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Napln oboru: Studenti se uci etiologii a prevenci zubniho kazu a parodontopatii a zdkladiim oralni

hygieny a jejimu vyznamu pro udrzovani zdravi jedince.

Zakladni cile vyuky predmétu: Studenti ziskavaji znalosti o pfic¢inach zubniho kazu a parodontopatii,

uci se diagnostice, prevenci a terapii téchto chorob se zaméfenim na zakladni profylaktické postupy.

Hlavni napln predmétu: Cilem vyuky je seznamit studenty s vyznamem oralni hygieny, pfi¢inami
zubniho kazu a parodontopatii, S diagnostikou rané faze téchto onemocnéni a zahajenim uéinnych
preventivnich opatieni. Je zdlGraznén vyznam epidemiologickych studii a studenti jsou prakticky
seznamovani se stanovenim zakladnich indext pouzivanych pozdé&ji v konzervaénim zubnim Iékafstvi
a parodontologii. U¢i se odstrafiovat zubni kamen, mikrobidlni povlak a provadét kyretaze
parodontalnich chobotd. Seznamuji se s metodami vedoucimi ke zvySeni odolnosti skloviny; u¢i se

principy lokalni i celkové fluoridaci, zasadam spravné vyzivy a zasadam terapie.

Vystupy z uéeni

Student je schopen diagnostikovat rané faze zubniho kazu a parodontopatii a zahajit 0¢inna
preventivni opatfeni. Rozumi principu ziskavani epidemiologickych dat a je schopen stanovit zakladni
indexy Vv konzerva¢nim zubnim lékai'stvi a parodontologii. Ovlada odstrafiovani zubniho kamene,
mikrobialniho povlaku a provadéni kyretaze parodontalnich chobott. Je schopen aplikovat metody

vedouci ke zvySeni odolnosti skloviny, metody lokalni i celkové fluoridace a zasady spravné vyzivy.
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Navod ke cvi¢eni: Molekularné biologické a jiné testy pouzivané v preventivnim zubnim lékafstvi

Autofi: RNDr. Petra Botilova Linhartova, Ph.D., MDDr. Michaela BartoSova, Ph.D.

Cilem cviceni je sezndmit studenty s modernimi molekularné biologickymi testy, které mohou
byt vyuzivany v preventivnim zubnim lékatstvi. Mezi tyto testy se fadi komercni kity k urceni rizika
vzniku zubniho kazu a parodontopatii. Principem vétSiny metod je amplifikace genu pro bakterialni
16SrRNA (nejcastéji), a tedy detekce a kvantifikace oralnich bakterii. Studenti si prakticky vyzkousi
odbér vzorku zubniho plaku a sulkularni tekutiny a vyplnéni pruvodni zadanky, nasledné bude externé
provedena laboratorni analyza n€kolika vzorkd, v nichz budou stanoveny vybrané kariogenni bakterie.
Vysledky analyzy budou studentim zaslany mailem, studenti si je zafadi do svého protokolu
ze cviceni. Ve cviCeni bude studentiim ukazano a vysvétleno nékolik vzorovych zavéreénych zprav
s laboratornim nalezem, aby je dokazali sami interpretovat. Klinicky obraz a mikrobiologicky nalez
bude doplnén o zjisténé vlastnosti sliny pacienta a ze vSech téchto informaci vyvodi studenti

doporuceni pro konkrétniho pacienta.

Vystupem ze cviéeni bude prohloubeni teoretickych znalosti v oblasti DNA diagnostiky
a molekularné biologickych metod, ziskani praktické dovednosti odbéru vzorku pro analyzu oralnich
bakterii, zKuSenost se stanovenim vlastnosti sliny, ur¢enim rizika vzniku zubniho kazu u pacienta,
a predevsim schopnost interpretace laboratorniho nalezu pacientovi S durazem na prevenci zubniho

kazu a parodontopatii.



TEORETICKY UVOD

Onemocnéni dutiny ustni u déti i dospélych jsou aktualnim problémem soucasné mediciny,
proto existuje intenzivni snaha o co nejpiesnéjsi a nejjednodussi diagnostiku, stanoveni optimalniho
lécebného planu dle individualniho nalezu a soucasné o posileni preventivnich opatieni pomoci

behavioralni intervence.

Pacienti nejcast&ji trpi zubnim kazem a/nebo onemocnénim zavésného aparatu zubi, kdy
V etiopatogenezi obou téchto multifaktoridlnich onemocnéni hraji roli oralni bakterie. Jelikoz bakterie
schopné vyvolat onemocnéni (tzv. patogenni bakterie) soutézi s béznymi oralnimi symbiotickymi
druhy v dutiné ustni, tak jejich pomnozeni vede k naruSeni rovnovahy a ke zmén¢ slozeni oralniho

biofilmu, K tzv. dysbioze.
Slina

Slina je povazovana za ochranny faktor mnoha chorob dutiny Gstni. Svym tokem odplavuje
zbytky potravy z dutiny ustni a ovliviiuje sloZeni oralni mikroflory. Soucasné slina obsahuje proteiny
s riznou funkci (imunoprotektivni, antimikrobialni, pufrovaci atd.) a ionty. Pufrovaci systémy, které
neutralizuji  kyselé prosttedi v dutiné ustni, jsou tfi: fosfatovy, bilkovinny a bikarbonatovy
(hydrogenuhli¢itanovy). pH Vv Gstech je ovliviiovano nejenom slozenim stravy a ndpoju (sladkosti,
kyselé ndpoje apod.), ale také napt. uzivanim nékterych IéCiv ¢i celkovym zdravotnim stavem

pacienta.

