod

Vyhody Nevyhody

Mikroskopie v zastinu/ fazovy kontrast

— prikaz spirochet — bez rozli§eni druhd
— vhodna pro motivaci pacienta — bakterie musi byt Zivé
— proveditelna v ordinaci — pouzitelnost vzorku
— vysledek rychle k dispozici (min.) casové omezena (max.1 hodina)
Kultivace
- referenéni metoda — finanéné nakladna a pracna
— velmi Siroké spektrum — &asové naroéna (1—4 tydny)
— antibiogram, mozné zjisténi rezistence — nutné Zivé bakterie
— naro¢ny transport

nékteré druhy nejsou kultivovatelné
nutna je laboratof
— casto nevalna citlivost (silné zavisi na metodé)

Prikaz reakce antigen/protilatka (napf. ELISA)

- zjistitelné specifické bakterie — eventudlné kfizova reakce potom klesa specifita
citlivost (prikaznost 100—103 bunék)

- mozny test ,chair-side”

vysledek rychle k dispozici (15 min.)

~ relativné finanéné nendroéné
DNK sondy

— prukaz specifickych bakterii — nutna laboratof, eventudlné kfizova reakce,
— velmi citlivé (prikaznost cca 100 bunék) pak klesa specificita

— vysledek k dispozici v nékolika dnech

— relativné levné

Polymerazova fetézova reakce

— prikaz specifickych bakterii — nutna laboratof

— vysoka citlivost (prikaznost<100 bunék) — nachylnost na rusivé vlivy
— vysledek k dispozici b&hem nékolika dni

— relativné levna

Enzymatické testy
— mozny ,chair side test* — éasto niZsi specifita
— vysledek rychle k dispozici (15 min.) (prakaznost: 104 bunék)

finanéné vyhodné

U ddajd tykajicich se hranic prikaznosti a éast vyhodnoceni se jedna o hruby odhad.

Zdroj: MUTSCHELKNAUSS, Ralf E. Prakticka parodontologie: klinické postupy. s.182
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Pfiloha 2: Informovany souhlas

Informovany souhlas s oSetfenim a zvefejnénim
udaju

Souhlasim s oSetfenim Dagmarou Cigankovou, studentkou 3. rocniku
oboru Dentalni hygienistka na 3. lékarské fakulté Univerzity Karlovy.
Souhlasim s odbé&rem biologického materialu pro vyzkumni ¢ast bakalarské
prace na téma Parodontopatogenni bakterie a jejich vztah k onemocnéni
parodontu. Davam souhlas s anonymnim zvefejnénim udajd, které jsem

studentce dobrovolné poskytl/a.

Datum narozeni

V Prazedne ..................

Podpis pacienta
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Priloha 3: Vysledky identifikace MALDI-TOF MS

Bruker Logo
MALDI Biotyper
Classification Results

Project Info:

Project Name: 211115-0915-101166
Project Description:
Admin@FLEX-PC

2021-11-15T09:17:16.657

Project Owner:
Project Creation Date/Time:

Project Analyte Count: 13

Project Type: Development
QC: not present
QC Position:

Result Overview

Organism names which are in blue and underlined are linked to the matching hint table below.

Analyte Analyte Organism Score Organism Score
Name D (best match) Value (second best match) Value
bl 1/1 Streptococcus sanguinis 1.88 Streptococcus sanguinis 1.85
+) (B) E g : P g 185
@O 1/2 not reliable identification not reliable identification
aL 173 Peptostreptococcus stomatis (il not reliable identification
) (B) plostrep :
Hl = - x ; . - . .
(w)_(C) 1/4 not reliable identification not reliable identification
©© 2/1 not reliable identification not reliable identification
G© 2/2 not reliable identification not reliable identification
O© 2/3 not reliable identification not reliable identification
L 2/4 Streptococcus parasanguinis Streptococcus parasanguinis
(++4) (A) P p 2 P p gu
e 371 Actinomyces oris 1.73 Actinomyces oris 1.71
) (B) Iy L5 Ly L7l
e 3/2 Prevotella intermedia Prevotella intermedia 1.96
(++) (A) e
e 3/3 Eubacterium yurii Eubacterium yurii L
) (A) yu yu L5
H9 R A
O© 3/4 not reliable identification not reliable identification
H10 i e S e
O© 3/5 not reliable identification not reliable identification




MALDI Biotyper

Classification Results

Project Info:

Project Name:

Project Description:

Project Owner:

Project Creation Date/Time:
Project Analyte Count:
Project Type:

QC:

QC Position:

Result Overview

Organism names which are in blue and underlined are linked to the matching hint table below.

