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Abstrakt

Parodontitida je multifaktoridlni zanétlivé onemocnéni, které v kone¢ném disledku
muze vést az ke ztraté celého chrupu. Hlavni pti¢inou tohoto onemocnéni je akumulace
bakterii zubniho plaku a nésledna masivni reakce imunitniho systému. Je prokazano, ze
sloZeni oralniho mikrobiomu se 1i$i u parodontalné zdravych osob a pacientt s parodontitidou.
Tato prace fesi dil¢i ¢asti dlouhodobého projektu, ktery se zabyva slozenim a dynamikou
oralniho mikrobiomu parodontalné zdravych osob a pacientl s chronickou a agresivni
formou tohoto onemocnéni. Charakterizace oralniho mikrobiomu je provadéna na zakladé
sekvenovani bakteridlni 16s rDNA. Z vysledkt je patrné, Ze zména ve slozeni oralniho
mikrobiomu nastava jesté pred projevem klinickych ptiznakii onemocnéni, a ze precizni
dentalni hygiena mlize nastup onemocnéni zna¢né oddalit ¢i mozna dokonce zastavit. Pti
porovnavani slozeni oralniho mikrobiomu osob s chronickou a agresivni parodontitidou
nebyly patrné vyrazné rozdily vysvétlujici rychlejsi progresi agresivni formy onemocnéni.
Dilé¢im tkolem této prace bylo porovnani vysledka ziskanych sekvenacnimi metodami 454
pyrosekvenovani a [llumina. Vysledky ziskané obéma metodami se statisticky neli$i, a proto
v ramci dlouhodobé studie 1ze navazat metodou [llumina na jiz ziskané vysledky metodou 454
pyrosekvenovani. Na zaklad¢ analyzy vysledkii sekvenace byly navrzeny dva parametry pro

predikei rizika vzniku a rozvoje onemocnéni a také pro monitorovani uspésnosti 1€¢by.

Kli¢ova slova: parodontitida, oralni mikrobiom, sekvenovani, bakterie ¢erveného komplexu,

prevence, diagnostika parodontitidy



Abstract

Periodontitis is a multifactorial inflammatory disease which can result in a complete
loss of teeth. Its main cause is the accumulation of bacteria from the dental plaque followed
by massive reaction of the host immune system. It was proved that the composition of oral
microbiome (OM) differs in periodontally healthy individuals and patients with periodontitis.
This work aims to solve specific parts of the long-term project concerning the taxonomic
composition of the OM of periodontally healthy individuals and patients with chronic and
aggressive form of the disease. The OM was characterized based on 16s rDNA sequencing. It
is evident from the results that the shift in the OM composition occurs prior the development
of clincal signs of the disease and that the precise dental care can significantly postpone or
even avoid the onset of the disease. When comparing the OM composition in individuals with
chronic and aggressive periodontitis, no remarkable differences were detected to explain the
faster progress of the aggressive form of the disease. This work also aimed to compare the
results obtained by 454 pyrosequencing and Illumina. Both sequencing methods were found
to provide statistically comparable results. [llumina MiSeq thus can be employed to build on
the former results of the long-term study obtained by 454 pyrosequencing. Based on our
results the two parameters for periodontitis prediction as well as monitoring of the treatment

were proposed.

Keywords: periodontitis, oral microbiome, sequencing, red komplex bakteria, prevention,

diagnosis of periodontitis
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Seznam zKkratek

IL- interleukin

OM- oral microbiome (oralni mikrobiom)

PCR- polymerazova fetézova reakce

SRP- scaling and root planing (metoda pouzivana pti 1é¢bé parodontitidy)

TNF-a- tumor nekrotizujici faktor alfa



1. Uvod

Parodontitida je zanétlivé onemocnéni zavésného aparatu zubu neboli parodontu.
Hlavni pfi¢inou toho onemocnéni jsou bakterie zubniho plaku, bakterialniho biofilmu, ktery
ulpiva na zubech a désnich. Pokud neni tento plak fadn¢ a pravidelné odstranovan, dochazi
k jeho akumulaci, coz vyvola masivni reakci imunitniho systému. Slozky imunitniho systému
pak spolu s bakteriemi zptsobuji destrukci parodontélnich tkani a vznik tzv. parodontalniho
chobotu. Kone¢nym diisledkem parodontitidy je ztrata postizeného zubu, potazmo celého
chrupu. Parodontitidou trpi ptiblizné kazdy druhy dospély Clovek starsi 40 let a predstavuje
hlavni pficinu ztraty chrupu u dospélych. Navzdory pokrokim v nasich znalostech o pficinach
a rizikovych faktorech spojenych s parodontitidou, neexistuji zadné zndmky poklesu
prevalence tohoto onemocnéni. Parodontitida predstavuje celosveétovy problém, nebot’ jeji
1é¢ba je financéné velmi nadkladna a ztrata chrupu snizuje spole¢enské uplatnéni postizenych

jedinct.