K testovani vlastnosti sliny byly v minulosti nabizeny komeréni testy CRT Buffer Refill 6
(Ivoclar Vivadent) a Saliva Check Buffer (GC Europe), které jsou v sou¢asnosti nedostupné.

Zubni kaz a oralni bakterie

Pfi vzniku a rozvoji zubniho kazu hraje ulohu c¢asty a/nebo nadmérny piijem sacharidd
(zejména sachar6zy) a pritomnost grampozitivniho fakultativniho anaeroba Streptococcus mutans
a dalSich kariogennich bakterii (Lactobacillus sp., Actinomyces sp.). Tyto bakterie jsou schopné
metabolizovat fermentovatelné sacharidy za vzniku organickych kyselin  zodpovédnych
za demineralizaci skloviny. Zubni kaz postihuje do¢asnou i stalou dentici a oralni bakterialni profil je

zavisly nejenom na typu dentice, ale i na rozsahu kariézniho procesu.
Parodontopatie a oralni bakterie

Dysbioticky stav v duting ustni mize vést také k onemocnéni zavésného aparatu zubd, jedna
se prevazné o polymikrobidlni infekci, avSak bez jednoznatné spojitosti se specifickou
bakterii/bakteriemi. Nej¢astéji jsou u pacientti s parodontitidou detekovany gramnegativni anaeroby
¢erveného komplexu (Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia, Treponema denticola)

a oranzového komplexu (Fusobacterium nucleatum, Parvimonas micra, Prevotella intermedia,



Campylobacter rectus), (Obr. 1). Z piehledu souéasné literatury nevyplynuly Zadné kvalitativni
rozdily ve sloZeni oralniho mikrobiomu mezi pacienty s agresivni a s chronickou parodontitidou.
Aggregatibacter actinomycetemcomitans je sice spojovan se zvySenym rizikem lokalizované
agressivni parodontitidy, pfedev§im ptitomnost vysoce virulentniho klonu JP2 v subgingivalnim
prostoru muze slouzit pfi predikci vzniku a progrese onemocnéni, byvd vSak prokazovan pouze

u urcité malé podskupiny pacientti.
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Obr. 1 Subgingivalni mikrobialni komplexy dle Socranského

Detekce parodontalnich bakterii mize byt vhodnym doplikem ke klinickému
a rentgenologickému vySetieni pacientl s parodontitidou. Pti nalezu ur¢itych parodontalnich bakterii
ve vys§im poCtu je nejvhodnéj$im postupem odeslat pacienta na specializované pracoviste, kde
parodontolog provede detailni klinické i mikrobiologické vySetieni, na jehoz zakladé poté zvoli
odpovidajici terapii. Navic parodontolog muZze pfi urCitych stavech (diagnozy K052, K053, K055,
KO056) vykazat mikrobiologické vySetieni k uhradé n€kterym zdravotnim pojistovnam (napt. VZP),

coz neni v kompetenci praktického zubniho 1ékare.
Indikace k vySetfeni parodontalnich bakterii

Pro provedeni testu se rozhodujeme zejména v téchto pripadech:

e mame podezfeni na agresivni formu parodontitidy,



e pocateCni instrumentalni faze terapie parodontitidy nepfinesla predpokladany vysledek a
onemocnéni parodontu nereaguje i na peclivé provedené subgingivalni oSetfeni u pacienta s
vybornou ustni hygienou,

e pred lalokovou operaci s vyuzitim fizené tkanové regenerace U pacienti s pokrocilou
parodontitidou,

e pred rozsédhlou a narocnou protetickou nebo ortodontickou lécbou u parodontologickych
pacientt se zbytkovymi parodontalnimi choboty,

e v ramci pfipravy implantologického oSetfeni u pacientd s parodontitidou a pii feSeni
komplikaci implantologické 1écby (periimplantitis),

e u pacientil s pokrocilou parodontitidou a zvySenym zdravotnim rizikem.

Obecné lze k vySetieni oralnich bakterii S patogennim potencidlem pfistoupit tehdy, kdyz je
predpoklad, Ze by vySetieni a jeho vysledky mohly u pacienta zvysit zdjem o péci o jeho dutinu Ustni a

posilit tak prevenci oralnich onemocnéni.

Farmakoterapie parodontopatii

Bakterie A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis a T. forsythia je velmi obtizné eliminovat
z parodontalniho chobotu pouze mechanicky (kyrety, sonické nastroje), proto v ptipadech pokrocilych

parodontitid s agresivnim pribéhem muiize byt 1é¢ebny plan modifikovan piidanim antibiotik.