211113-1148-101166

Admin@FLEX-PC

2021-11-13T11:51:12.585

22
Development
not present

Bruker Logo

Analyte Analyte Organism Organism
Name 1D (best match) (second best match)
(—ﬁC) DHI /la not reliable identification not reliable identification
A2 le Streptococcus sanguinis Streptococcus sanguinis
H () P € r “
Al 2c Neisseria clongata Neisseria elongata
) (4) . ¢
ad 3¢ no peaks found no peaks found
G (©)
AS In Prevotella buccae Veillonella parvula
H(©)
£ DH2/1a Streptococcus salivarius Streptococcus vestibularis
(++) (B)
A7 2a Streptococcus parasanguinis Streptococcus parasanguinis
) (A) p p g epl P gu
A% le no peaks found no peaks found
) (©) P P
A 2c Streptococcus parasanguinis Streptococeus parasanguinis
() (A) P P 2| P! P 12U
AlQ
e 3c no peaks found no peaks found
@ © P P
ALl In Streptococcus oralis Streptococcus oralis
() (A) e e
sl 2n no peaks found no peaks found
©(© P
(—%C) 3n not reliable identification not reliable identification
B1 DH3/la Enterobacter asburiac Enterobacter cloacae
(++) (B)
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B3

o 2a no peaks found no peaks found
B © g o
@O 3a not reliable identification not reliable identification

Bs 4a Neisseria subflava Neisseria perflava
) (B) b

B le no peaks found no peaks found
= ©)

< 2c Neisseria subflava Neisseria subflava
(++) (B)

BA 3c Neisseria flavescens Neisseria subflava
(+) (B)

b In Prevotella intermedia Prevotella intermedia
()

1 2n Eubacterium yurii Eubacterium yurii
) ®) o S
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Bruker Logo
MALDI Biotyper
Classification Results

Project Info:

Project Name: 220111-1035-101166
Project Description:

Project Owner: Admin@FLEX-PC
Project Creation Date/Time: 2022-01-11T10:37:41.239
Project Analyte Count: 25

Project Type: Development

QC: not present

QC Position:

Result Overview

Organism names which are in blue and underlined are linked to the matching hint table below.

Analyte Analyte Organism Organism
Name D (best match) (second best match)
A9 N B
v A4 Neisseria subflava Neisseria perflava
() (B) o
Al0 . .
— B4 Streptococcus oralis Streptococcus oralis
(+) (B)
All . .
" Cc4 Streptococcus anginosus Streptococcus anginosus
) (A) P! g P g
Al2
"y D4 Neisseria subflava Neisseria subflava
(+) (B)
Bl . .
e E4 Streptococcus anginosus Streptococcus anginosus
() (A) trept g P gn
B2
" F4-A Prevotella buccae Prevotella buccae
(H+) (A)
(_I;J(C) G4-A not reliable identification not reliable identification
(_I)B_f(lc) H4-A not reliable identification not reliable identification
(—%C) 14-A not reliable identification not reliable identification
B6 . . .
" J4-A Streptococcus intermedius Streptococcus intermedius
) (A) r v
(7%(:) A5 not reliable identification not reliable identification
(—%C) B5 not reliable identification not reliable identification
B9 . .
N C5 Streptococcus sobrinus Streptococcus sobrinus
@) P ?
B10 . .
" D5 Streptococcus sobrinus Streptococcus sobrinus
() (&) b ""




