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Vazené kolegyné,
: vazeni kolegové,
\ v minulém editorialu
\ jsem napsal, Ze se blyska
na lepsi ¢asy a Ze budou
krasné letni a podzimni
mésice. AvSak rozmar-
né |éto je nékdy opakem
strachu a chaosu, do-
konce jsme vidéli nicivé
tornado. Obdobi koro-
naviru se v lété opét roz-
Sitilo a komplikovalo vy-
jezdy do zahranici.

Na zakladé dosavadnich vysledki o efektivité ockovani
latkami schvalenymi Evropskou lékovou agenturou (EMA)
se doslo k zavéru, Zze u ockovanych osob existuje nizké ri-
ziko nakazy, je-li kontakt i s neockovanym jedincem. Svét
se zacCina obavat rychle se Sifici indické mutace, nyni zva-
né delta. RozsiFila se zatim do vice neZ sedmi desitek zemi
po celém svété. V pripadé nakazy nenaockovanych osob
se pak zavaznost prabéhu infekce odviji zejména od vé-
ku osoby a také od dalsich rizikovych symptom (horecka,
ka3el, ztrata Cichu). Usp&3né vakciny produkuji farmaceu-
tické spolecnosti Pfizer/BioN Tech, Astra Zeneca, Moder-
na, Johnson and Johnson.

PFeji vdm hezky zacatek podzimu, ktery bude bohaty na
odborné udalosti. UZijte si vSe ve zdravi a naberte silu do
dalSi prace. Krasné babi Iéto vsem!

doc. MUDr. Jan Veverka, CSc.
Séfredaktor
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66 | INFORMACE

SLAVNOSTNIi A ODBORNE UDALOSTI K 30. VYROCI CSK

V letoSnim roce, pfesné 21. zaFi, slav

i Ceska stomatologicka komora 30. vyroéi svého zaloZeni.

Zaroven tento den za€ina nové funkéni obdobi 2021-2025 volenych organt na centralni Grovni Komory

i v Oblastnich komorach.

CESKE i
STOMATOLOGICKE
KOMORY

let

Slavnostni sném CSK, ktery se ko-
na pravidelné kazdé Ctyfi roky u pfFi-
leZitosti ukonceni stavajiciho funke-
niho obdobi, bude letos nejen po-
dékovanim dosavadnim funkciona-
fam v letech 2017-2021, ale také pri-
pominkou tficetileté novodobé his-
torie stavovské organizace Ceskych
zubnich 1ékard. Uskutecni se v patek
17. zari 2021 v Trojském zamku
v Praze. V tomto dllezitém okamziku
budou predana ocenéni kolegynim
a koleglim za jejich celoZivotni praci
v zubnim |ékafrstvi. Pfevezmou Cest-
ny titul Osobnost ceské stomato-
logie nebo nékterou z dalSich forem
podékovani.

V fijnu nas pak ceka dalsi vy-
znamna odborna udalost: ve dnech
15. a 16. 10. 2021 porada Ceska
stomatologicka komora jiz 24. ro¢nik
mezinarodniho kongresu PraZské

ZirkonkZ11

dentdlni dny, letos opét spolecné
s veletrhem Pragodent 2021 v PVA
EXPO Praha v Letranech. Pfipraven
je bohaty odborny program v podani
domadcich a zahrani¢nich prednase-
jicich. Predstavi se napfiklad dr. Jan
Derks ze Svédska a dr. Domenico Ri-
cucci z Italie. Odborné zazitky z pred-
nasek i letos mdze umocnit nabidka

dalSiho zajimavého programu, mimo
jiné oblibenych teoretickych ¢i prak-
tickych workshopl. Nedilnou sou-
Casti PDD jsou i patec¢ni spoleenské
velery spojené s koncertem - tento-
krat vystoupi akusticka hudebni sku-
pina Jelen. Vice informaci najdete na
www.dent.cz.

Redakce

Slavnostni sném CSK se kona 17. zaFi 2021 v Trojském zamku.

SPOLEHLIVA SPOLUPRACE MEZI ZUBNIM
LEKAREM A ZUBNiM TECHNIKEM

STAHNETE S| BEZPLATNOU DEMOVERZI SOFTWARU

Zirkonzahn Worldwide - info@zirkonzahn.com

— www.zirkonzahn.com
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ZMENY ORALNIHO MIKROBIOMU V PRUBEHU
NECHIRURGICKE TERAPIE PACIENTU S POKROCILOU

PARODONTITIDOU

PuUvodni prace, klinicka studie

CHANGES IN ORAL MICROBIOME DURING NON-SURGICAL
THERAPY OF PATIENTS WITH SEVERE PERIODONTITIS

Original article, retrospective study

Mysak J.', Podzimek $.', Janatova T.', Duskova ).}, Janata J.2, Najmanova L.2
'Oddéleni parodontologie, Stomatologicka klinika, 1. |ékarska fakulta Univerzity Karlovy

a VSeobecna fakultni nemocnice, Praha

2Mikrobiologicky Ustav, Akademie véd CR, v. v. i., Praha

SOUHRN

Uvod a cil prace: Parodontitida, kterd u dospélé
populace patfi mezi onemocnéni s hromadnym vysky-
tem, ve svych dlsledcich predstavuje u osob starsich nez
35 let témér stejné casty dlvod ztraty zubu jako nasledky
zubniho kazu.

Cilem této studie bylo zhodnotit vyuZitelnost sekvenac-
nich metod nové generace jako nastroje pro komplex-
ni charakterizaci subgingivalniho bakterialniho biofilmu
u pacientd s pokrocilou parodontitidou a pro sledova-
ni dynamiky zmén slozZeni subgingivalniho bakteridlniho
biofilmu v prlibéhu terapie. Pfedpoklada se, ze sekvenac-
ni metody nové generace poskytnou novou kvalitu sledo-
vani prlbéhu lécby a nabidnou parodontologlim nastroj
pro objektivni hodnoceni Ucinnosti zvoleného terapeutic-
kého postupu a volbu dalsi [éCby.

Metody: Do studie vstoupilo 43 pacientl s diagnézou po-
krocilé parodontitidy. Pacienti byli rozdéleni do dvou pod-
skupin a léceni jednou ze dvou standardné schvalenych
metod - pouze deep scaling a root planing (podskupina
A - 20 pacientl) a deep scaling a root planing doplné-
ny o antibiotickou terapii (podskupina B - 23 pacient().
Stav jejich parodontu byl hodnocen parodontalnimi in-
dexy PPD (periodontal pocket depth), BOP (bleeding on
probing), CAL (clinical attachment loss) pfed Ié¢bou a dva
tydny, tfi mésice a 18 mésicl po |écbé. Kazdému pacien-
tovi byla ve shodnych ¢asovych intervalech odebrana sa-
da Ctyr vzorkl z nejhlubsiho parodontalniho chobotu pro
stanoveni sloZeni mikrobiomu.

Vysledky: V pribéhu Iécby doslo k vyznamnému poklesu
parodontalnich indexd BOP, CAL a PPD u obou podskupin
pacientU. V pribéhu lécby doslo také k vyznamnému po-
klesu indexu parodontainiho rizika R/G. U podskupiny pa-
cientl 1é¢enych deep scaling a root planing navic s aplikaci
antibiotik (podskupina B) doSlo 14 dni po 1é¢bé k vyznam-
né vysSimu poklesu R/G indexu v porovnani s podskupi-
nou A |é¢enou pouze deep scaling a root planing. Tfi mé-
sice a 18 mésicll po |écbé byly hodnoty indexu parodon-
talniho rizika R/G u obou podskupin pacientl obdobné.

Zaveér: Taxonomicka charakterizace mikrobiomu vyjadre-
na formou R/G indexu umozZnuje monitorovat dynamic-
ké zmény v prabéhu lécby, na rozdil od pouhého sledo-
vani klinickych parametrd ukazuje jednoznacné rozdily
mezi skupinami s pouZitim a bez pouziti antibiotik v ¢ase
14 dnd po terapii deep scaling a root planing. S ohledem
na klinické parametry obou skupin, které se po tfech ani
18 mésicich v podstaté nelisi, je ovsem na misté velmi pec-
livé zvazit, zda je antibioticka podpora terapie deep scaling
a root planing pfinosem, nebot existuje nezanedbatelné
riziko rozvoje a Sifeni rezistenci. Pouziti antibiotik v paro-
dontologii by mélo byt podloZzeno podrobnym klinickym,
mikrobiologickym a celkové medicinskym vySetfenim.

Kli€ova slova: pokrocila parodontitida, oralni
mikrobiom, antibiotika, deep scaling, root planing

SUMMARY

Introduction, aim: Periodontitis, which is one of the
most common diseases in the adult population, is almost
as common cause of tooth loss in people over the age
of 35 as it is due to tooth decay. The aim of this study
was to evaluate the utility of new-generation sequencing
methods as a tool for complex characterization of
subgingival bacterial biofilm in patients with advanced
periodontitis and for monitoring the dynamics of changes
in the composition of subgingival bacterial biofilm during
therapy. We assume that next-generation sequencing
methods will provide a new quality of monitoring the
course of treatment and offer periodontologists a tool
for objective evaluation of the effectiveness of the chosen
therapeutic procedure and choice of further treatment.
Methods: The study included 43 patients with a diagnosis
of advanced periodontitis. Patients were divided into
two subgroups and treated with one of two standard
approved methods - deep scaling and root planing only
(subgroup A - 20 patients) and deep scaling and root
planing supplemented with antibiotic therapy (subgroup B
- 23 patients) - and their periodontal status was assessed
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by periodontal indices BOP (bleeding on probing), CAL
(clinical attachment loss) a PPD (periodontal pocket
depth) before treatment and two weeks, three months
and 18 months after therapy. A set of four samples was
taken from each deepest periodontal pocket at equal time
intervals to determine the microbiome composition.
Results: During treatment, there was a significant
decrease in the periodontal indices PPD, BOP and CAL in
both subgroups of patients. There was also a significant
decreaseinthe periodontalriskindex R/G during treatment.
In addition, the subgroup of patients treated with deep
scaling and root planing with antibiotics (subgroup B)
had a significantly higher decrease in R/G index 14 days
after treatment compared to subgroup A treated with
deep scaling and root planing alone. Three months and
18 months after treatment, the periodontal risk index R/G
values were similar in both subgroups of patients.

Conclusion: Taxonomic characterization of the
microbiome expressed in the form of R/G index allows to
monitor dynamic changes during treatment, in contrast
to mere monitoring of clinical parameters shows clear
differences between groups with and without antibiotics
at 14 days after deep scaling and root planing therapy.
However, given the clinical parameters of the two groups,
which do not differ significantly after three or 18 months,
it is appropriate to carefully consider whether antibiotic
support for deep scaling and root planing is beneficial,
as there is a significant risk of developing and spreading
resistance. The use of antibiotics in periodontology should
be based on detailed clinical, microbiological and general
medical examination.

Key words: severe periodontitis, oral microbiome,
antibiotics, deep scaling, root planing

MySak J, Podzimek S, Janatova T, Duskova J, Janata J, Najmanova L.
Zmény oralniho mikrobiomu v priibéhu nechirurgické terapie pacientl s pokrocilou parodontitidou.
Ces stomatol Prakt zubni 1ék. 2021; 121(3); 67-74. doi: 10.51479/cspzI.2021.009

UVOD A CIL

Parodontitida, kterd u dospélé populace pa-
tfi mezi onemocnéni s hromadnym vyskytem,
ve svych dlsledcich pFedstavuje u osob star-
Sich neZ 35 let témér stejné Casty dlvod ztra-
ty zubu jako nasledky zubniho kazu. Gingivi-
tida, nejmirné&jSi forma parodontalniho one-
mocnéni, je velmi rozsifena a snadno l|éceb-
né ovlivnitelnad Ucinnou ustni hygienou. Pres-
to u vnimavych jedinc muze pretrvavajici gin-
givitida vést k parodontitidé, ktera plsobi ne-
vratnou destrukci parodontalni tkané [1]. Pa-
rodontitida byla podle klasifikace z roku 1999
¢lenéna na agresivni a chronickou [2]. Vzhle-
dem k podstatnym prekryviim v symptomatic-
kych projevech a ne zcela zfetelnému patobio-
logickému rozdilu mezi obéma formami one-
mocnéni bylo v roce 2017 rozhodnuto, Ze se ta-
to dvé onemocnéni nepovazuji za samostatné
nozologické jednotky [3]. Projekt byl zahajen
jeSté pred zménou klasifikace a byl zaméren
na mladsi pacienty se zavaznymi symptomy
a rychlym nastupem onemocnéni, tedy podle
plvodni klasifikace na pacienty s agresivni pa-
rodontitidou. Podle nové klasifikace se bude
v nasledujicim textu pro tuto formu onemoc-
néni parodontu pouZzivat termin pokrocila pa-
rodontitida. Pokrocild parodontitida je v mno-
ha ohledech podobna chronické parodontiti-
dé, ale obé formy maji fadu vyznamnych klinic-
kych rozdild, mezi néz patfi: vék nastupu, rych-
lost progrese, postup destrukce atd. [4].

Parodontitida je charakterizovana akumula-
ci bakterii v parodontalnim prostfedi s tvorbou
zanétlivého infiltratu vedouci k destrukci junk¢-

niho epitelu, resorpci alveolarni kosti a popfi-
padé az ke ztraté zubu [5]. Konverze junkéni-
ho epitelu na epitel parodontalniho chobotu
je povaZovana za charakteristicky znak ve vy-
voji parodontitidy. Destrukce strukturalni in-
tegrity spojovaciho epitelu, ktera zahrnuje na-
ruseni kontaktll mezi burikami a oddéleni od
povrchu zubu, naruSuje obranny systém pa-
rodontu. Apikalni prohloubeni chobotu a také
horizontalni expanze biofilmu na kofeni zubu
akceleruje destruktivni proces. Obranné bun-
ky a makromolekuly vnikaji do parodontalni-
ho chobotu a vétSina epitelidlnich bunék celi
pfimo vlivu mikrobialnich bunék obsaZenych
v biofilmu. Destrukci tkani zpUsobuje reak-
ce imunitniho systému iniciovana bakteriemi
biofilmu, ktera vede k rozvoji zanétu. Ztence-
ni epitelu a jeho ulcerace zvy3uji Sanci na inva-
zi mikroorganism( a jejich produktl do mék-
ké pojivové tkané [6]. Terapie parodontitidy
vede k reparaci nebo k regeneraci parodontal-
nich tkani. PFi reparaci se nevytvori kolagenni
vlakna periodoncia a vznika neplnohodnotné
spojeni mezi kofenem zubu a okolnimi struk-
turami, napr. alveolarni kosti. Pfi regeneraci se
obnovuji vSechny tkané parodontu vcetné ko-
lagennich viaken.

Parodontitida se dava do souvislosti s fadou
zavaznych systémovych onemocnéni a stavd,
nejcastéji je zmifovana souvislost s kardiovas-
kuldrnimi onemocnénimi a s diabetes mellitus
[7]. Parodontitida je multifaktorialni onemoc-
néni, pfi kterém se uplatfiuje geneticka pre-
dispozice a zdravotni stav hostitele, ale zaro-
ven aktivni role subgingivalniho bakterialniho
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biofilmu pfi poskozeni tkané je jednim z do-
minantnich faktord patogeneze. Onemocnéni
parodontu ma polymikrobialni etiologii. V ro-
ce 1991 Socransky a kol. odhalili, Ze pocty pfi-
tomnych mikroorganismd byly obecné vyssi
u pacientll s timto onemocnénim v porovnani
se zdravymi osobami [8]. V roce 1998 Socran-
sky a kol. definovali soubor tii druhd mikro-
organismu vykazuijicich silnou souvislost s pa-
rodontdlnim onemocnénim: Porphyromonas
gingivalis, Treponema denticola a Tannerella
forsythia [9]. Nasledné byl tento seznam poten-
cidlnich patogen( rozsiten pomoci molekular-
ni taxonomie zaloZzené na 16S rDNA sekven-
cich, ale tyto rané studie nemohly poskytnout
komplexni pohled na bakteridlni komunity;
jednoduse nebylo ekonomicky mozné ziskat
dostatek sekvencnich informaci o celkové roz-
manitosti bakterii pfitomnych v subgingival-
nim prostredi[10-12].