V soucasné dobé neexistuje pro 1écbu parodontopatii protokol s prokazatelnou nadfazenosti, existuji
vSak studie navrhujici konkrétni ucinné latky nebo postupy pro lébu pacientli se specifickym
mikrobialnim profilem. VySeteni subgingivalni mikroflory s naslednym podanim antibiotik méa vSak
vyznam pouze u pacient s dobrou ustni hygienou. Pokud budou u pacientii definovany kli¢ové
rizikové bakterialni druhy, je mozné individualné ptistoupit k jejich eradikaci/potlaceni a soucasne
umoznit rekolonizaci pfiznivé a zdravé flory, at’ uz konvenénimi metodami nebo novymi

biotechnologickymi pfistupy.

V meta-analytické studii zaméfené na vyznam antibiotik podanych béhem konzervativni
parodontologické 1écby se ukazalo, Ze jejich pfidatny efekt se projevil zejména u osob se zavaznou
parodontitidou mladsich nez 55 let. Podani antibiotik by mélo byt indikovano velmi individualné,
jejich pausalni pouziti je nevhodné. K tomu by pravé molekularné biologické testovani subgingivalni

mikroflory mohlo v jednotlivych ptipadech ptispét.

Stanoveni oralnich bakterii

V soucasné dobé¢ existuje asi 770 bakterialnich druhl zatazenych do databaze lidského oralni

mikrobiomu (Human Oral Microbiome Database, HOMD). HOMD propojuje data ziskana



sekvenaénimi technologiemi s fenotypovymi, fylogenetickymi, klinickymi a bibliografickymi

informacemi.

Stanoveni vybranych mikroorganizmi, které osidluji dutinu ustni, mize byt zaloZena na
nékolika zakladnich principech. V minulosti byly komeréné nabizeny testy pro analyzu oralnich
bakterii s patogennim potencialem, které mohly byt provadény piimo v ordinaci zubniho I¢kafte, jejich
vyroba vSak byla ukoncena. Jednalo se o testy zaloZené na kultivaci bakterii na selektivnich médiich
nebo na imunochromatografické detekci antigenu, napf. CRT® bacteria Refill 6 (Ivoclar Vivadent),
Saliva-Check Mutans (GC Europe), nebo Dentocult® SM Strip mutans, Dentocult® LB, Dentocult® CA
(Orion Diagnostika).

V soucasnosti 1ze pro stanoveni vicero kariogennich a/nebo parodontdlnich bakterii vyuzit
nékolika komer¢nich testi, které jsou metodicky zalozeny na PCR. Principialné jde o identifikaci
specifické sekvence genu pro 16S podjednotku ribozomalni RNA (16S rRNA) pomoci metod
vyuZzivajicich polymerazovou fetézovou reakci (PCR). Je vSak mozné stanovovat i jiné geny vhodné

k identifikaci konkrétniho bakterialniho druhu.

Ke stanoveni je tfeba, aby byl odebran vzorek zubniho plaku a/nebo sulkularni tekutiny (Obr.
2) a prilozena zadanka s identifikaci pacienta a lokalizace zubu, ze kterého byl vzorek odebran. Pfi
porovnani vysledkil pfed a po terapii je nutné dodrzovat standardizovany postup odbéru, ktery je
uveden v navodu a pouzivat stejny typ testu. Z externi laboratofe jsou vysledky mikrobiologického

vySetieni doruceny nejpozdéji do 14 dnti, nékdy i s doporucenim vhodné antibiotické 1écby.

Obr 2. Odbér zubniho plaku a sulkularni tekutiny z do¢asného zubu postizeného zubnim kazem a se

zanétem gingivy pomoci papirového endodontického ¢epu



Ze vzorku je nejprve izolovana genomova DNA, nasledné je amplifikovan cely gen 16STRNA
nebo jeho cast. 16S rRNA je 1542 nukleotidii dlouha nukleova kyselina, ktera tvoii slozku spolu s 21
proteiny men$i 30S podjednotky ribozomu prokaryot. Kromé konzervativnich sekvenci obsahuje
i variabilni oblasti, které jsou charakteristické pro bakterialni druh. Analyza sekvence 16SrRNA se
pouziva jak k identifikaci bakterialniho druhu, tak pro tvorbu fylogenetickych stromti znazoriiujicich

moznou piibuznost studovanych mikroorganizmd.

Protoze je pti PCR nezbytné pouzit termocykler (Obr. 3), tak provedeni analyzy neni mozné
v bézné zubni ordinaci a je nutné kontaktovat externi laboratot. V Ceské republice lze oslovit firmy
Protean, GenTrend, HAIN LIFESCIENCE GmbH (distributor v CR Eurotex s.r.0.) nebo PiF MU,
které analyzu vybranych bakterii nabizi formou sluzby. Kvalitativni analyza je mozna pii pouziti
vSech zminénych testd, rozdil je v§ak v moznosti determinace poctu bakteridlnich druhti v jedné reakci
a Vv presnosti (citlivosti) kvantitativniho stanoveni. Jako nejvyhodnégjsi se jevi multiplexova PCR
v redlném case, jelikoz umoznuje stanoveni vicero bakteridlnich druhii v jedné reakci a soucasné
poskytuje i informaci o jejich poétu ve vzorku, a to i v procentualnim zastoupeni vuéi celkovému

mikrobiomu.