Mikrobiologie parodontitidy je pfedmétem intenzivniho vySetfovani jiz po nékolik
desetileti. Vyzkumy jiZ v minulosti prokézaly, Ze sloZeni oralniho mikrobiomu se li$i u
zdravych osob a pacientii s parodontitidou. Rada novych poznatki viak pfisla az v disledku
technologického pokroku v molekularnich technikach, které umoziuji vysoce vykonnou
analyzu velkého po&tu vzorkil a obchéazeji ndktera omezeni kultivagnich technik. Radu
informaci pfinesl zejména vyvoj sekvenacnich metod, které umoznuji komplexni pohled na
vSechny bakterie pfitomné v daném vzorku. A pravé sekvenacni metody jsou vyuZivany
v dlouhodobé studii, jiz je tato diplomova prace soucasti. Tato studie se zabyva slozenim a
dynamikou oralniho mikrobiomu u parodontalné zdravych osob, ale také osob s chronickou a
nove 1 agresivni formou parodontitidy. V ramci této diplomové prace byl sledovan vyvoj
oralniho mikrobiomu u parodontaln¢ zdravych osob a dale bylo charakterizovano a
porovnano slozeni oralniho mikrobiomu u pacientt s chronickou a agresivni parodontitidou.
Vzhledem k tomu, Ze v pribéhu dlouhodobé studie bylo nutné ptejit ze sekvena¢ni metody
454 pyrosekvenovani na metodu Illumina, bylo dil¢im tikolem této prace také porovnat
vysledky ziskané t€émito metodami a vyhodnotit, zda je mozné na vysledky ziskané¢ metodou
454 pyrosekvenovani navazat metodou Illumina, aniz by z divodu zmény sekvena¢ni metody

doslo ke zkresleni vysledkd.

Diagnostika parodontitidy se v soucasné dob¢ opird predevsim o klinické a

rentgenologické vySetieni, které sice odhali jiZ probihajici onemocnéni, ale neumoziuje u
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parodontalné zdravych osob predpovédét mozné budouci riziko vzniku parodontitidy.
Z tohoto divodu bylo hodnoceno také mozné vyuziti sekvenacnich metod a charakterizace
oralniho mikrobiomu pro diagnostiku, predikci rizika vzniku onemocnéni a sledovani

pribéhu 1éCby.
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2. Prehled literatury

2.1 Zanétlivé parodontopatie

Termin parodontopatie oznacuje poruchy funkce a struktury zavésného aparatu zubu
neboli parodontu. Parodont (ze starofectiny fectiny para- okolo, odous- zub) je komplex
struktur a tkani obklopujicich zub (Mozorova 2016). Je tvofen dasni (gingiva), zubnim
cementem, alveolarni kosti a ozubici (periodoncium), viz obr. 1. Dasen je mekka tkan
pokryvajici alveolarni kost a obepinajici zub v misté krcku. Zdrava dasent ma svétle rizovou
barvu, u lidi s tmavsi pleti je hnédé pigmentovana. Prostor mezi désni a kr€kem zubu se
nazyva dasiovy zlabek (sulcus gingivalis), je vystlan spojovacim epitelem a u zdravych
jedinct se jeho hloubka pohybuje v rozmezi 0,1-3 mm. Zubni cement je tvrda tkan, ktera
pokryva zub v oblasti kotene. Jeho hlavni funkce je ukotveni zubu v alveolu a spojeni
periodontalnich vldken s povrchem kofene. Vybézek alveolarni kosti tvoti ¢ast horni a dolni
Celisti, ve které jsou umistény zuby, jeho funkei je nést zuby a poskytnout jim oporu.
Periodoncium vypliluje periodontalni Stérbinu (prostor mezi cementem kotene zubu a

alveolarni kosti), jde o periodontalni vazivova vlakna, na nichz je zub v lizku zavéSen.

parodontologiclka
zonda v dagfiovém
Zlablcu

zub

dasnovy Zlabek

daseri

ozubice

alveolarni kost

zubni cement

Obrazek 1Stavba parodontu
Pfevzato a upraveno podle Slezak 1995
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Hlavnimi funkcemi parodontu je ukotveni zubu, obrana proti vnéj§im vliviim, tlumeni
zvykacich sil a oddéleni kofene zubu od prostiedi dutiny ustni. Pisobenim riznych vlivi
dochazi k poskozeni téchto struktur, coz mize mit za nésledek az ztratu chrupu. Nejcasté;jsi
formou parodontopatii jsou onemocnéni zanétlivého piivodu, tedy gingivitida a parodontitida.