Skutecny zlom nastal po roce 2005 s vyuZi-
tim sekvenacnich metod nové generace (NGS)
umoZznuijicich sbér tisici sekvenci z jedno-
ho vzorku a poskytujicich moznost komplex-
né studovat sloZeni bakterialnich komunit na
Urovni druhti [13, 14]. V roce 2010 byla zfizena
verejné dostupna online databaze Human Oral
Microbiome Database (HOMD), ktera shromaz-
duje 16S rDNA sekvence pfiblizné 1200 oral-
nich taxonl pokryvajicich témér 700 druhd,
z nichZ jsou dvé tretiny nekultivovatelné [15].
Priblizné 400 druhd bylo identifikovano ze
vzorl odebranych z parodontalnich chobot,
nicméné v jednom odbéru u konkrétniho pa-
cienta byva identifikovano jen nékolik desitek
rliznych taxon( zaroven. V poslednich nékoli-
ka letech byly publikovany desitky védeckych
studii vyuzivajicich NGS pro charakterizaci mi-
krobiomu Ustni dutiny. PFistup s vyuZitim NGS
metod se jevi za urcitych predpoklad(l jako na-
déjny do budoucna pro rutinni pouZiti pfi sle-
dovani terapie parodontitidy a pro screening
jedincl s rizikem rozvoje parodontalnich one-
mocnéni. Napfiklad Griffen a kol. dokumento-
vali vyS3i diverzitu mikrobialniho spolecenstvi
u pacientd v porovnani se zdravymi osobami
(123 druht versus 53 druht) [16]. Mnoho bak-
terialnich druh( popsanych v souvislosti s pa-
rodontitidou v3ak bylo identifikovano i ve tka-
nich zdravého parodontu. Nelze tedy jedno-
znacné tvrdit, Ze urcity bakterialni druh nebo
skupina druht zpUsobuji parodontitidu. Spise
se jedna o komplexni vztahy mezi jednotlivymi
bakterialnimi druhy, jejich pomérné zastoupe-
ni a pravdépodobné o vzijemné vztahy mezi
mikrobiotou a hostitelskym imunitnim systé-
mem. S postupnym vznikem dysbiézy, kdy jsou
druhy asociované se zdravym parodontem na-

hrazovany taxony typickymi pro parodontitidu,
je velmi dlleZita relativni cetnost neboli abun-
dance, ktera fika, jak je dany taxon zastoupeny
ve vzorku vUci ostatnim bakterialnim taxontm.
Ov3em ani zde neni vysledek jednoznacny,
protoZze u nékterych bakteridlnich taxond pa-
tficich do cerveného komplexu mize byt rela-
tivni abundance nizka (<1 %), presto vsak mlze
znamenat riziko pro tkané parodontu. Naopak
existuji taxony (napf. rod Fusobacterium), kte-
ré se objevuiji i v urcité ,pfechodové zoné", kdy
Ize pFedpokladat, Ze vysSi relativni abundance
mUZe byt varovnym signalem pro rozvoj nebo
progresi parodontitidy [17]. Z toho dvodu méa
diagnostika parodontitidy zaloZena na identifi-
kaci omezeného poctu vybranych taxon( své
limity a s ohledem na technologicky pokrok Ize
ocCekavat, Ze bude postupné nahrazena meto-
dami zaloZzenymi na komplexni charakteriza-
ci celého mikrobialniho spolecenstva, idedlné
jesté v kombinaci s hodnocenim imunitni od-
povédi hostitele [17].

Cilem této studie bylo zhodnotit vyuzitelnost
metod NGS jako nastroje pro komplexni cha-
rakterizaci subgingivalniho bakterialniho biofil-
mu u pacientd s pokrocilou parodontitidou
a pro sledovani dynamiky zmén sloZeni sub-
gingivalniho bakterialniho biofilmu v pribéhu
terapie. Pfedpoklada se, Ze NGS metody po-
skytnou novou kvalitu sledovani pribéhu léc-
by a nabidnou parodontologlim néastroj pro
objektivni hodnoceni t¢innosti zvoleného tera-
peutického postupu a volbu dalSi 1écby.

SOUBOR PACIENTU
A METODIKA

Do studie vstoupilo 43 pacient (prdmér-
ny vék 33 let) s diagn6zou pokrocilé parodon-
titidy, ktera byla potvrzena na zakladé klinic-
kého vySetfeni, zahrnujiciho zjiSténi hloubky
parodontalniho chobotu (periodontal pocket
depth - PPD >5 mm), BOP (bleeding on pro-
bing), CAL (clinical attachment loss), a rent-
genologického vySetfeni, v némz prevazova-
ly vertikalni infraalveolarni parodontaini cho-
boty. Pacienti nebyli v poslednich tfech mé-
sicich pred zacatkem studie podrobeni anti-
biotické |écbé ani parodontalni terapii a ne-
byli 1é€eni v souvislosti se systémovym one-
mocnénim. Pét pacientl bylo kurakd (3-10 ci-
garet/den). Pacienti s pokrocilou parodonti-
tidou byli v ramci inicidlni faze terapie paro-
dontitidy léCeni jednou ze dvou standardné
schvalenych metod v ramci konzervativni te-
rapie (bud pouze deep scaling a root planing,
nebo deep scaling a root planing doplnény
o antibiotickou terapii). Stav parodontu byl
hodnocen pred Iécbou a dva tydny, tfi mésice
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a 18 mésicl po konzervativni terapii deep sca-
ling a root planing. Chirurgicka terapie paro-
dontitidy nebyla ani u jednoho zarazeného
pacienta do studie aplikovana. Zarazeni pa-
cientll do podskupiny A nebo B bylo provedeno
randomizaci pomoci generovani nadhodnych
Cisel. Podskupina A byla vytvofena 20 pacienty
(10 muz(, 10 Zen, primérny vék: 32,2 let) [éCe-
nymi pouze deep scaling a root planing, ktery
byl doplnén o vyplach Ustni vodou obsahujici
0,2 % chlorhexidini digluconati dvakrat denné
po dobu 10 dnd. Podskupina B byla tvofena 23
pacienty (13 muzQ, 10 zen, priimérny vék byl
31 let) [é¢enymi stejné jako pacienti podskupi-
ny A, avsak navic s aplikaci antibiotik po dobu
deseti dnd (Amoksiklav 1 g; jedna tableta kaz-
dych 12 hodin a Entizol 250 mg; dvé tablety kaz-
dych 8 hodin) a podanim prvni davky 48 ho-
din pfed Iécbou deep scaling a root planing.

U vSech pacientd byla v prdbéhu terapie
(pred lécbou a dva tydny, tfi mésice a 18 mésicl
po |é¢bé) zjisténa hodnota parodontalnich in-
dex(i BOP, CAL a PPD. Kazdému pacientovi by-
la v priibéhu terapie odebréna sada Ctyr vzor-
kU z nejhlubsiho a vZdy stejného parodontal-
niho chobotu pro stanoveni sloZeni mikrobio-
mu. Béhem pocatecniho vySetfeni pfi vstupu
pacienta do studie byl pacient poucen o sprav-
né Ustni hygiené. Prvni vzorek (1) byl odebran
bezprostfedné pred provedenim deep scaling
a root planing pro podskupinu A a jeden den
pred per os aplikaci prvni davky antibiotik pro
podskupinu B. Vzorky 2 a 3 byly u obou pod-
skupin pacient odebrany dva tydny, resp. tfi
mésice po 1écbé metodou deep scaling a root
planing. Po 18 mésicich od 1écby metodou deep
scaling a root planing byl u obou podskupin
pacientll odebran vzorek 4 k dlouhodobému
monitorovani k posouzeni rizika remise pokro-
Cilé parodontitidy. VSechny vzorky byly odebra-
ny z nejhlubsiho parodontalniho chobotu ne-
invazivni bezbolestnou technikou sterilnimi en-
dodontickymi papirovymi cepy velikosti ISO 40.
Odebrané cepy byly vzdy umistény do sterilni
mikrozkumavky a predany do laboratofe k izo-
laci mikrobialni DNA. Pro izolaci mikrobidlnf
DNA byl pouZit kit DNeasy Blood & Tissue
(Qiagen, GmbH, Hilden, Némecko), pfesny po-
pis je uveden v publikaci Najmanova a kol. [17].
Izolovana DNA byla uloZena pfi -20 °C pro sek-
venacni analyzu.

lllumina MiSeq 2x250 pair-end protokol byl
pouZit pro sekvenovani variabilni oblasti IV az
V 16S rDNA. Taxonomické sloZeni oralniho mi-
krobiomu bylo stanoveno porovnanim ziska-
nych vysledkd s databazi HOMD (Human oral
microbiome database). Tento pfistup umoznil
charakterizovat oralni mikrobiom v jednotli-

vych vzorcich na drovni rod( i druhd. Primar-
ni i sekundarni PCR amplifikace byly provede-
ny presné podle popisu uvedeného v publikaci
Najmanova a kol. [17]. Purifikované roztoky ta-
govanych amplikon( testovanych vzork( se da-
le smisily v ekvimolarnich koncentracich a s po-
uzitim TruSeq DNA Library Preparation Kit v2
(Illumina, San Diego, Kalifornie, USA) a byl pfi-
praven aplikovany vyzkum. Vlastni sekvenace
probéhla na pfistroji lllumina MiSeq platform
protokolem paired-end reads, 2x250 bp. Sek-
venacni data byla vyhodnocena s pouzitim ve-
fejné dostupné platformy Seed 2.0 postupem
popsanym v publikaci Najmanova a kol. [17].

V tomto projektu byla pouZita metodika sta-
noveni R/G indexu parodontalniho rizika, kte-
ré byla navrzena v publikaci Najmanova a kol.
[17]. Metodika je zaloZena na stanoveni pomeé-
ru souhrnné relativni abundance taxont jed-
noznacné priraditelnych k parodontitidé (R)
a souhrnné relativni abundance taxond jedno-
znacné priraditelnych k parodontalnimu zdravi
(G), tzv. R/G index. Predik¢ni sila R/G indexu, te-
dy spravnost ur€eni pacienta s parodontalnim
zdravim nebo s parodontitidou na zakladé sta-
noveni tohoto indexu, byla 95 %.

VYSLEDKY

V grafu 1 jsou znazornény hodnoty paro-
dontalniho indexu CAL (aritmeticky prdmér
v podskupinach) v prabéhu lécby pacient(
s pokrocilou parodontitidou. V prabéhu Ié¢-
by doslo k vyznamnému poklesu parodontal-
niho indexu CAL u obou podskupin pacien-
td. U podskupiny pacientl lIé¢enych deep sca-
ling a root planing navic s aplikaci antibiotik po
dobu deseti dnd (podskupina B) doslo v pra-
béhu terapie k vySSimu poklesu z hodnoty
8,955 + 1,838 mm (aritmeticky prdmér + sméro-
datna odchylka) na hodnotu 5,348 + 1,774 mm
v porovnani s podskupinou A, kde doslo k po-
klesu z hodnoty 7,900 * 1,252 mm na hodnotu
5,333+ 1,414 mm.

V grafu 2 jsou znazornény hodnoty hloub-
ky parodontainiho chobotu PPD (aritmeticky
primeér v podskupinach) v pribéhu lécby pa-
cientd s pokrocilou parodontitidou. V pribé-
hu IéCby doslo k vyznamnému poklesu paro-
dontalniho indexu PPD u obou podskupin pa-
cientd. U podskupiny pacientd lé¢enych deep
scaling a root planing navic s aplikaci antibiotik
po dobu 10 dnl (podskupina B) doslo v pru-
béhu terapie k vy$simu poklesu z hodnoty
8,455+ 2,041 mm (aritmeticky prdmér + sméro-
datna odchylka) na hodnotu 3,435+ 1,199 mm
v porovnani s podskupinou A, kde doslo k po-
klesu z hodnoty 7,450 £ 1,276 mm na hodnotu
3,700 £ 0,923 mm.
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Graf 1 Parodontélni index CAL v priibéhu Ié¢by pacientl s pokrocilou parodontitidou

(aritmeticky prdmér v mm)

Graph 1 Periodontal index CAL during treatment of patients with severe periodontitis (arithmetic mean in mm)

V grafu 3 jsou znazornény hodnoty parodon-
talniho indexu BOP (aritmeticky prdmér v pod-
skupinach) v priibéhu lécby pacientl s pokro-
Cilou parodontitidou. V priibéhu Iécby doslo
k vyznamnému poklesu parodontalniho inde-
xu BOP u obou podskupin pacient(l. U podsku-
piny pacientd lé¢enych deep scaling a root pla-
ning navic s aplikaci antibiotik po dobu 10 dnl
(podskupina B) doslo v pribéhu terapie k niz-
Simu poklesu z hodnoty 68,391 + 31,080 %
(aritmeticky pramér + smérodatna odchylka) na
hodnotu 15,826 + 16,972 % v porovnani s pod-
skupinou A, kde doslo k poklesu z hodnoty
77,150+ 29,283 % na hodnotu 18,750 + 12,523 %.

V grafu 4 jsou znazornény hodnoty indexu
parodontalniho rizika R/G (aritmeticky pra-
mér v podskupinach) v prlbéhu lécby pa-
cientd s pokrocilou parodontitidou. V priibé-
hu 1é¢by doslo k vyznamnému poklesu inde-

xu parodontalniho rizika R/G. U podskupi-
ny pacientd lécenych deep scaling a root pla-
ning navic s aplikaci antibiotik po dobu dese-
ti dnd (podskupina B) doslo 14 dni po |écbé
k vyznamné vySSimu poklesu R/G indexu v po-
rovnani s podskupinou A |éCenou pouze deep
scaling a root planing (R/G=-0,890 * 1,395 vs.
R/G = 1,071 £ 1,672) (aritmeticky prdmér =
smérodatna odchylka). TFi mésice po [é¢-
bé byly hodnoty indexu parodontalniho rizi-
ka R/G u obou podskupin pacientll obdobné
(R/G=0,511 £ 1,276 vs. R/G = 0,683 £ 1,200)
a 18 mésicl po 1é¢bé jsme pozorovali nizsi
hodnotu priméru R/G indexu u podskupiny
pacientl léCenych deep scaling a root planing
navic s aplikaci antibiotik (podskupina B, R/G
=0,587 £ 1,550) v porovnani s podskupinou A
|éCenou pouze deep scaling a root planing
(R/IG=1,107 £1,725).

PPD [mm]
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Graf 2 Parodontalni index PPD v priibéhu Iécby pacientl s pokrocilou parodontitidou

(aritmeticky prdmér v mm)

Graph 2 Periodontal index PPD during treatment of patients with severe periodontitis (arithmetic mean in mm)
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Graf 3 Parodontalni index BOP v priibéhu lécby pacientt s pokrocilou parodontitidou (aritmeticky prdmeér v %)
Graph 3 Periodontal index BOP during treatment of patients with severe periodontitis (arithmetic mean in %)

DISKUSE

Systémoveé podana antibiotika jsou dnes ob-
libenou soucasti parodontologické lécby, jak
uvadeéji Cetné studie [18-21]. Ve studii mezi
obé&ma testovanymi skupinami, tedy u pacien-
ta 1é¢enych v rdmci konzervativni terapie pou-
ze deep scaling a root planing a deep scaling
a root planing doplnény o antibiotickou suple-
mentaci, nebyl shledan podstatny rozdil v kli-
nickych parametrech.

Komplexni charakterizace mikrobiomu uka-
zala, Ze v pfipadé podpory deep scaling a root
planing lécby systémovymi antibiotiky doslo po
14 dnech k vyraznému posunu taxonomického
slozeni smérem k vyslovené zdravému charak-
teru oralni mikrobioty, oviem po dalSich tfech
meésicich se tento rozdil zcela smazal a na vyvoj
klinickych parametrd nemélo podani antibiotik
vyznamny vliv.

Je nutné zminit i negativni efekt antibiotik,
kterym je vytvareni selekcniho tlaku na vznik
a Sifeni rezistenci nékterych bakteridlnich ta-
xonU k urcitému typu antibiotik. Tento vztah
je samoziejmé studovan i v ramci parodontal-
nich bakterialnich taxond, jak popisuje studie
testujici rezistenci taxon patficich do cerveno-
oranzového komplexu (Porphyromonas gingi-
valis, Tannerella forsythia, Prevotella intermedia/
nigrescens, Parvimonas micra, Fusobacterium
nucleatum, Streptococcus constellatus a Campy-
lobacter rectus) vici Ucinku tinidazolu (16 mg/l),
metronidazolu (16 mg/l), amoxicilinu (8 mg/l),
doxycyklinu (4 mg/l) nebo klindamycinu (4 mg/1)
in vitro. Vysledek studie ukazuje, Ze spolec-
na druhova rezistence in vitro vici tinidazolu
a amoxicilinu nebo metronidazolu a amoxicili-
nu byla vzacna. Tinidazol fungoval in vitro po-
dobné jako metronidazol a vyrazné Iépe nez
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Graf 4 R/G index v priibéhu 1é¢by pacientd s pokrocilou parodontitidou (aritmeticky prdmér)
Graph 4 R/G index during treatment of patients with severe periodontitis (arithmetic mean)
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amoxicilin, doxycyklin nebo klindamycin proti
klinickym izolatdm parodontélnich patogent
Cervenooranzoveho komplexu [22]. Pfedmé-
tem studia jsou téZ moznosti pouziti kombi-
naci antibiotik v terapii agresivni parodontitidy
s ohledem na zlep3eni klinickych parametrd.
Ve své studii Araujo a kol. zjistili, Ze podani kla-
ritromycinu (500 mg 2x denné) po dobu sedmi
dnl v porovnani s pouZzitim kombinace amoxi-
cilinu (500 mg 3x denné) a metronidazolu
(400 mg 3x denné) po dobu sedmi dnd maze
byt alternativou antimikrobialni 1é¢by mladych
pacientd diky pozitivnimu efektu na klinické pa-
rametry [23]. Pro pouziti antibiotik v ramci tera-
pie parodontitidy je také vyznamné nacasova-
ni jejich pouziti v ramci konzervativni terapie
parodontitidy. Nejvyhodnéji z hlediska zlepSe-
ni klinickych parametrt BOP, CAL a PPD se jevi
preskripce antibiotik v inicidIni fazi terapie pa-
rodontitidy nebo bezprostfedné po deep sca-
ling a root planing. Podani systémovych anti-
biotik ve fazi reevaluace nebo po pripadné re-
instrumentaci povrchu kofene se v porovnani
klinickych parametr( jevi jako méné vyhodna
[24, 25]. Ze studie je patrné, Ze klinické para-
metry BOP, PPD a CAL se v obou skupinach vy-
vijely obdobné&, a s ohledem na obecnou ten-
denci redukovat naduZivani antibiotik tedy spi-
Se doporucujeme aplikovat pouze deep scaling
a root planing a k podani antibiotik pfistoupit
jen ve vyjimecnych pfipadech, pokud si to cel-
kovy zdravotni stav pacienta vyzada.