= = | |

LightCycler 480 Il

Obr 3. Termocykler LightCycler® 480 (Roche)



Pro stanoveni mikroorganizmti z parodontalniho sulku je mozné oslovit také firmy v Némecku
— Carpegen GmbH (test Carpegen® Perio Diagnostik, diive Meridol® Diagnostik) nebo ve Svycarsku
— IAl AG (iaiPadoTest). Italskd firma Saccace Biotechnologies pak nabizi k zakoupeni sadu
(PeriodontScreen Real-TM, v CR distribuovano firmou Dynex), s jejiz pomoci si ve vlastni laboratofi
S odpovidajicim laboratornim vybavenim lze vybrané oralni mikroorganizmy vysetfit (obdobné lze
zakoupit i sady od HAIN LIFESCIENCE GmbH). Uvedené testy se stanovenim zalozenym
na principu PCR se prozatim pouzivaji zejména pii vyzkumu etiopatogeneze vybranych onemocnéni

dutiny ustni.
Multiplexova PCR

Multiplexova PCR oznacuje pouziti kvantitativni PCR (qQPCR) pro amplifikaci nékolika
riaznych DNA sekvenci soucasné, jako kdyby se provadélo mnoho oddélenych PCR reakci spole¢né
V jedné reakci. V reakéni smési je pouzito vicero sad primerd S ruznymi fluorescenénimi barvivy,
které musi byt navrzeny tak, aby mély podobnou teplotu nasedani na cilovou sekvenci nukleové
kyseliny. V reakci dochazi k syntéze amplikonti riznych velikosti, které jsou specifické pro rizné

sekvence DNA. K jejich detekci a odliseni slouzi pravé fluorescenéni barviva (Obr. 4).
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Obr. 4 Amplifikacni kfivka kvantifikace celkovych bakterii u cisté kultury Streptococcus

mutans



Hlavni vyhodou multiplexového pfistupu je detekce vice nez jedné bakterie ve vzorku,
vyznamné uspory nakladi na reagencie pii gPCR a ¢asova nenaro¢nost. Na druhou stranou je vSak
nutno podotknout, ze je omezen pocet stanovovanych bakteridlnich druhli v jedné reakci. Tyto
technologie jsou v soucasné dob¢ stale drahé a nejsou k dispozici pro rutinni analyzu vzorkl vétsiny

Klinickych laboratofi.

Vyvozeni zavérl pouze na zaklad¢é ptritomnost nebo nepiitomnost jednotlivych bakterialnich
druhti s patogennim potencialem ve vzorku muze byt zavadé&jici, protoze tyto bakterie jsou velmi Casto
nalezeny v nizkych poétech i u zdravych subjekti. Objektivizace nalezu lze dosahnout tim, Ze je
kvantita bakteridlniho druhu spojovaného s rizikem daného onemocnéni porovnana s celkovym

mnozstvim oralnich bakterii.
Rezistence k antibiotikiim

Pfinosem testovani mikrobialniho profilu pacienta v klinické praxi by bylo, pokud by testy
odhalily také piipadnou rezistenci bakterii ke konkrétnim antibiotikim. Ackoliv nékteré firmy
(Protean a GeneTrend) prikaz rezistence k beta-laktamovym antibiotikim nabizeji, je nutné
poznamenat, Ze je toto zalozeno na analyze gent kodujicich betalaktamazy v DNA (chromozomalni,
plazmidova, transpozonova). Pro pfesné urceni, zda je gen pro betalaktamazu exprimovan a bakterie je

tedy rezistentni k beta-laktamovym antibiotiktim, by méla byt provedena i analyza fenotypu.
Shrnuti

Na zakladé komplexniho mikrobiologického vysSetteni jako doplitku ke klinickému vySetieni
1ze 1épe urcit miru rizika vzniku/rozvoje zubniho kazu a/nebo resorpce zavésného aparatu zubu a kosti.

Soucasné¢ Ize tyto testy vyuzit i k analyze infekénich komplikaci po implantologické 1éCbe¢.

K pausalnimu pouziti molekularné biologickych metod v parodontologii ma fada odbornikti
vyhrady. Jednou z nich je testovani pouze omezené¢ho mnozstvi lokalit, coz mize vést ke zkreslenym
vysledkim. Proto se napt. doporuCuje k vySetieni vybirat mista s nejhlub§imi aktivnimi
parodontalnimi choboty, kde ocekavame vyskyt mikroorganizmi asociovanych s agresivnimi formami
parodontitid. Dal$i vyhradou je fakt, ze fada testl nerozliSuje invazivni (patogenni) a nepatogenni

sérotyp bakterii, coz mize vést k nadbyte¢né antibiotické 1€¢bé (,,overtreatment™).

S vyssi zivotnich urovni zapadni civilizace roste poptavka pacienti po nadstandardni
zdravotni péci, at’ uz se jedna o pfimé vykony nebo i o laboratorni testovani. Na ceském trhu
(eventualn¢ v EU) jsou nabizeny testy, kterymi je mozné zjistovat predispozice pacienta k vzniku
zubniho kazu a onemocnéni parodontu na zéklad¢ analyzy bakterii v dutin€ Ustni a interleukin-1

genového polymorfizmu.