Bl1

©(©) ES not reliable identification ‘ not reliable identification
(+%%A) F5 Rothia dentocariosa Rothia dentocariosa
(—%%C) G5 not reliable identification not reliable identification
[0 . _
(++4+) (A) HS Streptococcus sobrinus Streptococcus sobrinus
(—%C) Ll no peaks found no peaks found
(—():_?C) 15-A not reliable identification J not reliable identification
(»%B) K>-A Fusobacterium nucleatum L72 not reliable identification
(ﬁ%(z(C) L5-A Streptococcus sobrinus Streptococcus sobrinus
(+%B) M5-A Prevotella dentalis not reliable identification
(—%C) K4-A not reliable identification not reliable identification
(—();%C) NS-A not reliable identification J not reliable identification
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Bruker Logo
MALDI Biotyper
Classification Results

Project Info:

Project Name: 220117-0940-101166
Project Description:

Project Owner: Admin@FLEX-PC
Project Creation Date/Time: 2022-01-17T09:43:31.313
Project Analyte Count: 27

Project Type: Development

QC: not present

QC Position:

Result Overview

Organism names which are in blue and underlined are linked to the matching hint table below.

Analyte Analyte Organism Organism
Name ID (best match) (second best match)
Al 8/1/1 Neisseria subflava Neisseria subflava
(+++) (B)
o 8/1/2 no peaks found no peaks found
0 ©)
Al 8/1/3 Neisseria subflava Neisseria subflava
(++4) (B)
Ad 8/1/4 Streptococcus gordonii Streptococeus gordonii
) @A) ’ ¢ ’ £
he TS Streptococcus oralis Streptococcus oralis
plococcus oralis plococcus oralis
() (B) . &
A6 L R,
O©) 7176 not reliable identification not reliable identification
S 1T Neisseria subflava Neisseria subflava
(+++) (B)
A8 . .
7/2/8 Veillonella parvula Veillonella parvula
) (A)
A 7219 Streptococcus oralis Streptococcus oralis
slreptococcus oralls Slreptococcus oralis
) (B)
AlQ e AR e
O © 7/2/10 not reliable identification not reliable identification
7/2/11 Streptococcus intermedius Streptococcus intermedius
(+) (B)
Al 7/2/12 Streptococcus anginosus Streptococcus anginosus
(++) (A) P g P g
(—%C) 8/2/1 not reliable identification not reliable identification
B 8/2/2 Streptococceus oralis Streptococcus pneumoniae
(++) (B) S




B3

8/2/3 Prevotella intermedia Prevotella intermedia
+H () i
B4 . ) , ]
) ( 8/2/4 Prevotella intermedia Prevotella intermedia
) (A)
(—%C) 1215 not reliable identification not reliable identification
B6 ) .
e 6/1/6 (reptococeus oralis treptococeus oralis
() (A) Sitre Strep
(—%(IC) 6/1/7 not reliable identification not reliable identification
B8 .
e 6/1/8 Streptococeus oralis Streptococeus oralis
+) (B) L Streptococeus oralis
B9
s 6/1/9 no peaks found no peaks found
) (©) L4 P
Blo 6/1/10 Actinomyces timonensis not reliable identification
(+) (B)
(ELL(C) 6/2/11 not reliable identification not reliable identification
(3%:) 6/2/12 not reliable identification not reliable identification
(—%C) /1 not reliable identification 1ot reliable identification
(+%n) 61212 Streptococcus gordonii Streptococcus gordonii
3 ] .
ny 2 ptococeus oralis .
) (A) A Streptococeus oralis
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Project Analyte Count:
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QC:

QC Position:
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220124-0946-101166