V souvislosti s podavanymi systémovymi an-
tibiotiky je nutné zminit moznou rekolonizaci
parodontélnich chobotl parodontalnimi pato-
geny. Tato rekolonizace byla studovana napfi-
klad v intervalech t¥i a Sesti mésicl po systé-
movém podani antibiotik [26]. Byla potvrzena
rekolonizace Aggregatibacter actinomycetemco-
mitans, Prevotella intermedia, Porphyromonas
gingivalis, Tannerella forsythia a Treponema den-
ticola z epitelialnich bunék ustni sliznice. Sys-
témova antibiotika a topicky chlorhexidin ne-
snizily procento napadenych epitelidlnich bu-
nék. Tyto Udaje podporuji hypotézu, Ze existu-
ji extra krevikularni rezervoary bakterii, které
mohou u nékterych pacientl prispivat k reku-
rentni nebo refrakterni parodontitidé [26]. Pa-
rodontologicka lé¢ba by méla znesnadfiovat
rekolonizaci tim, Ze zméni podminky prostre-
di (redukce hloubky parodontalniho chobotu,
eliminace anaerobniho prosttedi, eliminace za-
nétlivého edému gingivy atd.) a umozni koloni-
zaci aerobnim streptokoklim, které zde najdou
vhodné Zivotni podminky. Pfitomnost nékte-
rych bakterialnich taxonl (Prevotella sp., Fuso-
bacterium nucleatum subsp. vincentii, Rothia sp.),
jejichz DNA byla detekovana ve vzorcich z pa-

rodontalnich chobotl jak u pacientd s klinicky-
mi projevy parodontitidy, tak i bez klinickych
projevl, by mohla varovat osetfujiciho paro-
dontologa pred klinickymi projevy parodonti-
tidy, coz by predstavovalo vyznamny nastroj
v odhaleni rizika mozného vzniku parodontiti-
dy jeSté pred nastupem samotnych klinickych
projevil onemocnéni [27]. Pro pouZiti systémo-
vé podanych antibiotik v terapii parodontitidy
je v dobé castych rezistenci na rdzné typy an-
tibiotik vhodné mikrobiologické testovani [28].
Rozsifeni spektra metod pro DNA analyzu pa-
ropatogennich bakterialnich taxon( souvisi se
zjisténim vétsi komplexnosti vztahl mezi jed-
notlivymi bakterialnimi taxony osidlujicimi tka-
né parodontu a také s jejich financni dostup-
nosti pro pacienta.

Individualizovana terapie budoucnosti, kdy
by docasnad redukce dysbiotické mikrobioty
mohla byt stabilizovana vhodné zvolenou pro-
biotickou IéCbou nebo transplantaci oralni mi-
krobioty od zdravého darce, by mohla z poda-
ni antibiotik profitovat, nicméné bez ovéreni
ucinnosti téchto krokd nespatfujeme v poda-
vani antibiotik pro pacienta vyznamnou vyho-
du, pravé naopak, vystavujeme ho zbyte¢nému
riziku vzniku rezistentnich kmen(. Antibiotika
jako systémové antimikrobidlni 1éCivé pFiprav-
ky zUstanou soucasti parodontologické 1écby,
ovsem jejich pou?ziti by mélo byt vzdy velmi di-
kladné zvazeno [29].

ZAVER

Antibiotika jsou nedilnou soucasti terapie
agresivni parodontitidy. OvSem jiz na zacatku
jednadvacatého stoleti se hovofilo o post an-
tibiotické ére. S rozvojem rezistence bakterial-
nich taxond je vice neZ nutné vzdy peclivé zva-
Zit jejich pouziti. Hovofi se o takzvanych super-
bugs, bakterialnich taxonech vykazuijicich rezi-
stenci vUdi vice tfidam antibiotik najednou, coz
predstavuje velky medicinsky problém obecné.
Samoziejmé se tato rezistence tyka i paropato-
gennich bakteridlnich taxond, proto i pouZiti
antibiotik v parodontologii by mélo byt podlo-
Zeno podrobnym klinickym, mikrobiologickym
a celkové medicinskym vySetfenim.

Tato studie byla vytvorena za podpory
vyzkumného projektu €. 17-30753A
(Agentura pro zdravotnicky vyzkum,
Ministerstvo zdravotnictvi CR).
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PROTEOM SLINNYCH EXOZOMOV AKO NOVY PROSTRIEDOK
PRE DIAGNOSTIKU ORALNYCH OCHORENI

P6vodna praca, klinicka Stadia

SALIVARY EXOSOME PROTEOME AS A NEW TOOL FOR
THE DIAGNOSIS OF ORAL DISEASES

Original article, clinical study
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SUHRN

Uvod a ciel prace: Exozémy, ktoré st generované en-
dozomalnou cestou, sa exocytdzou uvolfiuju do extra-
celuldrneho priestoru vratane slin. Obsahuju nukleové
kyseliny, proteiny a lipidy, ktoré transportuju do roz-
nych Casti tela. Podielaju sa na medzibunkovej komuni-
kacii, ¢i uz podporuju alebo narusaju rozne fyziologické
procesy.

Cielom prace bolo overit efektivnost ultracentrifugac-
nej metody izolacie exozémov zo slin, izolovat a identi-
fikovat proteiny v nich obsiahnuté, s dérazom na exo-
zomalne proteiny sUvisiace s ochoreniami Ustnej dutiny
alebo systematickymi ochoreniami s prejavmi v Ustnej
dutine.

Metédy: Exozomy boli z plnych nestimulovanych [fud-
skych slin izolované opakovanymi centrifuga¢nymi krok-
mi s premyvanim vo fosfatovom timivom roztoku s na-
slednou metanolovo/chloroformovou precipitaciou pro-
teinov. Proteiny boli identifikované bottom-up pristu-
pom pomocou hmotnostnej spektrometrie s predrade-
nou separaciou na kvapalinovom chromatografe.
Vysledky: Identifikované proteiny boli klasifikova-
né podla proteinovych tried, molekulovych funk-
cii a biologickych procesov. Najviac identifikova-
nych proteinov bolo z proteinovych tried: cytoske-
letédlne proteiny, obranné/imunitné proteiny a Struk-
turdlne proteiny, a proteinov zodpovedajucich
za katalytickd aktivitu a Strukturalnu molekulovd
aktivitu.

Zavery: Proteiny boli klasifikované do skupin na zakla-
de ich molekulovej funkcie a biologickych procesov, na
ktorych sa v [udskom organizme zuUcZastnuju. Boli iden-
tifikované niektoré proteiny/skupiny proteinov, ktoré
moZzu byt zaujimavé z hladiska skimania etiologie nie-
ktorych oralnych ochoreni, napr. anexin A1, zymogén
granuldrny protein 16 homolég B, mucin-5B, oblasti

Ig lambda-3 retazca C, oblast Ig kapa retazca C, oblast
Ig alfa-2 retazca C a oblast Ig alfa-1 retazca C.

Klu€ové slova: sliny, exozé6my, proteomika, oralne
ochorenia

SUMMARY

Introduction, aim: Exosomes generated by the
endosomal pathway are released by the exocytosis into
the extracellular space, including saliva. They contain
nucleic acids, proteins and lipids that are transported
to different parts of the body. They participate in
intercellular communication, whether they support or
disrupt various physiological processes.

The aim of this work was to verify the efficiency of the
ultracentrifugation method of isolation of exosomes
from saliva, to exctract and identify proteins contained
therein, with an emphasis on exosomal proteins related
to diseases of the oral cavity or systemic diseases with
manifestations in the oral cavity.

Methods: Exosomes were isolated from full
unstimulated human saliva by repeated centrifugation
steps with washing in phosphate buffer followed by
methanol/chloroform protein precipitation. Proteins
were identified by a bottom-up approach using

mass spectrometry with pre-separation by liquid
chromatography.
Results: The identified proteins were classified

according to protein classes, molecular functions and
biological processes. The most identified proteins were
of the protein classes: cytoskeletal proteins, defense/
immune proteins and structural proteins and proteins
responsible for catalytic activity and structural molecular
activity.

Conclusions: Proteins have been classified into groups
based on their molecular function and biological
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processes in which they participate in the human body.
Some proteins/family of proteins have been identified
that may be of interest in investigating the etiology of
some oral diseases e.g. annexin A1, zymogen granular
protein 16 homologue B, mucin-5B, Ig lambda-3 chain

diseases

C region, Ig kappa chain C region, Ig alpha-2 chain C
region and Ig alpha-1 chain C region.

Key words: saliva, exosomes, proteomics, oral

Laputkova G, Talian |, Jendrichovska Z, Schwartzova V, Schwartzova Z, Sabo J.
Protedm slinnych exozémov ako novy prostriedok pre diagnostiku oralnych ochoreni.
Ces stomatol Prakt zubni [ék. 2021; 121(3): 75-82. doi: 10.51479/cspz1.2021.010

UVOD A CIEL

Bunky nepretrzite vyluCuju do extracelular-
neho priestoru velké mnozstvo mikrovezikul,
makromolekuldrnych komplexov a malych
molekul. Zo sekretovanych ¢astic sa v stucas-
nosti intenzivne skimaju exozémy. Produku-
jeich vacsina typov buniek so sekréciou do te-
lesnych tekutin vratane krvi, mocu a slin. Exo-
zomy su generované endozomalnou cestou
a uvolfiované exocytézou multivezikularnych
telies do extracelularneho priestoru. Tieto
malé utvary (30-120 nm) obsahuju nukleové
kyseliny (RNA, miRNA), proteiny a lipidy, ktoré
transportuju do réznych Casti tela [1].

Predpoklada sa, Ze vSetky exozémy vyluco-
vané bunkami v kultdre do média alebo ro6z-
nymi orgdnmi do pridruzenych telesnych te-
kutin sa podielaju na medzibunkovej komu-
nikacii, ¢i uz podporuju, alebo nardsaju rézne
fyziologické procesy [2].

V zavislosti od buniek/tkaniv, z ktorych exo-
z6my pochadzaju, je mozné priraditim rozne
funkcie: sprostredkovanie imunitnej reakcie,
Ucastv programovej bunkovej smrti, angioge-
néze, zapale a koagulacii, U€ast pri spracova-
ni a degradacii RNA, rozsireni nadorov, prio-
novych proteinov a retrovirusov [3].

Diagnostike ochoreni na baze proteinov
slin sa v sUcasnosti venuje Coraz vacsia po-
zornost, pretoZe je neinvazivna a sekréty slin-
nych Zliaz sa ziskavaju jednoducho v porov-
nani s inymi metédami s moznostou viacna-
sobného opakovania i v kratSom ¢asovom
Useku. Okrem toho je obsah slinnych pro-
teinov podobny obsahu proteinov plazmy
v dbsledku fyzikalnej interakcie medzi zdroj-
mi slin a krvou [4].

Na izolaciu exozomov v slinach existuju dve
zakladné metddy: klasicka fyzikalna metéda
ultracentrifugacie a precipitacia exozémov
pomocou Specidlnych chemickych agentov.
Pre moznu kontaminaciu neexozomalny-
mi proteinmi je pomerne technicky naro¢né
izolovat exozémy z biologickych materialov.
V tomto zmysle ma prave izolacia exozomov
zo slin ultracentrifugaciou vyhody kvéli mini-
malnej kontaminacii vzorky [5].

V poslednom obdobi pribudaju dbékazy
0 moznej korelacii exozémov v slinach s oral-
nymi chorobami, ako je rakovina Ustnej du-
tiny [6], oralny lichen planus [7], Sjogrenov
syndrém [8], alebo inymi systémovymi ocho-
reniami, ako je zapalové ochorenie Criev [9],
rakovina pankreasu [10] a rakovina pltac [11].

Cielom prace bolo preto overit efektiv-
nost ultracentrifugacnej metédy izolacie exo-
zémov zo slin, izolovat a identifikovat pomo-
cou hmotnostnej spektrometrie (MS) protei-
ny v nich obsiahnuté s dérazom na exozomal-
ne proteiny suvisiace s ochoreniami ustnej
dutiny alebo systematickymi ochoreniami
s prejavmi v Ustnej dutine.

MATERIAL A METODIKA
Material a chemikalie

Pri experimentoch boli pouZité: acetdn
a chlorid vapenaty (ApplyChem, Darmstadt,
Nemecko), mocovina, DL-ditiotreitol (DTT),
Tris-HCL, tiomocovina, jodoacetamid, Quick
Bradfordova testovacia suprava a albumin
z bovinného séra (BioRad, Kalifornia, USA)
a kokteil inhibitorov proteaz (Sigma, St. Louis,
Missouri, USA). Pre enzymatické Stiepenie
proteinov bol pouZzity prasaci trypsin (Prome-
ga, Madison, WI, USA). Bol poufzity fosfatovy
timivy roztok (PBS) a Laemmliho roztok. VSet-
ky chemikalie a Cinidla vratane etanolu, me-
tanolu, chloroformu, kyseliny trifluéroctovej
(TFA) a kyseliny mravcej (FA) boli kvality vhod-
nej pre MS.

Odber slin a priprava vzorky

PInd nestimulovana slina bola ziskana od
piatich zdravych dobrovolnhikov vo veku od 22
do 24 rokov (schvélené etickou komisiou Le-
karskej fakulty, Univerzita P. J. Saférika v Ko-
Siciach, Cislo protokolu: 2N/2017). Priblizne
10-15 ml slin bolo zozbieranych rano med-
zi 9. a 10. hodinou do 50 ml polypropyléno-
vej skiimavky (BD Falcon, BD Bioscience, New
Jersey, USA) umiestnenej na lade. Sekrécia
sliny nebola stimulovana chemicky ani me-
chanicky. Po odbere bol k slinam pridany 1 pl
kokteilu inhibitorov proteaz (CIP) na 1 ml sli-
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ny, aby sa zabranilo degradacii vzorky sp&so-
benej enzymami z epitelidlnych buniek, leu-
kocytov a oralnych mikroorganizmov. Vzor-
ka bola nasledne doplnena PBS v pomere 1:1
k odobratej sline.

Slina bola precistend centrifugaciou pri
2000xg pri 4 °C pocas 30 minut (Hermle
Z36HK, rotor Hermle 221.19). Pelety boli od-
stranené, supernatant bol premiestneny do
polyalomérovych skimaviek (Beckman, Beck-
man Instruments, Inc., Palo Alto, Kalifornia)
a doplneny do 12,5 ml PBS. Nasledovala cen-
trifugacia pri 14000xg pri 4 °C pocas 45 mi-
nut (Beckman Coulter Allegra 64R, rotor Beck-
man F1010). V dalSom kroku bol superna-
tant doplneny PBS tak, aby vysledny objem
vzorky bol 12,5 mla centrifugovany (Beck-
man Coulter Avanti S-301, vykyvny rotor
JS-24) pri 110500xg pri 4 °C 70 minut. Po od-
straneni supernatantu boli pelety rozsus-
pendované v 1 ml PBS. Skimavky boli na-
sledne doplnené PBS do 12,5 ml a opako-
vane centrifugované za tych istych podmi-
enok. Supernatant bol odstraneny a pele-
ty rozsuspendované v 0,5 ml PBS. Roztok
bol preneseny do dvoch otvorenych hru-
bostennych polyalomérovych 1ml sku-
maviek (Beckman, Beckman Instruments,
Inc., Palo Alto, Kalifornia) a centrifugovany
na laboratornej ultracentrifuge (Beckman
Coulter Optima MAX-XP ultracentrifuge,
rotor MLA-130) pri 110500xg pri 4 °C
70 minut. Supernatant bol odstraneny, pe-
leta bola rozpustena v 50 pl PBS (obr. 1).