Nazorna prezentace vysledkt analyz oralni mikroflory miize byt vhodnym intervenénim
nastrojem praktického zubniho lékafe k motivaci pacienta k péci o jeho oralni zdravi. Vzhledem
ke komplexnimu charakteru vybranych oralnich onemocnéni je vzdy nutné vysledky ziskané

laboratornimi testy posuzovat spolecné s detailnim klinickym nalezem.
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PRAKTICKA CAST

V praktické Casti cviceni studenti provedou klinické vySetieni pacienta (tj. studenta), stanovi
mnozstvi stimulované sliny, jeji pH a pufrovaci kapacitu, budou odebirat zubni plak a sulkularni
tekutinu z konkrétni lokality a budou seznameni s vyhodnocenim vzorovych vysledkd po laboratorni
analyze. Diraz bude kladen na interpretaci mikrobiologického nalezu Vv kontextu klinického obrazu

a zjisténych vlastnosti sliny a navrzeni preventivnich opatfeni dle individualniho profilu pacienta.

Osetiujici zubni 1ékai/student dodrzuje dress code LF MU a pracuje s ochrannymi pomutckami

dle natizeni pracoviste.

Pacient je poucen, aby 1 hodinu pfed odbérem nejedl, nekoutil, nezvykal, neprovadél ustni

hygienu a nepil (kromé neperlivé vody).
1. Klinické vySetifeni pacienta

Pacient (student) musi byt nejprve detailné klinicky vySetfen. Stanoveni indexu KPE (zub
s kazem/s vyplni/extrahovany) je provedeno Vv ptedchozim cviceni tohoto piedmétu. Pozn. Idealné by

vySetfeni melo zahrnovat i pofizeni rentgenového snimku.

2. Odbér vzorku zubniho plaku a sulkularni tekutiny na molekularné genetické vySeti‘eni

vybranych kariogennich bakterii

Vzorek zubniho plaku je primarné odebiran pro stanoveni vybranych kariogennich bakterii, sulkularni
tekutina je odebirana pro stanoveni vybranych parodontalnich bakterii. Omezeni poctu stanovovanych
bakterii vV ramci cviceni je dano dostupnymi finan¢nimi prostfedky (cena jedné analyzy je 500 K¢&
vcetné DPH).

Material: Rukavice, sterilni pinzeta, papirovy endodonticky ¢ep ISO40, 1,5 ml sterilni uzaviratelna

zkumavka (Obr. 5), lepivy stitek, privodni zadanka.

L LAY
] ! {

(B i
¥

i

Obr. 5 Papirovy endodonticky ¢ep ISO40 v 1,5 ml sterilni uzaviratelné zkumavce
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Postup:

Osuste zub, ze kterého budete provadét odbér. Pro stanoveni kariogennich bakterii je
vhodny u dospélého pacienta odbér ze zubu 36 nebo 46. Pozn. V pripadeé detekce
parodontdlnich bakterii je vhodné zvolit 4 zuby S nejvyssim zanétem (Z kazdého kvadrantu
jeden). U déti s docasnou dentici je analyza nejcastéji provadena z oblasti zubu se zubnim
kazem a se zdnéetem gingivy (Casto horni rezdky a moldry horni i dolni Celisti), u déti
S intaktnim docasnym chrupem ze zubu 73 nebo 83. (Obr. 6).

Papirovy endodonticky ¢ep ISO40 vytahnéte sterilni pinzetou z obalu.

Cepem obkruzte zub, abyste setieli zubni plak a sulkularni tekutina se naséala do 2/3 epu.
Cep nepokladejte a nedotykejte se jej, Gep vlozte do 1,5 ml sterilni uzaviratelné zkumavky
a uzaviete ji.

Zkumavku polepte Stitkem, ktery popiste kodem pacienta, datem odbéru a ¢islem zubu
(napt. 36).

Zkumavku s ¢epem skladujte v mraznicce pii -20°C.

Vypiste pritvodni zadanku.

Vzorek bude piedan na Ustav biochemie, PiF MU k provedeni multiplexové PCR

(CarioBac) a stanoveni kariogennich bakterii: Streptococcus mutans, Actinomyces sp.,

Lactobacillus sp. a celkového poétu bakterii.

Obr. 6 Two-digit systém znaceni zubt docasného a stalého chrupu
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PRUVODNI ZADANKA (PiF MU)

Jméno a prfijmeni oSetiujiciho zubniho lékare:
Pracovisté zubniho 1ékare:

Mail zubniho 1ékafre:

Kod pacienta: napt. ZL_201

Jméno a piijmeni pacientaz NEVYPLNOVAT, POKUD PACIENT NEPODEPISE

INFORMOVANY SOUHLAS.
Datum narozeni pacienta:

Datum odbéru vzorku:

Vzorek odebran ze zubu/z lokality:
Poznamka:

Pozadavek na vySetieni téchto komplexti oralnich bakterii (oznacte kiizkem):

|:| Aggregatibacter actinomycetemcomitans —
a Cerveny komplex:
Porphyromonas gingivalis
Tannerella forsythia
Treponema denticola

|:| Oranzovy komplex:
Fusobacterium nucleatum
Parvimonas micra

Prevotella intermedia

|:| Kariogenni komplex:
Streptococcus mutans

Actinomyces sp.