Admin@FLEX-PC

2022-01-24T09:49:04.593

26
Development
not present

Organism names which are in blue and underlined are linked to the matching hint table below.
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Analyte Analyte Organism Score Organism Score
Name ID (best match) Value (second best match) Value
Ee 9/1/1 Streptococcus oralis 1.99 Streptococeus oralis 1.97
) (B Streptococeus oralis 199 Streptococeus oralis 197
E7 9/1/2 Streptococcus oralis 1.88 Streptococeus oralis 1.87
) (B) S : Strep 1.87
— 9173 Neisseria subflava Neisseria flavescens
(++) (B)
E9 9/1/4 Staphylococcus epidermidis Staphylococcus epidermidis
(+) (A) phy! P phy! P!
+) (B) 9/2/1 Streptococcus gordonii 177 Streptococeus gordonii 2k
( -%B) 9/2/2 Veillonella parvula 171 not reliable identification -
k12 9/2/3 Streptococcus oralis 1.98 Streptococcus oralis 1.98
(+) (B) =2UER L2 Strep 1.98
Fl
o 9/2/4 Streptococcus constellatus Streptococcus constellatus 1.99
= 9/2/5 Veillonella parvula L5 not reliable identification
Veillonella parvula L73
(+) (B)
B 10/1/1 Streptococcus mitis Streptococcus pneumoniae
plocoecus mitls plococcus pneumoniac
(+1) (B)
Ed 10/1/2 Neisseria macacae Neisseria lactamica
() (A)
B 10/1/3 Neisseria subflava Neisseria subflava
(++) (4)
K6 10/2/1 Streptococeus gordonii Streptococeus gordonii
(+1) (A) & P g
) (B) 10/2/2 Streptococcus oralis 1.94 Streptococcus mitis 1.93



F8$

(+H) (A) 10/2/3 Streptococcus gordonii Streptococcus gordonii
(_l)_:%c) 10/2/4 not reliable identification not reliable identification
(4%:(13) 10/2/5 Streptococcus gordonii Streptococcus gordonii
(_F)L(IC) 1711 not reliable identification not reliable identification
(-*-4-]:-4]-.).2 (A) iz Pscudomonas aeruginosa Pseudomonas acruginosa
(+-%1(A) 111/3/a Streptococeus anginosus Streptococeus anginosus
(+f)2(A) 117173/ Streptococeus anginosus Streptococeus anginosus
(+§)1(A) 1e2n Streptococeus anginosus Streptococcus anginosus
(+fT4(A) 17174 Neisseria elongata Neisseria elongata
(4%5(8) e Sireptococcus oralis Streptococeus oralis
(++(<i-_;3 (4) Rl2g Prevotella denticola Prevotella denticola
(+-1%A) 11/2/4 Actinomyces naeslundii Actinomyces naeslundii
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Analyte Analyte Organism Score Organism Score
Name ID (best match) Value (second best match) Value
(—%C) X111 no peaks found - no peaks found -
D8
o X1/1/2 Gemella haemolysans 1.89 Gemella haemolysans 1.86
*)(©) 4 Y
Ly X2/111 Streptococeus mitis 1.82 Streptococcus mitis 1.82
(+) (B)
D10
o X3/1/1 no peaks found no peaks found
@ © r P
DIl . .
v X3/172 Streptococcus anginosus Streptococcus anginosus
) (A) = & g g
DI2 . .
v X3/1/3 Streptococcus anginosus Streptococcus anginosus
(++) (A) ep i P g
( +f‘_;( A) X4/1/1 Staphylococcus epidermidis Staphylococcus epidermidis 1.98
E2
N X1/2/1 Streptococcus oralis Streptococcus oralis
( +%B) X1/2/2 Streptococcus anginosus E Streptococcus anginosus 1.96
¢ +_%( A) X1/2/3 Streptococcus oralis Streptococcus mitis 1.9
E5 . .
Y X2/2/1 Streptococcus oralis Streptococeus oralis
() (A) il
E6 . . . . . .
Y X222 Bifidobacterium dentium Bifidobacterium dentium
() (4)
E7 . .
ny X3/2/1 Veillonella rogosae Veillonella parvula
(+) (B)
E8 . .
¢ (A) X3/2/2 Streptococcus oralis Streptococeus oralis



E9

(++) (A) X3/213 Streptococcus anginosus ] Streptococeus anginosus
ey R el Streptococcus oralis ‘ Sireptococeus oralis
("'"E'!SI(A) X422 Streptococeus intermedius ‘ Streptococeus intermedius
( +E;§I'.2( A) X4/2/3 Streptococeus oralis ‘ = rali

( +_{:)L( A) X4/2/4 Streptococeus intermedius ‘ Streptococeus intermedius
(4‘-1':-_)2 (A) 2L Streptococeus gordonii J Streptococeus gordonii
(++% (A) Xa/2/6 Veillonella parvula Veillonella parvula

( ﬁ% (B) X4/2/7 Streptococcus intermedius J Streptococeus intermedius
(*‘*% (A) lc Streptococcus itermedivs Streptococeus intermedius
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