Skuska celkového obsahu proteinov

Z pelety rozpustenej v 50 pl PBS bolo odo-
bratych 5 pl roztoku, ku ktorému bolo pri-
danych 5 pl Laemmliho roztoku na lyza-
ciu exozémov. Celkovy obsah proteinov bol
stanoveny Bradfordovou metdédou pomo-
cou Quick Start Bradford Protein Assay (Bio-
Rad, Hercules, California, USA) s albuminom
z bovinného séra (BioRad, Hercules, Califor-
nia, USA). Absorpcia bola merana spektrofo-
tometricky (UV - 3600 Spectrophotometer,
Shimadzu Corp., Kyoto, Japonsko) pri vinovej
dizke 595 nm.

Metanolova/chloroformova precipitacia
proteinov

K pripravenému objemu vzorky bol prida-
ny metanol v pomere 4:1. Zmes bola postup-
ne doplnena o 100 pl chloroformu a 300 pl
ultracistej vody s intenzivnym zamieSanim
pri 750 ot/min po oboch krokoch. Nasledo-
vala centrifugacia vzorky 2 min pri 14000xg.
Vodna vrstva bola odstranend tak, aby ten-

plnaslina, 10 -15 ml
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A4

metanolové/chloroformova precipitacia proteinov

!

enzymatické Stiepenie proteinov trypsinom v roztoku

SPEna C18 kolénach

LC-MS analyza

ky povlak proteinov medzi jednotlivymi vrst-
vami ostal neporuseny. K roztoku bolo prida-
nych 400 pl metanolu, zmes bola opat krat-
ko zvortexovana pri 750 ot/min a centrifugo-
vana 3 min pri 14000xg. Peleta vyzrazanych
proteinov bola po odstraneni supernatantu
vysuSena pomocou vakuového koncentrato-
ra (CentriVap Vacuum Concentrator, Labcon-
co, Kansas City, USA).

Enzymatické Stiepenie proteinov
trypsinom v roztoku

Proteiny boli resuspendované v roztoku
8 mol I mocoviny/100 mmol I Tris-HCl
(pH = 8). Redukcia disulfidovych vazieb bo-
la dosiahnuta pridanim stechiometrického
mnozstva 0,1 mol I' ditiotreitolu/100 mmol I
Tris-HCl (pH = 8) a inkubaciou 30 minut pri

Obr. 1

Schéma purifikéacie
exozémov zaloZzena na
ultracentrifugdcii. Relativna
centrifugacna sila a trvanie
jednotlivych centrifugdcii je
uvedené vpravo (upravené
podla [30])

Fig. 1

Exosome purification scheme
based on ultracentrifugation.
The relative centrifugal force
and the duration of the
individual centrifugations are
given on the right (adapted
from [30])
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teplote 37 °C. Tiolové skupiny boli alkylované
pomocou0,5mol " jédoacetamidu/100 mmol I
Tris-HCl (pH = 8) 30 min v tme pri teplote 37 °C.
Proteiny boli vyzrdzané acetébnom (inku-
bacii 60 min pri -25 °C). Vyzrdzané protei-
ny boli po odstraneni supernatantu vysuse-
né vo vakuovom koncentratore. Proteino-
va vzorka bola resuspendovana v roztoku
8 mol I mocoviny/100 mmol I Tris-HCl
(pH = 8). Roztok bol zriedeny 2 mmol I' chlo-
ridom vapenatym/10 mmol I Tris-HCI tak,
aby vyslednd koncentracia mocoviny bola
2 mol I'. Pocas noci prebehlo enzymatic-
ké Stiepenie proteinov pridanim trypsinu
(0,1 pg plI") pri teplote 37 °C. Aktivita trypsi-
nu bola na druhy den inhibovana pridanim
1/20 objemu 20% TFA.

Cistenie v €18 kolénach

Vzorka bola zbavena neziaducich latok, so-
I a amfolytov extrakciou latok na tuhej faze
(solid phase extraction - SPE) v kol6ne Bond

Elut C18 (Agilent Technologies, Santa Clara,
Kalifornia, USA). Bol pouzity preplachova-
ci roztok H,O/metanol/acetonitril (34:33:33;
v/v/v), vihciaci roztok H,O/acetonitril (50:50;
v/v) a ekvilibrany roztok H,O/acetonitril/
TFA (94,5:5:0,5; v/v). Peptidy boli eluované do
Cistej skimavky roztokom acetonitrilu/H,0/
FA (70:29,9:0,1; v/v/v).

LC-MS analyza

Identifikacia proteinov  extrahovanych
z exozOmov bola vykonana pomocou LC-MS
analyzy pristupom bottom-up. Peptidy boli
separované na koléne so stacionarnou fazou
C18 (Acclaim PepMap, Thermo Scientific 75
pmx150mm, 300 A) na kvapalinovom chro-
matografe (Agilent 1260) v gradiente od 4%
mobilnej fazy B (0,1% FA+98% ACN) do 35%
mobilnej fazy B pocas 60 minut nasledova-
né vyplachom kolény pomocou 80% mobil-
nej fazy B pocas 10 minut a ekvilibracnou fa-
zou so 4% mobilnou fazou B pocas 30 minut

Tab. 1 Zoznam proteinov identifikovanych vo vzorkach exozémov z plnej nestimulovanej sliny
Tab. 11 List of proteins identified in exosome samples from the whole unstimulated saliva

UniProtKB I sC

. . . . . RMS90
pristupovy Protein Skére Peptidy Rank

identifikator Kkéd [ppm]

1| 26166_HUMAN QDA Zymogen granuldrry protein 16 homolég B/ 27 | 76 | 45 8 | .5 | 2m 6
Zymogen granule protein 16 homolog B
2 THIO_HUMAN P10599 Thioredoxin/Thioredoxin 1,7 47 63,8 1 124 1,39 21
3 TGM3_HUMAN Q08188 Protein-glutamin y-glutamyransferdza £/ 766 | 55 | 1434 4 62 | 266 15
Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase E
4 S10A8_HUMAN P05109 Protein $100-A8 /Protein S100-A8 10,8 6,6 1184 3 2,7 4,48 16
5 PIP_HUMAN P12273 Prolaktin-indukovatelny protein/Prolactin-inducible protein 16,6 93 223 5 38,4 1,96 12
6 PIGR_HUMAN P01833 Polymericky imunoglobuhnov;;erceecstpot?r/Polymeric immunoglobulin 832 55 589,2 3 192 241 )
7 MUC5B_HUMAN Q9HC84 Mucin-58/Mucin-58 596 6.2 540,9 17 3 233 3
8 LAC3_HUMAN POCGO6 Oblasti Ig lambda-3 retazca (/Ig lambda-3 chain C regions 11,2 77 62,1 1 14,2 1,15 2
9 K2C1_HUMAN P04264 Keratin, typ Il, cytoskeletdlny 1/ Keratin, type Il cytoskeletal 1 66 838 468,8 10 17,2 1,59 5
10 K22 HUMAN P35908 Keratin, typ Il cytoskeletdlny 2 epiderma\ny / Keratin, type I 654 89 3039 7 13 176 "
oytoskeletal 2 epidermal
1| KICIO_HUMAN P13645 Keratin, yp | gtoskeletalny 10/ 588 5| 3339 9 156 | 178 8
Keratin, type | cytoskeletal 10
12 IGKC_HUMAN P01834 Oblast Ig kapa retazca C/Ig kappa chain C region 11,6 55 1795 4 67 097 13
13 IGHA2_HUMAN P01877 Oblast Ig alfa-2 retazca (/Ig alpha-2 chain C region 36,5 57 307,1 6 22,6 1,63 10
14 IGHAT_HUMAN P01876 Oblast Ig alfa-1 retazca C/Ig alpha-1 chain C region 37,6 6,1 516,9 10 428 1,79 4
15 DMBT1_HUMAN QUGM3 Protein 1 de\etpvany_do mal'\gn_anmy(h Iumorov_mozgu/ 2606 51 74 18 89 209 1
Deleted in malignant brain tumors 1 protein
16 DEF1_HUMAN P59665 Neutrofil defenzin 1/ Neutrophil defensin 1 10,2 76 114,6 2 19,1 2,46 17
17 (YTB_HUMAN P04080 (ystatin-B / Cystatin-B 111 79 91,1 3 30,6 2,89 19
18 CAH6_HUMAN P23280 Karboanhydrdza 6/ Carbonic anhydrase 6 35,3 6,6 14,5 3 10,4 2,28 18
19| BPIB2_HUMAN QBN4F0 BPIvrstuy-obsahujica rodina B dlen 2/ 81 | 95 | 16 5 142 | 415 14
BPI fold-containing family B member 2
B! vrstvy-obsahujtica rodina A clen 2 /
20 BPIA2_HUMAN Q96DRS B! fold-containing family A merber 2 21 52 360,2 9 29,7 3,16 7
21 ANXAT_HUMAN P04083 Anexin A1/ Anexin A1 38,7 6,7 3221 7 24 2,25 9
22 AMY1_HUMAN P04745 Alfa-amyldza 1/ Alpha-amylase 1 57,7 6,5 67,7 2 41 3,85 20
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(mobilna faza A - 0,1% FA). Peptidy boli on-
-line identifikované pomocou hmotnostného
spektrometra Agilent QTOF UHD 6538 v au-
to MS/MS méde. Parametre pre auto MS/MS
maod boli nasledovné: na kazdy MS scan bolo
vybranych 5 prekurzorov pre naslednd MS/
MS analyzu podla ich intenzity s nabojom 2+
alebo 3+ a aktivnou exklliziou uz zmeraného
prekurzora pocas nasledujucich 0,3 min. Na-
merané hmotnostné spektrd boli nasledne
vyhodnotené pomocou kompletného prote-
omického softvéru Proteinscape 3.1 s vyhla-
davacim algoritmom MASCOT 2.4. Parame-
tre vyhladavania boli nastavené nasledovne:
taxonémia HOMO SAPIENS, fixna modifika-
cia - karbamidometylacia (Cys), variabilné
modifikacie - oxidacia (Met), fosforilacia (Ser,
Thr, Tyr) a acetylacia N konca peptidov, pres-
nost ur€enia hmoty prekurzora do 50 ppm
a v MS/MS méde do 500 ppm, vybrané pre-
kurzory museli mat naboj viac ako 1+. Aby
boli vyli€ené faloSne pozitivne identifikacie
extrahovanych proteinov, bol nastaveny tzv.
false discovery rate na 1 %.

VYSLEDKY

Cielom experimentov bolo preskimat moz-
nosti zvoleného spdsobu identifikacie protei-
nového obsahu exozémov ludskych slin. Uplny
zoznam proteinov identifikovanych vo vzorkach
z plnej nestimulovanej sliny je uvedeny v tab. 1.

Identifikované proteiny boli klasifikova-
né podla proteinovych tried, molekulovych
funkcii a biologickych procesov, ktorych su
sucastou, v sulade s Genome Ontology (GO)
klasifikaciou s pomocou databazy PANTHER
(http://pantherdb.org/). Vysledky su znazor-
nené graficky (graf 1-3).

Z GO klasifikacie identifikovanych protei-
nov podla ich proteinovych skupin (graf 1)
vyplyva, Ze najviac identifikovanych protei-
nov bolo z proteinovych tried: cytoskeletalne
proteiny, obranné/imunitné proteiny a Struk-
turalne proteiny (12 %). Identifikované pro-
teiny sme taktiez pomocou GO klasifikacie
zatriedili podla molekulovej funkcie (graf 2).

Z grafu vyplyva, Ze prevazna Cast identifiko-
vanych proteinov zodpoveda za katalyticku
aktivitu (43 %) a Strukturalnu molekulovu ak-
tivitu (22 %). GO klasifikacia proteinov podla
biologickych procesov, na ktorych sa podiela-
ju, je zobrazena na grafu 3. Z grafu vyply-
va, Ze identifikované proteiny sa v najvacsej
miere podielaju na metabolickych procesoch
(25 %) a bunkovych procesoch (20 %), ktoré
zahfnaju procesy na bunkovej Urovni, ale nie
sU nevyhnutne obmedzené na jedind bunku,
napr. medzibunkova komunikacia.
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m hydrolza (PC00121)

m oxidoreduktdza (PC00176)

m molekula bunkovej adhézie (PCO0069)
m moduldtor enzymov (PCO0095)

m lydza (PCOO144)

= prenosny protein/ proteinovy nosi¢ (PC00219)
o transferdza (PC00220)

m receptor (PC00197)

= obranny/imunitny protein (PCO0090)
m protein viaZuci vapnik (PCO0060)

u cytoskeletdlny protein (PCO0085)

u Strukturdlny protein (PC00211)

« protedza (PC00190)
= signélna molekula (PC00207)

protein extraceluladrnej matrix (PC00102)

Graf 1 GO klasifikacia identifikovanych proteinov do proteinovych tried
Graph 1 GO classification of identified proteins into protein classes

V dalSom kroku sme vykonali analyzu iden-
tifikovanych proteinov s vyuzitim databazy
OralCard  (http://bioinformatics.ua.pt/Oral-
Card/). Tato databaza predstavuje vhodny
zdroj informacii o proteinoch obsiahnutych
v [udskych slinach, protein-proteinovych inter-
akciach a suvislostiach vzniku ochoreni, ktoré
sa prejavuju v Ustnej dutine, s expresiou jed-
notlivych proteinov v slinach. V tab. 2 su uve-
dené identifikované proteiny a ich skupiny
z hladiska ich mozného podielu na vzniku roz-
nych ochoreni Ustnej dutiny alebo systémo-
vych ochoreni s prejavmi v Ustnej dutine.

DISKUSIA

LC-MS analyzou proteinov slinnych exo-
zbmov bolo identifikovanych 22 proteinov
z rdznych proteinovych rodin. Medzi ne pa-
tria 3 proteiny z rodiny keratinov a 4 z rodi-
ny imunoglobulinov. Dalej sme identifikovali

m vizba (GO:0005488)
m receptorovd aktivita (G0:0004872)

= aktivita regulatorov enzymov
(G0:0030234)

m $trukturdlna molekulova aktivita
(GO:0005198)

® katalyticka aktivita (GO:0003824)

Graf 2 GO klasifikacia identifikovanych proteinov podlfa ich molekulovej funkcie
Graph 2 GO classification of identified proteins according to their molecular function
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Tab. 2 Zoznam skupin proteinov identifikovanych vo vzorkach exozémov z plnej nestimulovanej sliny korelujtcich s niektorymi
ochoreniami (OralCard, http://bioinformatics.ua.pt/OralCard/)

Tab. 2 List of groups of proteins identified in exosome samples from the whole unstimulated saliva correlated with certain diseases
(OralCard, http://bioinformatics.ua.pt/OralCard/)

Nazov ochorenia MeSH UniProtKB pristupové kédy proteinov
Gingjvitida 68005891 QI6DA, P05109, P12273, P01833, QIHC84, P04264, P35908, P13645, PO1876, P59665, P23280, P04083, P04745
Chronlcd parodonida 68055113 QI6DA0, P10599, Q08188, P05109, P12273, P01833, QIHC84, g(;\l(i(;z Z%EZS:SPSSES;P;;;;ZS P01834, P01877, P01876, QOUGMS3, P59665, P04080, P23280,
Agresivna parodontitida 68010520 P10599, P04264, P35908, P13645, P01834 P01877, P01876, P59665, P04080, P23280, P04083, P04745
Zubny kaz 68003731 Q08188, P12273, P01833, P35908, P01877, PO1876, QOUGMS3, P04080, QI6DRS, P04083, P04745
Sjogrenov syndrém 68012859 Q6DA0, P10599, P05109, P12273, PO1833, Q9HC84, P04264, P13645, P01834, P01877, P01876, QIUGM3, P59665, P04080, PO4083, P04745
Diabetes mellitus 1. typu 68003922 P05109, P01876, P59665, P04745
Diabetes mellitus 2. typu 68003924 Q6DA0, Q08188, P12273, P01833, QIHC84, P01834, PO1876, QIUGMS3, P23280, QI6DRS, P04083, P0A745
Prekancerdzy 68011230 P05109, P13645
Ordlny lichen planus 68017676 Q96DRS
Ordlne nddory 63009062 P10599, Q08188, P05109, P13645, P01877, P01876, P59665, Q96DRS, P04083
Nédory prsnika 68001943 P10599, Q08188, P05109, P12273, P01833, Q9H(84, P01834, P01877, P01876, QOUGM3, P04080, Q8N4FO, Q96DRS, P04083, P04745
Diftizna sklerodermia 68045743 P05109, P04080

rézne mikrovezikulové proteiny, napr. zymo-
gén granularny protein 16 homolég B, mu-
cin-5B, oblasti Ig lambda-3 retazca C, oblast
Ig kapa retazca C, oblast Ig alfa-2 retazca C
a oblast Ig alfa-1 retazca C. Dalej boli izolova-
né: protein-glutamin y-glutamyltransferaza
E, protein S100-A8, neutrofil defenzin 1, pro-
tein S100-A8, anexin A1 a dalSie. Anexin A1
(lipokortin-1) je endogénny protein regulova-
ny glukokortikoidmi. Protein hra vyznamnu
Ulohu v prirodzenej imunitnej odpovedi ako
efektor glukokortikoidmi sprostredkovane;j
odpovede a ako regulator zapalového proce-
su [12]. Kombinacia mechanizmov jeho p6-
sobenia vedie k t¢innému zmierneniu zapalu
a predstavuje tak sfubny nastroj na vyvoj no-
vych terapeutickych stratégii na liecbu zapa-
lovych ochoreni [13]. Up-regulovany anexin
A1 bol zaznamenany napriklad v slinach ka-
ries-susceptibilnych pacientov muzského po-
hlavia [14]. Protein je aktérom i v procesoch
proliferacie buniek, bunkovej signalizacie
a zvlast pri karcinogenéze. Je dalSim kltuco-
vym uzlom v proteinove;j sieti sUvisiacej s ra-
kovinou Ustnej dutiny a mbZe byt potencial-
nym biomarkerom stupna patologickej dife-
renciacie rakoviny Ustnej dutiny v kombinacii
s inymi klt€ovymi proteinmi [15, 16].