Lactobacillus sp.

PerioBac test

CarioBac test

OralBac test
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3. Vyhodnoceni vzorovych zprav s laboratornim nalezem a jejich interpretace pacientovi

Studentim budou ptedlozeny 3 vzorové zpravy s laboratornim nalezem (Pfiloha). Studenti
budou seznameni s postupem pii hodnoceni vysledkii mikrobiologického vySetfeni a budou jim

prezentovana doporuceni, ktera by méla byt dana konkrétnimu pacientovi.
Komentai ke zpravé — pacient ¢. 1

Jedna se o dit¢ v pfedskolnim véku s intaktnim do¢asnym chrupem a se zdravou dasni. Odbér
plaku a sulkularni tekutiny byl proveden ze zubu 73. Vysledek molekularné genetické analyzy
(OralBac) ukazuje, ze geneticka informace vybranych bakterii s patogennim potencidlem byla
detekovana jen v ptipadé F. nucleatum a Actinomyces sp. Celkové tyto bakterie piedstavuji 2 %
z celého oralniho mikrobiomu. Dité je dle tohoto nalezu bez rizika zubniho kazu a zanétu gingivy.
Rodi¢im a ditéti by mély byt piedlozeny vysledky a prezentovana standardni preventivni doporuceni

pro danou vékovou skupinu.
Komentai ke zpraveé — pacient ¢. 2

Jedna se o dité v predskolnim véku se zavaznym kazem raného détstvi a s gingivitidou. Odbér
plaku a sulkularni tekutiny byl proveden ze zubu 51 — zub s kazem a se zanétem gingivy. Vysledek
molekularné genetické analyzy (OralBac) ukazuje, ze geneticka informace vybranych bakterii
S patogennim potencidlem byla detekovana u 9 z 10 stanovovanych bakterii, a to v mnoha ptipadech
ve vysokém poctu. Celkové tyto bakterie predstavuji 4,44 % z celého oralniho mikrobiomu. Dité ma
dle tohoto nalezu vysoké riziko zubniho kazu a zanétu gingivy. Rodi¢im a ditéti by mély byt

predlozeny vysledky a disledné prezentovana preventivni doporuceni pro danou vékovou skupinu.
Komenta¥ ke zpravé — pacient ¢. 3

Jedna se o matku ditéte (pacient ¢. 2), ktera trpi mirnou formou chronické parodontitidy.
Odbér plaku a sulkularni tekutiny byl proveden ze zubu s nejvys$im zanétem z kazdého kvadrantu.
Vysledek molekularné genetické analyzy (OralBac) ukazuje, Ze genetickd informace vybranych
bakterii s patogennim potencialem byla detekovana v ptipadé 2 parodontalnich bakterii z oranzového
komplexu (1,06 % z celkového oralniho mikrobiomu) a 2 bakterialnich druhi asociovanych se zubnim
kazem (3,69 % z celého oralniho mikrobiomu). Zena ma dle tohoto nélezu zvysené riziko zubniho
kazu a resorpce zavésného aparatu zubu. Pacientce by mély byt predlozeny vysledky a prezentovana
preventivni doporuceni (doporuceni navstévy parodontologa, dentdlni hygienistky). Je vhodné
upozornit na to, ze muze dojit pti kontaktu s jinou osobou (ditétem) k ptenosu bakterii s patogennim

potencialem.

14



4. Stanoveni vlastnosti sliny

Zvysené riziko onemocnéni dutiny Gstni je v piipad¢€, Ze objem stimulované sliny <1 ml za 1
minutu, ma vazkou konzistenci, je zjisténo nizké pH, a tudiz i nedostateéna pufrovaci kapacita sliny.
Kdyz je slina ¢ista a vodnata, tak jeji viskozita je normalni. ZvySenou viskozitu naznacuji pénové

bublinaté sliny.
4.1 Stanoveni sekrece stimulované sliny

Princip: Ke stanoveni snizené slinné sekrece (k diagnostice hyposialie, resp. xerostomie) slouzi tzv.
Skachiiv test, ktery spo¢ivda v uréeni celkového objemu nestimulované (klidové) za 15 min
a stimulované sliny (po zvykani parafinové kulicky/zvykacky) za dalSich 15 min. Pokud je celkovy
objem nizsi nez 8 ml, tak pacient trpi hyposialii. Pro cvieni jsme zvolili minimalistickou verzi tohoto
testu, kdy bude po dobu 5 minut sbirana stimulovana slina a objem niz$i nez 5 ml bude povazovan

za dukaz snizené slinné sekrece pacienta.

Material: 10 ml uzaviratelnd zkumavka Salivette (Sarstedt) s bavinénym zvykacim valeCkem

(Obr. 7), hodiny, lihovy fix.