(Dostalova a kol. 2008, Mozorova 2016)

2.1.1 Gingivitida

Gingivitida, neboli zanét dasni je infekce vyvolana bakteriemi zubniho plaku, ktery
ulpiva na zubech a dasnich. Zubni plak je organizovany bakterialni biofilm, ktery se sklada
predevsim z bakterii, glykoproteinti a polysacharidi. Dle lokalizace rozliSujeme dva typy
zubniho plaku, a to supragingivalni, ktery adheruje na zubni sklovinu nad okrajem dasné, a
subgingivalni, ktery se §ifi do dasnového zlabku. Oba typy maji do jisté miry rozdilnou
strukturu a slozeni. Pfi spravném a pravidelném ¢isténi chrupu je zubni plak udrzovan
v nezralém stavu a v relativné malém mnozstvi. (Slezdk 1995, Wade 2013) Pokud neni
pravidelné odstranovan, mohou se v ném ukladat mineralni latky ze slin (zejména vapnik a
fosfor) a vznika tak zubni kdmen. Zatimco zubni plak 1ze zpravidla odstranit pii bézném
¢iSténi zubtll, zubni kdmen je mozné odstranit pouze specidlnimi néstroji v zubni ordinaci.

(Slezak 1995)

Pii nedostatecné dentdlni hygiené¢ se zubni plak (popf. zubni kdmen) hromadi na
okraji dasnového Zlabku, coZ vyvola odpovéd’ imunitniho systému, podrazdéni dasni a jejich
zanét (Slezak 1995), viz obr. 2A. Dasné jsou zarudle, zdurel¢ a lesklé. Charakteristické je
zvySené mnozstvi sulkularni tekutiny a pfitomnost tzv. nepravych parodontalnich choboti
zpiisobenych zvétSenim dasiiového zlabku. Sulkuldrni tekutina obsahuje obranné latky
imunitniho systému, ale je také zdrojem zivin pro bakterie. Zprvu dasné krvaceji pouze pii
podréazdéni, napft. pii ¢iSténi chrupu ¢i konzumaci tvrdé stravy, pozdéji mohou krvacet i
spontanné. Gingivitida vétSinou neboli, coz je diivod, pro€ je pacienty ¢asto prechazena.
Hloubéji ulozené tkan€ parodontu nejsou postizeny. Lécba spociva v dokonalém odstranéni
zubniho plaku a spravné dentalni hygiené, v€etné €isténi mezizubnich prostor. Pokud neni
gingivitida v€as a fadn¢ 1é€ena, miiZe piejit v parodontitidu. Obecné plati, ze ne kazda
gingivitida se rozvine v parodontitidu, ale kazdé parodontitid¢ ptedchazela gingivitida.

Zatimco gingivitida je vratny proces, parodontitida se od okamziku ztraty alveolarni kosti
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stava stavem nevratnym, ktery v kone¢ném diisledku miize vést az ke ztraté chrupu. (Skach

1984, Mozorova 2016).

zdravy parodont

} <+ zubni plak
zub

gingivitida

zubni plak

parodontitida

B

< zubniplak

parodontalni chobot

dasen buiiky

®  imunitniho
© gystémn

bunky
®  munitniho
? systému

»

alveoldarni kost

Obrazek 2Vyvoj parodontitidy
Prevzato a upraveno podle Kriebel a kol. 2018

2.1.2 Parodontitida

Pti parodontitidé jsou postizeny nejenom dasné, ale postupné dochazi k poskozeni
celého zavEsného aparatu zubu, viz obr. 2B. Podrazdéné a oteklé dasné pfi jejich zanétu
neposkytuji dostatecné efektivni t€snéni mezi zubem a vnéjSim prostiedim a supragingivalni
plak se tak miize snaze $itit do dasnového zlabku. (Slezak 1995, Mozorova 2016) Zatimco
v supragingivalnim plaku dominuji spiSe grampozitivni fakultativné anaerobni bakterie
(streptokoky, aktinomycety), v tom subgingivalnim pfevaZzuje anaerobni gramnegativni flora a
fada téchto bakterii ma proteolyticky metabolizmus (Moore a kol. 1982, Zijnge a kol. 2010).
Pisobenim bakteridlnich toxinti, enzymi a dalSich virulenénich faktort (peptidoglykan,
produkty metabolismu bakterii...) dochazi k postupnému poskozeni a destrukci spojovaciho
epitelu a parodontalnich vlaken. Pfitomnost bakterii navic vyvolava masivni obrannou reakci
imunitniho systému, coz zplisobi zvySené vyplavovani zanétlivych mediatora do tkani a jejich