Dalsie proteiny izolované zo slin, ktoré by
mohli sluzit ako biomarkery v diagnostike na-
dorov Ustnej dutiny, su protein S100-A8 [17],
protein-glutamin y-glutamyltransferaza E
[18] a neutrofil defenzin 1 [19]. Pretoze vset-
ky rakovinové bunky produkuju exozémy od
skorych stadii, a tieto extraceluldrne vezikuly

hraja Ucinnu dlohu v prijimajucich bunkach,
ich molekuldrny obsah méZze poskytnut jedi-
necné molekularne markery pre v€asnu dia-
gnostiku a prognozu.

S100-A8 (calgranulin A) je protein viazuci vap-
nik a zinok, ktory hra vyznamnu tlohu v regu-
lacii zapalovych procesov a imunitnej reakcie.
Podla autorov prac [20, 21] hladiny S100-A8
v slinach odrazaju rozne aspekty periodontal-
neho zapalu a ako také by mohli sltzit ako bio-
markery chronickej parodontitidy [22].

Ako biomarkery chronickej parodontitidy
by mohli poméct aj prolaktin-indukovatelny
protein [23] a mucin-5B [24]. Zatial ¢o funk-
cia prolaktin-indukovatelného proteinu nie je
dostatocne objasnend, pocetné ddokazy jas-
ne poukazuju na jeho ulohu pri vrodenej aj
adaptivnej imunite. Podla [25] prolaktin-in-
dukovatelny protein je zodpovedny za anti-
mikrobidlnu humoralnu imunitnd odpoved
a je silne prepojeny so vznikom ochoreni za-
vesného systému zuba a dasien.

Mucin-5B je glykozylovany protein s vy-
sokou molekulovou hmotnostou produ-
kovany epitelovym tkanivom a vylucova-
ny mukozalnymi povrchmi, ktorého kltuco-
vou vlastnostou je schopnost tvorit gél. Je-
ho antimikrobialne vlastnosti tvoria primar-
nu obrannd bariéru v epitelovom tkanive.
Mucin je sucastou neimunitného obranné-
ho systému. Jeho down-regulacia je spoje-
na s takou poruchou autoimunitného systé-
mu, ako je Sjogrenov syndrém, ktory je aso-
ciovany s vysSim vyskytom a zavaznostou
parodontitidy [24].
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Integrované data z transcriptomickych
a proteomickych merani potvrdili zmenené
hladiny keratinu typu Il cytoskeletalneho 1
v tkanive gingivy pacientov s chronickou pa-
rodontitidou [26]. Zmena expresie keratinu,
typ Il, cytoskeletalny 1 a keratinu, typ Il, cy-
toskeletdlny 2 epidermalny bola pozorova-
na i pri skimani hystopatologickych vzoriek
metodou MALDI-MS Imaging pri hfadani bio-
markerov uzitocnych pri detekcii malignant-
nych buniek pri skvamceluldrnom karcinéme
[27].

Vekovo Specificky protein keratin, typ Il
cytoskeletalny 10, suvisi i so stavom zub-
nej hmoty, a preto informacia o jeho hladi-
ne v slinach by mohla byt asociovana so vzni-
kom zubného kazu [28].

Expresia proteinu polymericky imunoglo-
bulinovy receptor (PIGR), ktorého Uloha je
transport polymérového IgA a IgM, sa bezne
zvysuje pri reakcii na virusovu alebo bakterial-
nu infekciu; spdja sa s vrodenou a ziskanou
imunitou. Bola tiez pozorovana abnormalna
expresia PIGR pri nddoroch, ale jeho klinicky
vyznam zatial zostava neisty [29].

Izolacia exozomov predstavuje napriek do-
siahnutym Gspechom stale zdlhavy, naklad-
ny a Casto nereprodukovatelny proces. Na
izolaciu exozomov z réznych biologickych te-
kutin (vratane slin) bolo pouzitych doteraz
niekolko strategickych pristupov. Z nich spo-
menieme napriklad diferencidlnu centrifu-
gaciu [31] a centrifugaciu v hustotnom gra-
diente, ktora poskytuje vzorky s vysokou cis-
totou [32]. Je viak pomerne Casovo naro¢na.
Ultrafiltracné metddy [33] zas dovolia pri-
pravit vzorky, ktoré su Casto kontaminované
proteinmi, ktoré nie su vezikuldrneho pévo-
du. Podobnymi nedostatkami trpia i niektoré
precipitatné metddy [34]. Pre naSe prvotné
experimenty sme zvolili lacnt a jednoduchu
ultracentrifuga¢nd metédu. UmozZzhuje pra-
covat s velkymi objemami vzorky. Vysledny
produkt vSak moZe byt tak isto horSie repro-
dukovatelny a s nizkou ¢Cistotou. V buducnosti
nevylu€ujeme pouZitie iného spdsobu izolacie
vezikul tak, aby kvalita vzorky bola vyvazena
s cenou a casom potrebnym na jej pripravu.

ZAVER

Jednoduchou ultracentrifugacnou meté-
dou boli izolované exozémy z plnych nesti-
mulovanych slin a bottom-up proteomickym
pristupom bol identifikovany ich proteinovy
obsah. Slinné exozémy obsahovali proteiny
z réznych proteinovych rodin vratane troch
¢lenov rodiny keratinov, zymogén granular-
ny protein 16 homoldg B, mucin-5B, oblasti
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25%
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Graf 3 GO klasifikacia identifikovanych proteinov podla typu biologickych

procesov, na ktorych sa podielaju

Graph 3 GO classification of identified proteins according to the type of biological

processes in which they participate

lg lambda-3 retazca C, oblast Ig kapa retazca
C, oblast Ig alfa-2 retazca C a oblast Ig alfa-1
retazca C, protein-glutamin y-glutamyltrans-
feraza E, neutrofil defenzin 1, protein S100-A8
a dalSie. Niektoré z nich, resp. ich skupiny, su
povazované za mozny rizikovy faktor spojeny
s niektorymi ochoreniami oralnej dutiny ale-
bo systémovych ochoreni s prejavmi v Ustnej
dutine. Kym predchadzajuce studie sa opie-
rali predovsetkym o proteomické skimanie
krvi, synovialnej tekutiny ¢i tkaniv izolova-
nych z réznych casti Ustnej dutiny, nami zvo-
lené slinné vezikuly predstavujud menej kom-
plikovany systém. Odber vzoriek slin je po-
merne jednoducha a malo nakladna metéda,
ktora by mohla ulah¢it presnu a v€asnu dia-
gnostiku niektorych ochoreni. Pri zdokonale-
ni metodiky mdzu byt exozémy zdrojom dia-
gnostickych biomarkerov pre Siroké spekt-
rum chordb a mdzu ndjst v budlcnosti uplat-
nenie v diagnostike a terapii réznych ochore-
ni Ustnej dutiny.
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SOUHRN

Uvod a cil: Sanace kariézni léze patfi ve stomatologii jiz
odedavna mezi zakladni vykony, aviak i v dne3ni dobé sta-
le neni zcela jednotny pfistup k tomuto oSetfeni v pfipa-
dé kazu blizkého zubni dfeni. Existuji tfi rozdilné techniky
oSetFeni, které maji své vyhody i nevyhody, nicméné jejich
spolecnym cilem je zachovani vitality zubu. Prvni pfistup
k oSetfeni je totalni exkavace vSech kariéznich tkani se
zhotovenim definitivni vypInég, druhym zptsobem oSette-
ni je selektivni exkavace s ponechanim malého mnozZzstvi
zméklych tkani pulpalné a zhotovenim definitivni vypIné.
Treti technikou je sekvencni exkavace, coZ znamena dvou-
dobé oSetfeni s postupnym odstranénim vSech kariéznich
tkani. Toto pfehledové sdéleni je zaméreno praveé na treti
typ oSetfeni, tedy na odloZenou exkavaci a moznosti pro-
vedeni s vyuzitim rdznych remineralizacnich materiald.
Metody: Pro tento prehledovy ¢lanek byly vyhledany stu-
die v anglickém jazyku za pomoci kli¢ovych slov (kaz blizky
dreni, odloZzena exkavace, nepfimé prekryti zubni drenég,
hydroxid vapenaty, skloionomerni cement, kalciumsilika-
tovy cement, kalciumfosfatovy cement) a jejich obménou
s cilem shrnout soucasné poznatky o metodé odlozené
exkavace a materialech pouzivanych v této indikaci. Vyhle-
davalo se v databazich PubMed, Web of Science a Cochra-
ne Library a zdrojich tuzemskeé literatury. Byly vybrany stu-
die predevsim z asopisl s impakt faktorem a vydanych
v rozmezi let 2010 az 2020. Pro hlubsi pochopeni historic-
kého vyvoje problematiky byla literatura doplnéna i o né-
kolik publikaci z druhé poloviny minulého stoleti.

Zaveér: Osetreni hlubokého kazu se zachovanim vitality je
v dne3dni dobé velmi diskutované téma a stale neni jed-
notny postup, jak tento vykon provést. PFi dvoudobém
oSetfeni jsou k nepfimému prekryti zubni dfené nejcas-
téji vyuzivany materialy na bazi hydroxidu vapenatého
a skloionomernich cementd. Kalciumfosfatové cementy
maji vzhledem ke svym vlastnostem vysoky potencial vy-
uziti v této indikaci a zvy3eni Uspésnosti osetfeni, ale je
jeSté tfeba udélat podrobnégjsi in vitro vyzkum a klinické
studie.

Klicova slova: kaz blizky dfeni, odloZena exkavace,
neprimé prekryti zubni dFfené, hydroxid vapenaty,

skloionomerni cement, kalciumsilikatovy cement,
kalciumfosfatovy cement

SUMMARY

Introduction, aim: Treatment of caries lesion has been
for a long time one of the basic procedures in dentistry,
but even today there is not completely uniform approach
to this treatment in case of deep caries lesion near the
dental pulp. There are three different techniques that
have both advantages and disadvantages; nevertheless
their common goal is to maintain the vitality of the tooth.
The first approach to treatment is the total excavation of
all carious tissues and a definitive filling application. The
other method of treatment is the selective excavation
with leaving a small area of softened dentin pulpally and
application of a permanent filling. The third technique is
stepwise excavation, which means two-visit treatment
with gradual excavation of all carious tissues. This review
article is focused on the third type of the treatment and
the possibility of using various remineralization materials.
Methods: For this article, studies in English were searched
using key words (deep caries, stepwise excavation, indirect
pulp capping, calcium hydroxide, glassionomer cement,
calcium silicate cement, calcium phosphate cement) and
their variations in order to summarize current knowledge
about stepwise excavation method and materials used
in this indication. The search was performed using
PubMed, Web of Science and Cochrane Library databases
and supplied by sources of Czech literature. Studies
were selected mainly from journals with impact factor
and published between 2010 and 2020. For the deeper
understanding of the historical development of the issue,
the literature was supplemented by several publications
from the second half of the last century.

Conclusion: The treatment of deep caries lesion with the
preservation of vitality is a much discussed topic today
and there is still not uniform approach, how to perform
this procedure. In case of stepwise excavation, calcium
hydroxide-based materials, glass ionomer cements and
calcium silicate cements are usually used for indirect
pulp capping. Due to their properties, calcium phosphate
cements have a high potential for use in this indication
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and may increase the success rate of treatment, however
more detailed in vitro research and clinical studies are still

needed.

Key words: deep caries; stepwise excavation; indirect
pulp capping, calcium hydroxide, glassionomer cement,

calcium silicate cement, calcium phosphate cement

Novotna B, Harvan L, Somolova L, Morozova Y, Voborna I.
Osetreni kazu blizkého zubni dfeni a metoda odlozené exkavace.
Ces stomatol Prakt zubnf [ék. 2021; 121(3): 83-89. doi: 10.51479/cspzI.2021.011

UVOD DO PROBLEMATIKY
Modernim pfistupem v zubnim lékaFstvi
je minimalné invazivni oSetfeni a jednou
z hlavnich priorit je zachovani vitality jednot-
livych zub(. V pripadé sanace hlubokého ka-
zu, u které by pfi tradicnim kompletnim od-
stranéni kariézniho dentinu hrozilo otevreni
dreriové dutiny, je mozné za urcitych podmi-
nek vyuZzit selektivni exkavaci (obr. 1). V tomto
ohledu je v dnesni dobé velmi popularni sys-
tematicky pristup k oSetfeni, ktery v roce 2012
zverejnili Alleman a Magne. Jedna se o elimi-
naci vétsiny kariéznich tkani a nasledné adhe-
zivni zapeceténi defektu [1]. Odstrafiovani ka-
riéznich tkani probiha primarné v periferni z6-
né (sklovina, dentino-sklovinna hranice), ktera
pro zajiSténi dostatecné silné adhezivni vazby
musi z{stat absolutné Cista. K ovéreni se pou-
ziva detekeni barvivo. Dale je odstranén vnéj-
Si infikovany dentin, zatimco vnitfni afektova-
ny dentin barvici se lehce rlizové je ponechan
[1, 2]. Tento postup oSetfeni predpoklada eli-
minaci maximalniho mnoZstvi bakterii a ome-
zeni aktivity pfipadnych zbylych mikroorga-
nisml zapeceténych adhezivem v dentino-
vych tubulech. V pfipadé velmi hlubokého de-
fektu Ize ponechat pulpalné i syté rizovy den-
tin, aby nedoslo k expozici pulpy, popfipadé
k poSkozeni. Kavita je nasledné hermeticky
uzaviena pomoci adhezivniho systému Ctvrté
generace a kompozitniho materialu [1]. Z his-
tologickych studii vSak vyplyva, Ze ponechani
byt i malého mnoZstvi bakterii v dentinu vede
k jejich Sifeni dentinovymi tubuly a pretrvani
zanétlivych zmén v pulpé [3]. Ricucci a kol. ve
svych pracich doporucuji kompletni exkavaci
kariéznich tkani bez ohledu na to, jak je defekt
hluboky (obr. 2). Riziko perforace dferioveé du-
tiny je sice vyssi, nicméné je-li spinéno nékolik
podminek pro pfipadné pfimé prekryti zubni
dreng, je tento druh oSetfeni pro histologicky
stav pulpy prfinosnéjsi nez chronické drazde-
ni pfi vySe zminéném postupu [3]. Pulpa vZdy
musi byt zdrava nebo pouze reverzibilné zmé-
néna. Pokud nastane perforace, dochazi ke
krvaceni, které je zastavitelné maximalné do
Ctyf minut po aplikaci roztoku 1% chlornanu
sodného. Perforace musi mit okraje ve zdra-

vém dentinu a dentinové piliny, vznikajici v ka-
vité pfi preparaci, se nesmi dostat do kontak-
tu s pulpou. V opa¢ném pripadé mohou byt
zdrojem infekce a vést k selhani oSetreni.

Podminkou Uspéchu je izolace oSetfované-
ho zubu kofferdamem, ktery zajisti aseptic-
ké a prehledné pracovni pole umoZnuijici po-
drobnou vizualni kontrolu. Pro prediktabilitu
kompletni exkavace kazu blizkého dFeni a pfi-
padného pfimého prekryti je nezbytné pou-
zZit operacni mikroskop [3]. V dne3ni dobé se
k oSetfeni vyzadujicimu izolaci pouziva koffer-
dam, jehoz poufZiti se oproti minulosti rozSifu-
je, ato zejména mezi mladsimi [ékafi [4, 5]. Vy-
baveni opera¢nim mikroskopem je doménou
spiSe specializovanych pracovist a mensi ¢asti
privatnich praxi. Z tohoto divodu pravdépo-
dobné nebude pro vétSinu praktickych zub-
nich [ékard v béZném provozu zminéné reseni
hlubokého kazu snadno realizovatelné a bez
adekvatniho zvétSeni mlze vyrazné klesat je-
ho Uspésnost.