Obr. 7 10 ml uzaviratelna zkumavka Salivette (Sarstedt) s bavinénym Zvykacim valeCkem urcena

k odbéru stimulované sliny
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Postup:

1. Udélejte lihovym fixem rysku na zkumavce tam, kde je dno horni ¢asti zkumavky. Tato
hranice oznacuje objem 5 ml.

2. Oteviete zkumavku, vyjméte jeji horni Cast.

3. Vlozte pacientovi bavinény zvykaci vale¢ek do ust.

4. Pacient bude po dobu 5 minut zvykat bavinény valecek a vyplivovat slinu do spodni ¢asti
zkumavky.

5. Po uplynuti doby (nebo po naplnéni zkumavky slinou) pacient vyplivne zvykaci valecek
do odpadu.

6. Pokud slina piesahla pies vyznacenou hranici, tak je salivace pacienta v normé.

7. Zkumavku uzavrete, stimulovanou slinu pouzijte k testovani pH a pufrovaci kapacity sliny.

4.2 Stanoveni pH a pufrovaci kapacity sliny

Princip: Kolorimetrické stanoveni pH pomoci barevnych acidobazickych indikatort. Testovaci
papirky Hydrion pH 5.5-8.0 (MicroEssential Laboratory) jsou vhodné pro uréeni pH roztokd
v rozmezi 5,5 az 8, zatimco Universalni indikatorové papirky (Lach-ner) jsou vhodné pro stanoveni
pH 0 az 12. pH sliny definuje i pufrovaci kapacitu sliny: vysoka (pH > 6,0), stiedni (pH=4,5 az 5,5),
nebo nizka pufrovaci kapacita (pH < 4,0).

Meg¢ieni pH mize probihat v nestimulované (tzv. ,klidova slina®) i ve stimulované sling.
Ve stimulované slin¢ stoupa obsah bikarbonatového naraznikového systému, to znamena, ze slina
stimulovana napt. zvykackou, je v neutralizaci kyselin u¢innéj$i nez klidova slina. Pokud je pH

stimulované sliny vyssi nez 5,5, tak je pufrovaci kapacita sliny v normé¢.

Material: Testovaci papirky Hydrion® Urine & Saliva pH Paper 5.5-8.0 (MicroEssential Laboratory)
(Obr. 8), Universalni indikatorové papirky (Lach-ner) (Obr. 9), sterilni pinzeta, zkumavka se

stimulovanou slinou (Obr. 10).
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Obr. 8 Testovaci papirky Hydrion® Urine & Saliva pH Paper 5.5-8.0 (MicroEssential Laboratory)
https://www.microessentiallab.com/uploads/media/2014%20L.it/ph055080lit.pdf

Obr. 9 Universalni indikatorové papirky (Lach-ner)
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https://www.microessentiallab.com/uploads/media/2014%20Lit/ph055080lit.pdf

Obr. 10 10 ml uzaviratelna zkumavka Salivette (Sarstedt) se stimulovanou slinou

Postup:

N

Pinzetou uchopte testovaci prouzek Hydrion pH 5.5-8.0.

Volny konec prouzku ponofte asi 0,5 cm az 1 cm do zkumavky se stimulovanou slinou.
Vyjméte prouzek z testovaného roztoku a ihned porovnejte barvu na testovacim prouzku
s barevnou Skalou Hydrion pH 5.5-8.0.

Urc¢ete pH sliny dle zbarveni na testovacim prouzku Hydrion pH 5.5-8.0.

Pokud je stanovené pH na dolni hranici (v oblasti 5,5), tak provedte test pomoci
Universalniho indikatorového papirku stejnym postupem popsanym vyse a urcete, zda je/neni
pH <4,0.

Urcete pH a pufrovaci kapacitu sliny pacienta.
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ZAVER
Studenti byli seznameni s molekularné biologickym testy pouzivanymi pro stanoveni oralnich bakterii

a byl jim prezentovan zpisob, jakym vysledky takového vySetieni spolu s Klinickym nalezem mohou

pouzit pii intervenci/pouceni pacienta, a tim posilit prevenci onemocnéni dutiny Gstni.

Pro uspésné ukonceni cviceni a predmétu je nutné, aby kazdy student zpracoval protokol ze cviceni.

PROTOKOL

Ke zpravé slaboratornim nalezem, ktera Vam bude zaslana mailem z externi laboratofe,
ptilozte vysledky urceni vlastnosti sliny. Souhrnné vysledky okomentujte tak, jako byste je
prezentovali pacientovi. Nezapomeiite zdiiraznit preventivni opatfeni, které by mél pacient provadet.
V piipadé vyznamného (patologického) nalezu navrhnéte dal§i postup. Protokol ve fomatu .pdf

odeslete vyucujicimu ve stanoveném terminu.
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Priloha: Vzorova zprava

S laboratornim nalezem
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Zubni lékar: N
Pracovisté: FN u sv. Anny
Mail: I

MUNI

Kéd pacienta: ZK_582

Jméno a pfijmeni: N
Datum narozeni: 2. 8. 2014

Mail: I

Laborator: Molekuldrni patologie

Pracovisté: Ustav biochemie, PFF MU, Kamenice 5,
62500 Brno

Mail: 13418@mail.muni.cz

kpe/KRE index: 0
Parodontdini indexy: zdrava dasen

Datum analyzy vzorku: 22. 6. 2018
Analyzu proved|: I

Poznamka:
Datum odbéru vzorku: 20. 6. 2018 eI :::c:,tve Rs:;,:‘;t;;
Vzorek odebran ze zubu/z lokality: 73 P P .
B vzorku
Poznamka:
quregatlbacter ' i 0,00%
actinomycetemcomitans