Jako vhodné feSeni pro bézné praxe se na-
bizi dalsi typ oSetfeni, ktery se zda byt kom-
promisem mezi selektivni exkavaci s definitiv-
ni vyplni a totalni exkavaci se zvySenym rizi-
kem expozice pulpy. Jedna se o sekvencni od-
stranéni kazu (obr. 3), tedy dvoudobé oSette-
ni, jehoZ princip je znam jiz z pocatku 20. sto-
leti [6, 7].

SEKVENCNI EXKAVACE )
A NEPRIME PREKRYT{ ZUBNI
DRENE

Sekvencni exkavace (dvouetapova, inter-
mitentni, odloZzend exkavace, v angl. stepwi-
se excavation) kariéznich tkani je prediktabilni
typ oSetfeni kazu blizkého dreni se zachova-
nim vitality pulpy [6, 8]. Prvni ¢ast oSetfeni je
zaméFena na zmeénu prostfedi na hranici ka-
zu a dentinu a umoznéni nasledné tvorby ter-
ciarniho dentinu [9, 10]. Prvnim krokem je te-
dy odstranéni vétsiny nekrotickych kariéznich
tkani infikovaného dentinu, ktery obsahuje
denaturovand kolagenni vlakna a velké mnoz-
stvi bakterii [2]. Postup preparace je obdob-
ny jako u ostatnich typl oSetfeni. Primarné
je otevfena kavita tak, aby okraje zasahovaly
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do zdravé skloviny, aby byla ociSténa dentino-
-sklovinna hranice, odstranén nekroticky den-
tin, pulpalné je ponechana mala oblast zmék-
[ého afektovaného dentinu [8]. Kavita mUze
byt dezinfikovana 2% roztokem chlorhexidi-
nu, CoZ je povazovano za zlaty standard, nebo
ucinnéjSim 1-5% roztokem chlornanu sodné-
ho [11]. Roztoky se v3ak v kavité nesmi smi-
chat, aby nedoslo ke vzniku karcinogenniho
precipitatu - parachloranilinu [12]. Nasledné
je zvolen material a zhotovena provizorni vy-
plf. Pacient odchazi z ordinace poucen o pro-
vedeném typu osetreni, o predpoklddaném
pooperacnim prdbéhu, pripadnych komplika-
cich a nutnosti pribéznych kontrol vitality zu-
bu. Dalsi navstéva bézné probiha po Sesti az
dvanacti mésicich, mozna i drive. Leksell a kol.
uvadéji moznost provedeni definitivniho oSet-
feni jiz po osmi tydnech [13]. Ve druhé fazi
oSetfeni ocekavame zménu charakteru kazu
z aktivniho na zastaveny. Po odstranéni pro-
vizorni vyplné je dokoncena exkavace, poté
identifikujeme zménu tvrdych zubnich tkani
z plvodné zméklého probarveného a matné-
ho povrchu na tmavy, leskly a predevsim tvrdy
dentin [9, 14, 15]. O3etfeni je zavrSeno zhoto-
venim definitivni kompozitni vypIné.

PODMINKY USPESNEHO
OSETRENI

Uspésnost sekvenéni exkavace zavisi na né-
kolika faktorech, konktrétné na stavu pulpy,
rozsahu afektovaného dentinu a volbé vhodné-
ho vyplfiového materialu. Vzhledem k prvnimu
zminénému kritériu je pfistupovano k tomu-
to typu oSetfeni pfedevsim u mladych pacien-
td do tficeti let, jelikoZ otekavame vyssi rege-
neracni potencial a tvorbu terciarniho dentinu
[16]. Zub musi byt asymptomaticky, maximal-
né s projevy reverzibilnich zmén. ZjiStujeme
zvySenou reakci na chladové podnéty, ktera do
nékolika sekund odezniva, chybi zde intervaly

spontanni bolesti. Na rentgenovém snimku je
zfejmy hluboky zubni kaz, jinak by mél byt sni-
mek bez dalSich patologickych zmén oSetfova-
ného zubu [17]. DalSim faktorem ovliviujicim
Uspésnost osetfeni je kvalita dentinu v defek-
tu. Axidlni stény a gingivalni schlidek pfi oset-
feni vzdy musi sestavat z tvrdého nekariézniho
dentinu. Pulpalné se nachazi afektovany den-
tin, ktery je vyrazné mék¢i nez zdravy dentin,
obsahuje vSak neporusena kolagenni vlakna,
a je tedy schopny remineralizace [18, 19]. Afek-
tovany dentin je mozné v kavité ponechat. Plo-
cha ponechaného zméklého dentinu by mé-
la byt co nejmensi. Hlavni nevyhodou tohoto
oSetfeni je, Ze neexistuje jednoznacné rozho-
dovaci kritérium, jak hluboko v preparaci po-
kracovat a kolik afektovaného dentinu pone-
chat. ZaleZi zejména na zkuSenostech lékare.
Pouziti detekéniho barviva midze do urcité miry

Obr. 1

Selektivni exkavace;

a. otevieni kariézniho loZiska,
b. dokonceni preparace

- po obarveni detek¢nim
barvivem,

c. definitivni vypln,

d. vychozi RTG,

e. RTG po o3etreni

Fig. 1

Selective excavation;

a. opening of the carious
lesion,

b. finishing the preparation -
after staining,

c. permanent filling,

d. X-ray before

the preparation,

e. X-ray after the treatment

Obr. 2

Totalni exkavace;

a. vychoz stav,

b. otevieni kariézniho loZiska,
c. dokonceni preparace

- po obarveni detek¢nim
barvivem,

d. definitivni vyplfi

Fig. 2

Total excavation;

a. before treatment,

b. opening of the carious
lesion,

c. finishing the preparation -
after staining,

d. permanent filling
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Obr. 3

Dvouetapové o3etfeni
hlubokého kazu;

a. vychozi stav,

b. provizorni vyplf

k remineralizaci,

c. definitivni vyplfi

Fig. 3

Stepwise excavation;
a. before treatment,
b. temporary filling

- for remineralization,
c. permanent filling

pomoci, aviak u hlubokych [ézi neni spolehlivé,
predevsim pfi opakované aplikaci udava fales-
né pozitivni vysledek. DalSi podminkou Uspés-
ného dvoukrokového oSetfeni je spoluprace
pacienta, at uz se jedna o kvalitu Ustni hygie-
ny, nebo o dodrzovani termin( kontrolnich na-
vstév. V neposledni fadé je nutné zvolit vhodny
podlozkovy, popfipadé vyplhovy material.

Druhou duleZitou nevyhodou odlozené ex-
kavace je skutecnost, Ze pfi oSetfeni nelze pfi-
mo zjistit stav zubni dfené. V pfipadé ireverzi-
bilni chronické pulpitidy neni ihned zjisténo, Ze
zubni dren je jiz nevratné poskozena a je indi-
kovan jiny zpUsob osetfeni. Tento faktor snizu-
je Uspésnost odloZzené exkavace i jednorazové
selektivni exkavace.

PQzADAVK¥ NA MATERIAL
PRIDVOUFAZOVEM
OSETRENI

Ucelem prvni ¢asti o3etfeni je minimalizo-
vat mnozstvi bakterii, pfevést kaz z akutni do
chronické faze, a tim vytvofit vhodné&jsi pod-
minky pro pulpu k tvorbé tercidrniho dentinu
[9, 10]. Tyto principy mizeme podpofit apli-
kaci vhodného provizorniho materialu. Idedl-
ni prostfedek by tedy mél mit antibakterialni
vlastnosti, schopnost remineralizace zmék-
lého dentinu a indukce tvorby tercidarniho
dentinu. Dale mezi poZzadované atributy pa-

tfi dostatecny okrajovy uzavér, rentgenkon-
trastnost a barevny odstin odliSny od tvrdych
zubnich tkani pro nasledné prehlednéjsi od-
strafiovani z kavity.

V dnedni dobg je jiz k dispozici vétsi mnoz-
stvi rdznych materialQ, které splnuji dané po-
Zadavky rliznou mérou. Patfi mezi né mate-
ridly na bazi hydroxidu vadpenatého, skloiono-
merni cementy, kalciumsilikdtové cementy,
kalciumfosfatové materialy a historicky také
zinkoxideugenolovy cement.

VHODNE VYPLNOVE
MATERIALY
Zinkoxideugenolovy cement

Tento provizorni material byl dfive Casto
vyuzivan diky svym vyhodnym vlastnostem,
mezi které patfi pfedevSim analgetické, pro-
tizanétlivé a antimikrobialni Gcinky, dale ta-
ké nizka cena a relativné dobra aplikovatel-
nost [20]. Nevyhodou zinkoxideugenolového
cementu je mozna alergicka nebo cytotoxic-
ka reakce, tyto komplikace jsou vsak typické
predeviim pro uZiti materidlu jako sealeru
v endodoncii [21]. Cement vznika smichanim
prasku oxidu zine¢natého a tekutiny obsa-
hujici eugenol. Vznikly chelat eugenolatu zi-
necnatého se ve vodném prostfedi dentino-
vych tubuld rozklada na hydroxid zinecnaty
a eugenol, ktery mize do dentinovych tubu-
IO penetrovat, reagovat s volnymi radikaly
kompozitnich materiald, a tim snizovat pev-
nost vazby adhezivniho systému na dentin
[20, 22]. Proto neni doporucovan ve spoje-
ni se zhotovenim kompozitnich rekonstrukci
a v indikaci odlozené exkavace byl pfevazné
prekonan novéjSimi materialy.

Materialy na bazi hydroxidu vapenatého
Hydroxid vapenaty a materialy na jeho bazi
jsou v zubnim Iékafstvi pouzivany jiz od 20. let
minulého stoleti [23]. Jsou uplathovany
v mnoha indikacich, v oblasti nepfimého pre-
kryti je dodnes povaZujeme za zlaty standard
[24]. Hydroxid vapenaty je silné zasadity
bily prasek (pH 12,5-12,8). V kontaktu s vo-
dou disociuje na hydroxylové a vapenaté ion-
ty. Hydroxylové skupiny zajiStuji vysoké pH
materialu, tim se podileji na neutralizaci ky-
selych zanétlivych produktd a na antibakte-
ridlni aktivité. Vapenaté ionty jsou soucasti
remineralizacniho procesu a pravdépodob-
né i indukce tvorby terciarniho dentinu [25,
26]. Vodni suspenze, jakoZzto netuhnouci ma-
terial s vyrazné nizkou pevnosti v tlaku a vy-
sokou rozpustnosti, neni vzhledem k témto
vlastnostem idealnim materidlem pro nepfi-
mé prekryti pulpy. Jsou proto doporucova-
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ny upravené chemicky tuhnouci podlozkové
materialy s pfimési esteru kyseliny salicylové
(tzv. kalciumsalicylatové cementy), jejichZ di-
sociacni schopnost je dostatecnd, popfipadé
kombinované chemicky a svétlem tuhnouci
cementy s primési esteru kyseliny salicylové
a uretanmetakrylatu. Tento typ materidlu ma
niz3i schopnost disociace na ionty, vykazuje
vSak vyrazné lepsi fyzikalni vlastnosti nez vy-
Se zminéné materialy [26, 27].

Skloionomerni cementy

Skloionomerni neboli sklopolyalkenoatovy
cement je material vytvoreny na konci 70. let
minulého stoleti, jehoZ zakladnim sloZzenim
jsou organické kyseliny, anorganické skelné
Castice obsahuijici fluor, hlinik a kfemik a vo-
da [28, 29]. Tuhnuti probiha acidobazickou
reakci a nasledna chemicka adheze k tvrdym
zubnim tkanim je zprostfedkovana iontovou
vazbou mezi fosfatovou skupinou hydroxya-
patitu v tvrdych zubnich tkanich a karboxylo-
vou skupinou kyselin. Pozitivni vlastnosti je
teplotni roztaznost podobna dentinu, a pre-
devsim skloving, dale pritomnost fluorido-
vych iontd, kterd zajistuje jak antibakterialni
schopnost materialu, tak také moZznost remi-
neralizace. Nevyhodou je obecné nizka pev-
nost a mechanickd odolnost. Produkty jed-
notlivych vyrobcl se ve svém presném slo-
Zeni lisi, coZ také znamena do znacné miry
rozdilné mechanické i chemické vlastnosti
[30, 31]. Velikost skelnych €astic urcuje dobu
tuhnuti, odolnost vici tlaku a také ovliviiuje
miru uvolnovani fluoridovych iontd [32]. Pfi-
més napfiklad nanocastic titanu zvySuje pev-
nost v ohybu, tlaku a antibakterialni schop-
nost materidlu [33]. Céastice hydroxyapati-
tu mohou zvySovat pevnost v ohybu a uvol-
novani fluoridovych iontd [34]. Materialy
oznacované jako karbomerni cementy maji
skloionomerni zaklad s obsahem nanocas-
tic fluorapatitu. Podobaji se mechanickymi
vlastnostmi modifikovanym skloionomernim
cementdm, avsak miru uvolfiovani fluoridd
maji vyssi, obdobné jako konvencni skloiono-
merni cementy. Jejich vyuziti v rémci remine-
ralizace vyZaduje dalSi vyzkum [35].

Kalciumsilikatové cementy
Kalciumsilikatové cementy byly poprvé po-
psany v 90. letech minulého stoleti, jako ma-
teridly vhodné k uzavirani perforaci vznik-
lych pfi endodontickém oSetfeni. Indikacni
spektrum se v prabéhu let vyznamné rozsi-
filo, stejné tak i nabidka rGzné upravenych
typt materiall [36]. Zakladem pro vsech-
ny kalciumsilikdtové cementy je portlandsky

cement nebo jeho jednotlivé slozky (trikal-
ciumsilikat, dikalciumsilikat a trikalciumalu-
minat) [37]. Dale je soucasti oxid bismutity,
zirkonicity nebo tantali¢ny zajistujici riznou
rentgenkontrastnost materidlu a dal3i aditiva
upravujici mechanické vlastnosti [36, 38]. Vy-
hodou této skupiny cementd je reakce s vo-
dou pfi tuhnuti, coZ ve srovnani s jinymi den-
talnimi materialy umoznuje jejich ztuhnuti
i ve vihkém prostiedi [39]. Mezi dalSi pozitiva
patFi reakce materidlu s dentinem s tvorbou
specifické mezivrstvy (angl. interfacial layer),
expanze pfi tuhnuti, minimaini rozpustnost,
postupné zlepSovani mechanickych vlastnos-
ti v delSim casovém Useku (zrani neboli ma-
turace cementu). Hlavni nevyhodou je u né-
kterych starSich materiald z této skupiny ten-
dence k dyskoloracim a relativné vysoka ce-
na [36, 40]. Pokud jde o biologické vlastnosti,
jedna se o materialy vysoce biokompatibilni,
schopné stimulovat mineralizaci tvrdych zub-
nich tkani a proliferaci kmenovych bunék.
Vzhledem k produkci hydroxidu vapenatého
pFi tuhnuti vykazuji antimikrobialni a antifun-
galni Gcinky [41, 42].

Kalciumfosfatové cementy

Kalciumfosfatové cementy byly vyrobe-
ny jiz v roce 1980. Od té doby byly v réiznych
Upravach a sloZeni zkoumany a nyni jsou di-
ky svym vlastnostem bé&zné pouzivany prede-
vSim v oblasti kostni regenerace v ortopedii,
ale i v oblastech zubniho [ékaFstvi. Jedna se
o skupinu materiall obsahujicich v rtizné mi-
fe vapenaté kationty spolu s fosfatovymi ani-
onty, pfipadné i skupiny H* a OH-a dalsi pfi-
mési (chitosan, alginat, stroncium apod.) [43,
44, 45]. Vlastnosti materialu zavisi na velikosti
castic, poméru jednotlivych slozek a misicim
poméru prasek/tekutina [46]. SpoleCnym ry-
sem viech material( této skupiny je biokom-
patibilita, osteointegrita a osteokonduktivita,
dale dobrd aplikovatelnost a tuhnuti pfi té-
lesné teploté [44, 46]. Bylo prokazano, Ze ce-
menty obsahuijici kalcium fosfat podporuji ta-
ké remineralizaci dentinu, ktery nasledné od-
povida zdravému dentinu [47]. V této indikaci
je zmifovana nejvice provéfend smeés tetra-
kalcium fosfatu a kyselého dikalcium fosfatu
- monetitu [48]. Jeji kone¢né tuhnuti probiha
acidobazickou reakci v pribéhu 24 hodin za
vzniku kalcium-deficientniho hydroxyapati-
tu (pomér Ca?*/(PO,)* je v rozmezi 1,5-1,67)
[46]. Vykazuje také vyrazné vyssi antimikro-
bidlni Uc¢inky nez bézné pouzivany hydroxid
vapenaty [45, 49]. Tento materidl je v3ak za-
tim v indikaci odloZené exkavace predmétem
dalSiho podrobnéjsiho vyzkumu.
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ZAVER

AC je sanace kariéznich defektl jednim
z nejcastéjsich stomatologickych vykond, je
zpUsob osetreni hlubokého kazu i v dnesni
dobé stale kontroverzni téma, nebot exis-
tuje vice znacné odlisnych pristupl k oSet-
feni. Na jedné strané kompletni exkavace,
kterd se zda byt histologicky nejvhodnéj-
Sim typem oSetfeni, av3ak s rizikem obna-
Zeni pulpy. To lze brat do urcité miry i jako
vyhodu, nebot umozni ovéfit, zda je posko-
zeni zubni dfené kazem reverzibilni &i ire-

verzibilni. Na strané druhé je selektivni ex-
kavace s ponechanim malého mnoZstvi ka-
riéznich tkani s adhezivnim uzavérem a na
zavér jako kompromisni FeSeni mezi obé-
ma zminénymi je metoda odloZzené exkava-
ce. Podle dostupnych studii selektivni i od-
loZzena exkavace redukuji riziko expozice
pulpy oproti totalnimu odstranéni kariéz-
nich tkani [50]. Castecna exkavace s defini-
tivni vyplni ma mensi riziko vzniku pulpal-
nich komplikaci oproti sekvenénimu oSet-
feni [10, 51]. AviSak po UspéSném dokonce-
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SBORNIK ABSTRAKTU KONFERENCE USMEV 021

Dne 26. 3. 2021 se na Klinice zubniho Iéka¥Fstvi LF UP v Olomouci prostFednictvim online
vysilani konal 13. roénik tradiéni konference stomatologti ,,Usmév 021",

Zamérena byla predevsim na prezentace postgradualnich studentt a mladych Iékaru.
Hlavni témata letoSni konference byla: 1. Konziliarni stomatologické vysSetreni;

2. Onkologicka problematika v ordinaci zubniho lékare; 3. Polytematika.

Prezentovany byly prace jak autord z domaciho pracovisté, tak i z dalSich pracovist
Ceské a Slovenské republlkx Jako posluchadi se konference zucastnili IékaFi a dentalni
hyglenlstky z ruznych mist Ceské republlky, ale také studenti zubniho Iékafrstvi.

Cely organizacni tym dékuje viem zG€astnénym a téSi se na setkani v Olomouci

u prilezitosti konference Usmév 022.

Védecky sekretar konference
Stomatolog Yuliya Morozova, Ph.D.

KONZILIARNI STOMATOLOGICKE VYSETRENI ANEB FOKUSY

Slezak R.

Stomatologicka klinika LF UK a FN, Hradec Kralové

Pfedmét sdéleni: Konzilidrni stomatologické vysetfeni je
vyzadovano lékafi rdznych odbornosti z rliznych nemoc-
ni¢nich a ambulantnich pracovist. Pozadavky, jeZ mohou
byt kladeny na praktické zubni |ékafe jakéhokoli odborné-
ho zaméreni, Ize rozdélit na obecné a specifické. Obecné
pozadavky se vétSinou tykaji diagnostiky a lé¢by nejrlz-
néjsich afekci v dutiné Ustni - postiZeni zubd, parodontu,
ustni sliznice, slinnych zlaz v€etné salivace, Celistniho klou-
bu, nddord, Urazd a zanétl v dutiné Ustni apod. Za speci-
fické Ize povazovat pozadavky obvykle nepfesné definova-
né jako ,vysetfeni fokus dentalniho plvodu”. V soucas-
né terminologii hovofime spiSe o konziliarnim stomatolo-
gickém vysetfeni, pozadovaném lékafem jiné odbornosti
z urcitého ddvodu.

Dvé zakladni skupiny pacientl prichazejicich k zubnim é-
karlim s témito pozadavky tvofi (i) jedinci ohrozeni kom-
plikacemi plynoucimi ze vzniku bakteriémie orainiho pa-
vodu (napf. septické stavy, infekéni endokarditida, mozko-
vy absces) a (ii) jedinci ohroZeni komplikacemi plynoucimi
ze stavu chrupu, ktery, neni-li dobry, mze komplikovat
zakladni chorobu a jeji 1é¢bu v pfitomnosti ¢i budoucnos-
ti (napf. onkologické, hematologické a osteologické cho-
roby). Tyto dvé zakladni situace nelze v soucasnosti smé-
Sovat, jejich FeSeni vyzaduje dosti odliSny pfistup. Vzdy je
v3ak zapotFebi ziskat dostatek informaci o celkovém zdra-
votnim stavu pacienta, jeho soucasné a planované budou-
ci lé¢bé, a provést podrobné stomatologické vySetreni do-
plnéné vySetfenim rentgenovym. Na zakladé vyhodnoceni
vSech téchto informaci poda pouceny stomatolog odesila-
jicimu Iékafi zpravu o vysledcich vySetfeni a uvede je do
vztahu k pacientovu celkovému zdravotnimu stavu, vcet-
né navrhu reseni problémd, které byly pri vysetreni zjisté-

ny. Nazory na rozsah péce plynouci z téchto nalezl se bé-
hem doby méni, zfetelny je zejména pozadavek na Ustup
od nadbytecné radikality téchto ,sanaci“. Realizace po-
tfebného osetrfeni mlze byt velice snadn4, ale také naroc-
na, obtizna, i dnes dosti ¢asto Ustici v mnohocetné extrak-
ce zubl. M0zZe byt negativné ovlivnéna nedostatkem ¢asu
potfebného k rozsahlejsSimu osetfeni zubl a parodontu,
zakladni chorobou a jeji [écbou a mnoha dalSimi faktory.
Zaveér: Pocet pacientl, u nichZ jsou tato vySetfeni vyZa-
dovana, trvale narlsta. ZUstava otevienou otazkou, zda
soucasny prakticky zubni |ékaF nemajici na rozdil od léka-
0 jinych odbornosti moznost oficidlniho specializacniho
(atestacniho) vzdélavani, je vybaven dostatkem recentnich
védomosti potfebnych ke korektnimu hodnoceni téchto
stavl, zejména po strance diagnostické. Sdéleni doprova-
zi demonstrace nékterych typickych situaci feSenych v po-
sledni dobé na pracovisti autora.
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CiL LECBY PARODONTITIDY

Hromcik F.

ABSTRAKTY

Stomatologicka klinika LF MU a FN u svaté Anny, Brno

Pfedmét sdéleni: Za cil Iécby parodontitidy je povazovan
stav, kdy neni pfitomno postizeni furkace a viklavosti vySsi
nez jeden stupen. Hloubka sondaze dosahuje nejvy3si hod-
noty pét milimetrd na maximalné ctyrech mistech, pfitom
BOP (index krvaceni po sondovani) je ve vSech kapsach ne-
gativni. Postulat vychazi ze statistického hodnoceni prognézy

lé¢by zubd s rliznym postizenim parodontu. Znalost 1éCby je
vhodné zohlednit uz pfi vstupnim vy3etfeni a usmérfiovat ne-
chirurgické i chirurgické |é¢ebné kroky tak, aby byl cil co moz-
na rychle naplnén. Vedle klinickych cild je nutné vzit v Gvahu
také aspekt mikrobiologicky, psychologicky, financni a orga-
nizacni. Jejich prolinanim vznika dokonaly 1é¢ebny plan.

REMINERALIZACNI MATERIALY POUZIVANE V INDIKACI

SEKVENCNI EXKAVACE

Novotna B., Harvan L., Somolova L., Holik P.

Klinika zubniho Iékarstvi LF UP a FN, Olomouc

Pfedmét sdéleni: AC je o3etfeni kazu blizkého zubni dre-
ni i v dnesni dobé velmi aktualni téma, stale neni zcela jed-
notny pristup, jak oSetfeni idealné provést. Existuji tfi zce-
la odliSné techniky, jejichz spole¢nym cilem je zachovani
vitality daného zubu. Prvni technikou je totalni exkavace,
kdy je z kavity odstranén vSechen kariézni dentin a zhoto-
vena definitivni rekonstrukce/vyplf. Druhou technikou je
selektivni exkavace, kdy se odstrani kariézni dentin prede-
vsim z perifernich ¢asti kavity. Na pulpalni strané muze byt
zmeékly dentin ponechan. Defekt je ihned adhezivné uza-
vien kompozitni vyplni. Poslednim typem oSetfeni je meto-
da sekvencni neboli odlozené exkavace. OSetfeni probiha
ve dvou etapach. V prvni je odstranéno nejvétSi mnozstvi
kariéznich tkani, pulpalné z(stava tenka vrstvicka afektova-
ného dentinu. Je aplikovan remineralizacni material s pro-

UNICONE PLUS VS. UNICONE

vizorni vyplni. Druha faze o3etfeni nasleduje po nékolika
mésicich. Za tuto dobu dojde ke tvorbé terciarniho dentinu
a remineralizaci zmé&klé vrstvy dentinu na pulpalni strané.
Tato skute€nost vyrazné snizuje riziko vzniku perforace pfi
dokonceni exkavace. Je tedy mozné odstranit vSechny zbyt-
kové kariézni tkané a zhotovit definitivni vypln.

V nasem sdéleni prehledné seznamujeme s jednotlivy-
mi typy oSetfeni kazu blizkého zubni dfeni, s podminka-
mi, pracovnimi postupy a jejich rozdily u jednotlivych me-
tod a s jejich vyhodami i nevyhodami. Dale pfedstavujeme
prehled v dnesni dobé dlouhodobé pouzivanych i novych
remineraliza¢nich material( uzivanych v indikaci oSetreni
hlubokého kazu.

Tato prace vznikla za podpory grantového projektu

€. IGA_LF_2021_037.

— PREDCi NOVINKA SVEHO PREDCHUDCE?

Jusku A.", Malohlava )., Harvan L"."
'Klinika zubniho lékarstvi LF UP a FN, Olomouc

2(Jstav lékarské biofyziky a Ustav molekularni a transla¢ni mediciny LF UP, Olomouc

Uvod a cil prace: Jednou z moZnych procedudlnich kom-
plikaci je separace nastroje v prlibéhu opracovani koreno-
vého systému. V soucasnosti se prisuzuje nejvétsi vyskyt
fraktur nastroja v korfenovém systému plastickym defor-
macim materialu, které vznikaji opakovanym zatéZovanim
v mistech napéti.

Cilem nasi prace bylo porovnat mnozstvi cykl( vedouci
k selhani nového nastroje ceského vyrobce Unicone Plus
(Medin a.s., Nové Mé&sto na Moravé, Ceska republika) s je-
ho predchlidcem Unicone (Medin a.s., Nové Mésto na Mo-
ravé, Ceska republika), a tim objektivné zhodnotit techno-
logicky vyvoj jediného tuzemského vyrobce.
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Metodika: K testu cyklické Unavy bylo vybrano dvacet ku-
st nastroj kazdého systému s identickym apikalnim pra-
mérem, které se vyuzivaji pro stejny krok endodontického
oSetreni. Pro tento typ testu bylo zkonstruovano special-
ni zafizeni, které je sloZzeno ze dvou casti, stabilniho dr-
Zaku pro uchyceni kolénka endomotoru a bloc¢ku s make-
tou kofenového kanalku z nerezové oceli. Umély kanalek
ma zakfiveni 60° s pétimilimetrovym polomérem v mis-
té zakfiveni a Sestiprocentni stoupani. Testovani nastroj(
probéhlo pomoci endomotoru WaveOne (Dentsply Siro-
ne Global Headquartes, Charlotte, NC 2877, USA) v pro-
gramu ,Reciproc ALL". Nastroje byly v kanalku centrovany
a zavedeny k referen¢nimu bodu. K minimalizaci tfenf byl
kanalek lubrikovan olejem WD40. Byl sledovan ¢as, za kte-

HALL TECHNIKA A PULPOTOMIE

ry doslo k fraktufe nastroje od pocatku rotace. Tento Cas
byl pomoci vzorce: pocet otaCek za minutu x Cas (sekun-
dy)/60 prepocitan na pocet otacek vedoucich k frakture.
Vysledky: Mezi vybranymi endodontickymi systémy by-
ly statisticky vyznamné rozdily v poctu otacek vedoucich
k fraktufe, kdy odolnégjsi systém v tomto testu byl Unico-
ne Plus.

Zaveér: Test cyklické Uunavy vypovida o primérné casové
hodnoté (poctu cykld), po kterou mizeme v kofenovém
kanalku pracovat bez rizika zalomeni nastroje z pohledu
cyklické unavy. Vzhledem k faktu, Ze na frakturu nastroje
maji vliv i dalsi proménné, neda se spolehnout pouze na
vysledky tohoto testu, nicméné je tento ukazatel podle od-

—~ METODY OSETRENI KARIEZNICH DOCASNYCH MOLARU

Smihalova M., MiSova E.
Klinika zubniho lIékarstvi LF UP a FN, Olomouc

PFedmét sdéleni: Zubni kaz je nejc¢asté&jSim chronickym one-
mocnénim u déti. Neo3etfeny kaz vede k predcasnym ztra-
tam docasnych zubd, a to se vSemi dlsledky. Kromé konvenc-
ni vyplriové terapie kazem postizenych docasnych zubd pat-
fi mezi metody oSetfeni také Hall technika nebo pulpotomie.
Skotska zubni [ékafka Norna Hall roku 2006 popsala v li-
teratufe ve své retrospektivni studii minimalné invaziv-
ni oSetfeni kariéznich docasnych molard. Hall technika
probiha bez nutnosti lokalni anestezie pfi odstranéni ka-
riézni 1éze ¢i preparace tvrdych zubnich tkani. Kaz se her-
meticky uzavie prefabrikovanou kovovou korunkou, fixo-
vanou skloionomernim cementem, ¢imz se zastavi pfisun

sacharidll pro bakterie a zaroven se uplatni remineralizac-
ni efekt fluoridovych iontd uvolnénych ze skloionomeru.
Pulpotomie docasnych molarl je metoda endodontického
oSetfeni, kdy se odstrani postizena koronarni ¢ast pulpy.
Vitalni neposkozena pulpa v kofenovych kanalcich se po-
nechava s cilem zachovat zub az do fyziologické eliminace.
Tato metoda se €asto pouziva u hlubokych kariéznich [ézi
a stava se béznou soucasti pediatrického oSetreni.
Zaveér: Cilem sdéleni je seznamit zubni pediatry s nekon-
ven¢ni metodou oSetfeni kariéznich docasnych molar(,
a to spravnymi indikacemi, vyhodami a mirou Uspésné
terapie u pacient(.

MOLAROVE- REZAKOVA HYPOMINERALIZACE

—~ METODIKA VYZKUMU

Hepova M., MiSova E.
Klinika zubniho Iékafstvi LF UP a FN, Olomouc

Pfedmét sdéleni: Molarové Fezdkova hypomineralizace
(MIH) je porucha vyvoje skloviny postihujici prvni molary
a fezaky ve stalé dentici. Jedna se o hypomineralizaci sklo-
viny u prvnich stalych molard 1-4, ¢asto spojenou s vysky-
tem esteticky rusSivych opacit na stalych fezacich.

Publikovana prevalence MIH ve svété se pohybuje od 2,8 a7
do 40,2 %. MIH je onemocnéni bez dosud objasnéné etiolo-
gie. PFi hledani priciny vzniku se odborna literatura soustre-

duje na obdobi prenatalni, perinatalni a na ¢asné détstvi
(do tfi let véku ditéte), coz odpovida obdobi vyvoje skloviny.
Ve sdéleni se zabyvdme metodikou oSetfovani molard
a rezakl u MIH v zavislosti na mire jejich poskozeni. Sa-
nace probihd od nejméné invazivnich oSetfeni fluorido-
vym lakem, sanaci vyplnémi, korunkovymi nahradami az
po extrakce a ortodontické posuny. Opacity se esteticky
koriguji miniinvazivnimi metodami.
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VHODNY VEK PRO ZAPOCETI ORTODONTICKE TERAPIE

Rogozna B., Dubovska I.
Klinika zubniho Iékarstvi LF UP a FN, Olomouc

Pfedmét sdéleni: Vhodny vék pro zahajeni ortodontické
|éCby neni stejny pro v3echny ortodontické vady. LiSi se
podle typu vady, v nékterych pfipadech i podle miry zavaz-
nosti. Ortodontickou terapii za¢iname v takovém okamzi-
ku, kdy v redlném case pravdépodobné pfinese vyreSeni
a dokonceni |éCby nebo ma vyrazny pfinos pro zlepSeni
vady a nasledné zkraceni druhé faze 1é¢by. Je potfeba brat

v Uvahu prFipadny dalSi vyvoj anomalie a zvazit moznosti
v€asné interceptivni 1éCby. Pokud zubni |ékaf odeSle pa-
cienta dostatecné vcas, je mozné zahajit interceptivni [&¢-
bu a predejit pozdé&jsim komplikacim.

Zaveér: Cilem prezentace je shrnuti zakladnich diagnostic-
kych pravidel pro v€asné odeslani ortodontickych vad ke
specialistovi.