Relativni podil bakterialniho druhu ku
celkovému oralnimu mikrobiomu

® parodontalni

O kariogenni

Fusobacterium . Ls2%
nucleatum
Parvimonas .
micra - 0,00%
Prevotella .
intermedia - 0,00%
Streptococcus ] 0.00%
mutans f (
Actinomyces sp. . 0.48%
] (o)
Lactobacillus sp. 0.00%
R 100%

Legenda: (-) negativni, odpovida poctu bakterii < 103; (+) pozitivni, odpovida poctu bakterii 103 — 10°; (++) silné

pozitivni, odpovida poctu bakterii > 10°

Doporuceni:

Pokracovat v pravidelné a peclivé ordlni hygiené,
Pravidelné navstévovat zubniho lékare v rdmci
preventivnich prohlidek.

Vystup analyzy: Bez rizika resorpce zdvésného
aparatu zubu a zubniho kazu.




Zubni lékar: NG
Pracovisté: FN u sv. Anny
Mail: I

MUNI

Kéd pacienta: ZK_583

Jméno a pfijmeni: N
Datum narozeni: 20. 2. 2013

Mail: I

Laborator: Molekuldrni patologie

Pracoviité: Ustav biochemie, PfF MU, Kamenice 5,
62500 Brno

Mail: 13418@mail.muni.cz

kpe/KRE index: 18

Datum analyzy vzorku: 22. 6. 2018

g T Analyzu provedl: NI

Parodontdini indexy: gingivitida Pozndmka:

Datum odbéru vzorku: 20. 6. 2018 eI E::c:'tve Rs:;,:';;i

Vzorek odebran ze zubu/z lokality: 51 P P .

B . vzorku

Poznamka: zub s kazem a se zanétem
quregat:bacter ' . 0,001%
actinomycetemcomitans

Relativni podil bakterialniho druhu ku
celkovému oralnimu mikrobiomu

H parodontalni

O kariogenni

Fusobacterium - 0.87%
nucleatum 12070
Parvimonas
++ 9

micra St
Prevotella ++ 1.66%
intermedia oD
Streptococcus ) 0.00%
mutans e
Actinomyces sp. + 0.42%

N (o)
Lactobacillus sp. + 0.001%

) (o)

Legenda: (-) negativni, odpovida poctu bakterii < 103; (+) pozitivni, odpovida poctu bakterii 103 — 10°; (++) silné

pozitivni, odpovida poctu bakterii > 10°

Doporuceni: Zlepsit oralni hygienu, vyhybat se
sladkostem, slazenym a kyselym napojim.
Pravidelné navstévovat zubniho lékare v rdmci
preventivnich prohlidek.

Vystup analyzy: Vysoké riziko resorpce zdvésného
apardtu zubu a vysoké riziko zubniho kazu.




Zubni lékai: I
Pracovisté: FN u sv. Anny
Mail: I

MUNI

Kéd pacienta: ZKM_583

Jméno a pfijmeni: N
Datum narozeni: 17. 1. 1985

Mail: I

Laborator: Molekuldrni patologie

Pracoviité: Ustav biochemie, PfF MU, Kamenice 5,
62500 Brno

Mail: 13418@mail.muni.cz

kpe/KPE index: 16
Parodontdlni indexy: PI=1,77, GI=1,8,

Datum analyzy vzorku: 22. 6. 2018
Analyzu proved|: I

CPITN=1-1-1,2-2-2 Poznamka:
Datum odbéru vzorku: 20. 6. 2018 Bakterie Pocet Relativni
Vzorek odebran ze zubu/z lokality: 15, 22, 36, 44 kopii ve podil [%]
Poznamka: odbér se zubl s nejvyssim zanétem v vzorku
kvadrantu ]
Aggregat/bacter . i 0,00%
actinomycetemcomitans

Relativni podil bakterialniho druhu ku
celkovému oralnimu mikrobiomu

W parodontalni
O kariogenni

Fusobacterium

++ 1.059
nucleatum ,05%
Parvimonas ) 0.00%
micra ,00%
Prevotella

+ o
intermedia 0,01%
Streptococcus

++ 2,119
mutans ,11%
Actinomyces sp. 0.00%

R 100%
Lactobacillus sp. . L sa%

Legenda: (-) negativni, odpovida poctu bakterii < 103; (+) pozitivni, odpovida poctu bakterii 103 — 10°; (++) silné

pozitivni, odpovida poctu bakterii > 10°

Doporuceni: Zlepsit oralni hygienu, vyhybat se
sladkostem, slazenym a kyselym napojim.
Pravidelné navstévovat zubniho lékare v rdmci
preventivnich prohlidek a navstévovat dentalni
hygienistku.

Vystup analyzy: Zvysené riziko resorpce zavésného
apardtu zubu a vysoké riziko zubniho kazu.