SKELETALNI VEK U PACIENTU S ROZSTEPEM

Zidon P., Kotova M., Borovec. ).
Stomatologicka klinika 3. LF UK a FNKV, Praha

Cil prace: Autofi ovéruji, zda a jak se lisi kostni vék/kost-
ni zrani u pacientl s celkovym jednostrannym rozstépem
a u pacientl bez rozstépu.

Material a metodika: Bylo vySetfeno 106 pacientd s cel-
kovym jednostrannym rozstépem, jejich prdmeérny vék byl
11,48 roku. Kontrolni skupinu tvofilo 111 ortodontickych
pacientl bez rozstépové vady prdmérného véku 11,06 ro-
ku. Byly analyzovany digitalni dalkové bocni snimky lebky
podle metody publikované Baccettim a Franchim v roce
2005, ktera vychazi z popisu Sesti zakladnich stadii vyvoje
krcnich obratl(. Byla stanovena faze maturace krénich ob-
ratll C2-C4. Ziskana data byla statisticky zpracovana. Sle-
dovany byly pfesnost a opakovatelnost méfeni maturace
krénich obratld, rozdily maturace u obou vySetfenych sku-
pin a zavislost na kalendarnim véku a pohlavi.

Vysledky: Reliabilita méreni byla dobra, kalendarni vék
obou sledovanych skupin je srovnatelny. U pacient( s roz-
Stépem prokazujeme signifikantné nizsi skeletalni vék. Sil-
né&jsi korelace mezi chronologickym a skeletalnim vékem
vek s rozstépem. Nebyl prokazan vliv laterality rozStépo-
vého postiZeni na sledované parametry.

Zaveér: Dalkovy bocni snimek lebky pacienta s roz3tépem
je, na rozdil od snimku ruky a zapésti, v ramci ortodon-
tické lécby bézné dostupny. Ziskame tak snadno zaklad-
ni orientacni Udaje o skeletdlnim zrani a ziskané vysledky
muUZeme flexibilné pouZit pfi sestavovani a aktualizaci pla-
nu viceoborové péce o pacienty s rozstépem.

INTERCEPTIVNI LECBA RETENCE SPICAKU

Dubovska I.', Rogozna B.", Sedlata Juraskova E.', Urbanova W.?

Klinika zubniho Iékarstvi LF UP a FN, Olomouc
2Stomatologicka klinika 3. LF UK a FNKV, Praha

PFedmét sdéleni: Spic¢aky maji ddleZitou roli ve funkéni
okluzi a estetickém Usmévu. Faktory, které narusuji nor-
malni vyvoj a profezavani Spicakud, maji zavazné dlsledky
pro funkci dentice i jeho estetiku.

Zarodek stalého Spicaku je ve tfech letech umistén vysoko
v maxille a jeho korunka ma mezialni a palatinaini sklon,
hrot stalého Spicaku je v Sesti letech na Grovni spodni hra-
ny cavum nasi. V pribéhu erupce se Spicak posouva me-

zialné a dolt smérem k okluzni roviné. V pribéhu erupce
dochdzi postupné k napfimovani sklonu 3picaku, dokud
nedosahne distalni stény kofene lateralniho fezaku, po-
dél kterého prorfezava do okluze. Deviace erupcni drahy
Spicaku kromé jeho retence mlze vést i k poskozeni sou-
sednich zub(. Nejcastéjsi rizika spojena s retenci Spi¢aku
jsou poskozeni kofend sousednich zubd resorpcemi, které
mohou byt od mirnych az po zavazné, jez zasahuji zubni
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dren a vedou k extrakci postizeného zubu. Tyto komplika-
ce jsou tézko predvidatelné a jsou nezvratné, je vSak pro-
kazano, Ze v€asna lécba mlze snizit riziko jejich vyskytu.
Proto je dulezité deviace erupcni drahy Spicaku rozeznat
v€as a zahdjit interceptivni lécbu.

Metodika, terapie: Erupce Spi¢aku by méla byt sledova-
na palpaci v prabéhu preventivni prohlidky jiz od 8-9 let
véku. Pfi asymetrii nebo nepfitomnosti vyklenuti ve ves-
tibulu v devatém roku véku by prakticky zubni IékaF mél
standardné provést kontrolni OPG vySetfeni a pfi odchyl-
ce erupcni drahy nebo dystopii Spi¢aku pacienta odeslat
k ortodontistovi. Interceptivni terapie retence Spicaku je
planovéana podle pficiny retence. Pokud je retence zpUso-

bena nedostatkem mista v zubnim oblouku, 1é¢ba spociva
v ziskani mista expanzi zubniho oblouku ortodontickym
aparatem (napf. transverzalni expanzi v pfipadé zkrizené-
ho skusu) nebo v sériovych extrakcich docasnych Spica-
kd a pfipadné i docasnych prvnich molard (pokud je kva-
li nedostatku mista ve stalém chrupu planovana extrakce
stalych zubU). Retence zplsobena nevyhovujicim sklonem
erupcni drahy je podle stupné sklonu Ié€ena extrakci do-
Casnych Spicakd nebo ponechana bez lécby.

Zaver: Vysledkem interceptivni [éCby je zlepSeni sklonu
profezavani Spic¢aku, sniZzeni rizika poskozeni soused-
nich zubl a zjednoduseni, zkraceni nebo absence dal-
Si terapie.

VLIV PALATINALNE VEDENEHO AKTIVNIHO TAHU NA FUNKCI
A ESTETIKU VYSLEDKU LECBY RETENCE STREDNICH REZAKU

Jankova A.
Klinika zubniho l1ékarstvi LF UP a FN, Olomouc

Stomatologické centrum STOMMA, s.r.o., Bfeclav

Uvod a cil: Cilem této retrospektivni studie bylo zhodno-
ceni estetického a parodontologického stavu u pacient(
s retenci stalého horniho stfedniho Fezdku a porovnani
vysledku ortodontické Iécby u dvou zakladnich pouzitych
|éCebnych metod. Jde o otevfeni mista s naslednou spon-
tanni erupci zubu a pouZiti chirurgické metody uzaviené
erupce a aktivniho tahu.

Metodika: V této studii byl hodnocen soubor 34 pacien-
td po ortodontické terapii fixnim aparatem, ktefi byli mi-
nimalné 12 mésicl v retencni fazi. Ze studie byli vyFazeni
pacienti s roz8tépy nebo jinymi téZkymi vyvojovymi poru-
chami. Pacienti byli rozdéleni do dvou skupin podle |é¢eb-
ného planu. Prvni skupina obsahovala 13 pacientd, u kte-
rych byla provedena Ié¢ba malym fixnim aparatem s ote-
vienim adekvatniho mista pro spontanni erupci retinova-
ného fezaku. Druha skupina zahrnovala 21 pacientd, ktef{
byli 1éCeni plnym fixnim aparatem a podstoupili chirurgic-
ky zakrok uzavrené erupce s nalepenim ortodontického
knofliku s Fetizkem na palatinalni plochu retinovaného Fe-
zaku, tak aby aktivni tah sméroval na vrchol alveolarniho
vybézku. Byly zaznamenany potfebné Udaje z dokumen-
tace kazdého pacienta. Pro hodnoceni byla pouZita foto-
grafickd dokumentace pacientd, ortopantomogram a ke-
falometrické rentgenové snimky.

Vysledek: Retence horniho stalého stfedniho fezaku po-
dle pohlavi byla u 19 dévcat a 15 chlapcd. Prdmérny vék
zacatku ortodontické terapie byl 9,5+2,3 rok(, castéjsi by-
la levostranna retence. Nejcastéjsi pricinou retence byl vy-
skyt nadpocetného zubu. Bylo prokazano, zZe doba Iécby
retence ani na véku pacienta na zacatku terapie. Délka te-
rapie koreluje statisticky vyznamné se stupném retence

zubu. PFi hodnoceni estetiky zafazeného zubu v porov-
nani se sousednim zubem bylo prokazano, ze pouze de-
vét pacientd ma na plvodné retinovaném zubu horsi es-
tetiku klinické korunky nez u zubu sousedniho. Dale bylo
prokazano, Ze primérna hodnota pfipojené gingivy zubu
retinovaného je statisticky vyznamné nizsi nez primérna
hodnota pfipojené gingivy zubu sousedniho.

Zaver: Vysledky studie korelovaly s vysledky jinych do-
posud zvefejnénych studii ukazujicich, Ze 1éCebnad meto-
da uzaviené erupce je jednou z nejvhodngjSich metod te-
rapie tézce retinovanych rezakd s dosazenim pfijatelného
estetického a funk¢niho vysledku. Vysledky u spontanni
erupce s otevienim adekvatniho mista a aktivnim tahem
na vrchol alveolu byly srovnatelné.
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ONKOLOGICKA PROBLEMATIKA V PRIVATNI PRAXI

DoleZalova H.
MUj zubaf, s. r. 0., Hradec Kralové

Pfedmét sdéleni: Ve svém sdéleni se autorka zamysli nad
propojenim klinické praxe a svou vlastni zkuSenosti z pra-
xe v privatni stomatologické ambulanci, ktera je zamére-
na na stomatochirurgii, preventivni stomatologii a psycho-
logii pacienta/klienta/blizkého clovéka, dale prevedenim
pojmu kvalita Zivota ve vztahu k oralnimu zdravi onkolo-
gicky nemocnych do praxe a také vyznamem stavu boles-
ti u onkologického pacienta. Autorka predklada konkrétni
kazuistiky, na kterych demonstruje roli praktického zubni-

ho Iékafe, a zejména jeho spolupraci s onkologem, maxi-
lofacialnim chirurgem a komplementarnimi obory medici-
ny, a zaroven vyzdvihuje vyznam praktického zubniho 1é-
kafe i v primarni, sekundarni a tercidrni onkologické pre-
venci v oblasti hlavy a krku i vSeobecné. Na praktickych
prikladech ukazuje komplexni pfistup k onkologickym ne-
mocnym s dlrazem i na psychologicky aspekt. V zavéru
sdéleni prezentuje vlastni zkuSenosti s chodem ambulan-
ce v ramci pandemie COVID-19.

POSTUPY V PREVENCI ZUBNIHO KAZU

Merglova V.
Stomatologicka klinika LF UK, Plzen

PFedmét sdéleni: Ceska spole¢nost pro détskou stomato-
logii za finan¢ni podpory firmy Colgate - Palmolive, s. r. 0.,
predklada souborné vydana aktualizovana doporuceni
v prevenci zubniho kazu.

Zubni kaz je multifaktoridlni onemocnéni, které je sice
dobre preventabilni, ale ma stale vysokou prevalenci v po-
pulaci. Soubor opatfeni k zamezeni vzniku a progresi zub-
niho kazu sestava z opatfeni individualnich a z téch, ktera

provadi poskytovatelé zubni péce. Mezi preventivni opat-
feni patfi v€as zahajené a pravidelné prohlidky chrupu,
analyza rizika vzniku zubniho kazu, individualni plan pre-
ventivnich opatfeni, vyZivova doporuceni, Ustni hygiena,
fluoridace a peceténi fisur.

Postupy v prevenci zubniho kazu jsou nové doplnéné o Bang-
kokskou deklaraci IAPD, o kapitolu zabyvajici se erozemi zu-
b0 u déti, infografiku k Bangkokské deklaraci a BEWE index.

OCHRANA ZUBNIHO LUZKA PO EXTRAKCI

Stanék )."?, Azar B.",
'Klinika zubniho lékarstvi LF UP a FN, Olomouc

2Klinika ustni, Celistni a oblicejové chirurgie FN, Olomouc

Uvod: Po extrakci zubu dochézi k remodelaci alveolarni-
ho vybézku. Tyto zmény jsou v3ak nepfiznivé z funkéniho
i estetického hlediska. Nezadoucim vysledkem muze byt
nedostatecné mnozstvi kosti a keratinizované tkané pro
budouci ndhradu dentalnim implantatem. Augmentace
tvrdych a mékkych tkani zatéZuje pacienta pretrvavajici
bolesti, finan¢nimi naklady a také prodluZuje celkovy cas
|écby.

Za urcitych okolnosti, pokud existuje dostatecné mnozstvi
kosti v apikalni oblasti extrakénich 10zek, je mozno zavést
implantat okamzité po extrakci zubu. Vyhody okamzitych
implantaci spocivaji ve znacné zkraceném casovém obdo-

bi mezi extrakcemi zubU a nasazenim definitivni ndhrady,
déle se redukuje mnozstvi chirurgickych vykond a pacient
lépe akceptuje celkovy léCebny plan. Bukalni lamela ex-
trakeni rany predstavuje kriticky faktor uspéchu okamzi-
té implantace. V pfipadé dehiscentni bukalni lamely kle-
sa Uspésnost okamzité implantace na 89,6 % oproti 98,6%
mife Uspéchu pro socket preservation (podle systematic-
kého prehledu s metaanalyzou, Zhou, 2019).

Cil: Objasnit indikace a kontraindikace ,socket preservati-
on” avhodné techniky pro odlisné klinické situace, tak aby
bylo dosazeno maximalni ochrany objemu a kvality Ust-
nich tkani.
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DENTALNE IMPLANTATY V OSEALNYCH
MIKROVASKULARNYCH LALOKOCH

Hockova B.", Azar B.?, Slavik R.", Stebel A."

'Oddelenie maxilofacialnej chirurgie FNsP, Banska Bystrica

2Klinika zubniho Iékarstvi LF UP a FN, Olomouc

Uvod a ciel: Pre nddory v oblasti hlavy a krku sa naj¢astej-
Sie uplatiuje kombinacia viacerych spdsobov liecby, od
chirurgickej resekcie, radioterapie, chemoterapie az po
biologicku liecbu. Dosledkom chirurgickej lie¢by v zmysle
resekcie je tkanivovy defekt, ktory si vyZaduje naslednu re-
konstrukciu. Standardnym spdsobom uzéveru velkych de-
fektov po resekcii je pouZitie mikrovaskularnych lalokov.
V pripade, Ze dochadza k resekcii nielen makkych, ale aj
kostnych tkaniv, je potrebné nahradit aj kost - najcastejsie
sa pouziva fibularny, pripadne bedrovy mikrovaskularny
lalok. Po ukonceni onkologickej terapie a dosiahnuti remi-
sie ochorenia u pacienta aj v pripade, Ze je pacient po re-
konStrukcii mikrovaskularnym lalokom, kvalita jeho Zivota

klesa. UpIné, ale i Ciasto€na strata denticie vyrazne zhorsu-
je kvalitu Zivota pacienta, najma mastikaciu a artikulaciu.
Terapia, zaver: Proteticka rehabilitacia snimatelnymi na-
hradami je ¢asto kvéli zmenenym anatomickym pomerom
nemozna. Dentdlne implantaty v pripade rekonStrukcie
rozsiahleho defektu Celuste kostnym mikrovaskularnym
lalokom poskytuju jedine¢nld moznost pevnej retencie
protetickej nahrady. V. medzinarodnom kontexte je tento
spbsob oSetrenia pacientov dnes uz Standardom. V pred-
naske sa prezentuju moznosti protetickej rehabilitacie pa-
cientov po rekonstrukcii Celuste mikrovaskularnym lalo-
kom pomocou dentalnych implantatov u pacientov ope-
rovanych na naSom pracovisku v Banskej Bystrici.

PREDPLATNE CSPZL NA ROK 2021 PRO CESKO

FormulaF pro objednévku predplatného najdete na www.dent.cz (Vzd&lavani / Casopisy).

Celorocni predplatné (vychazi 4x rocné):
* Pro ¢leny CSK a studenty zubniho lékaFstvi: 300 K&
e Pro firmy, instituce, soukromé osoby: 650 K&

Objednavku predplatného zaSlete na adresu:
CSK, Slavojova 22, 128 00 Praha 2
Edicni oddéleni - Ing. Jolana Kunrtova

e-mail: kunrtova@dent.cz, tel.: +420 234 709 630

PREDPLATNE CSPZL NA ROK 2021 PRO SLOVENSKO

Celorocni predplatné: 30 € s DPH (cena 7,5 € / 1 vydani)
Distribuci formou pFedplatného na Slovensku zajistuje:
Mediaprint-Kapa Pressegrosso, a. s., oddelenie inej formy predaja
Stara Vajnorska 9, P. O. BOX 183, 830 00 Bratislava 6

Infolinka: +421 800 188 826, e-mail: predplatne@abompkapa.sk, www.ipredplatne.sk
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NAS VEDECKY CASOPIS

Vase nové moznosti pro inzerci

Informace o inzerci v Casopisu

CESKA STOMATOLOGIE
A PRAKTICKE ZUBNIi LEKARSTVI:
Ceska stomatologicka komora

Tereza Soukupova, DiS., e-mail: soukupova@dent.cz
tel.: +420 770 134 250

Cenik inzerce:
www.dent.cz/o-vzdelavani/casopis/
www.prolekare.cz/casopisy/ceska-stomatologie/informace