dalsi poskozeni (Teles a kol. 2013). Postizeny vSak nejsou pouze mekké tkané parodontu.
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Zanétlivy infiltrat a bakterialni produkty zpiisobuji také resorpci alveolarni kosti, a tedy
ubytek kostni hmoty. Piisobenim vSech téchto faktort postupné vznikd hluboka kapsa tzv.
parodontalnim chobot- typicky projev parodontitidy, jehoz hloubka miize byt i vice nez 10
mm. Uvnitt tohoto chobotu se nachazi oloupané epitelie, odumfielé bakterie, zivé a
metabolizujici bakterie, granula¢ni tkan, leukocyty a zanétlivy exsudat (Slezak 1995).
Rozlisujeme dv¢ zékladni formy parodontitidy, a to chronickou a agresivni (podrobnéji se

rozdilti mezi t€émito formami vénuje kapitola 2.2.4.1.)

2.1.2.1 Projevy parodontitidy

Klinicky se parodontitida projevuje pritomnosti parodontalnich chobott s hloubkou
vice nez 3 mm a resorpci alveolarni kosti, ktera je patrna pfi rentgenologickém vySetteni.
Mezi dalsi priznaky patii ustup dasné a odhalovani krckti zubt, které mohou byt zvysené
citlivé. Dal§im ptiznakem mize byt neptijemny zapach z ust a n€ktefi pacienti mohou
pocitovat i nepfijemné pocity brnéni, tlaku ¢i bolesti. Mlize dochazet i ke krvéaceni ¢i hnisavé
exsudaci z parodontalnich chobotl. Pfi pokrocilejsich stadiich parodontitidy dochazi
k zvysené viklavosti zubt a k jejich migraci. Kone¢nym stadiem u nelécené parodontitidy je

ztrata zubu, potazmo celého chrupu. (Slezak 1995)

2.1.2.2 Priciny parodontitidy

Parodontitida je multifaktoridlni onemocnéni. V roce 1994 Haffajee a Socransky
popsali, Ze pro vznik a progresi této nemoci je nutny soucasny vyskyt hned n¢kolika faktord, a
to: virulentni parodontalni patogen, vhodné lokalni prostfedi a vnimavost hostitele. Pozdéji
byl tento model rozsifen jesté o ptinos genetickych a ziskanych rizikovych faktorii. Bakterie
jsou nutnou, ale ne dostate¢nou podminkou k vyvolani onemocnéni. Dalsi nutnou podminkou
je pritomnost zanctu. Bakterie a imunologicka zanétliva odezva hostitele jsou tedy klicovymi
prvky etiologie a patogeneze parodontalniho onemocnéni, ale ani jeden tento faktor nezptisobi
zniceni parodontalnich tkani sdm. (Teles a kol. 2013). Zatimco bakterie jsou zodpovédné za
zahdjeni destrukce parodontéalnich tkdni, hlavni podil je diisledkem neptimého poskozovani
zprostiedkovaného imunologickou zanétlivou odezvou (Teles a kol. 2013, Larsen a Fiehn

2017).
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2.1.2.2.1 Bakterie

ey e

sloZeni bakteridlniho biofilmu je u osob parodontalné zdravych a u osob s parodontitidou
odlisné (Socransky a kol 1998, Griffen a kol. 2012, Abusleme a kol. 2013, Kirst a kol. 2015,
Szafranski a kol. 2015). U parodontalné zdravych osob v zubnim plaku dominuji pfevazné
streptokoky a aktinomycety a tento plak je pro clovéka spise vyhodny. Poskytuje ochranu
pted kolonizaci exogennimi patogennimi bakteriemi a interaguje s imunitnim systémem na
urovni slucitelné se zdravim. Tato rovnovaha se nazyva homeostaza. Zranim biofilmu a
pusobenim dalsich vlivii maze dojit ke zméne podminek, posunu ve sloZeni biofilmu a
naruseni vztahu s hostitelem, tedy k dysbi6ze. Dochdzi ke zméndm v pomérném zastoupeni
ptitomnych taxonu a zacinaji pfevazovat taxony, které mohou iniciovat onemocnéni (Larsen a
Fiehn 2017). Tyto bakterie oznacujeme jako parodontélni patogeny a mezi nejvyznamnéjsi
z nich patii Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola a Tannerella forsythia
(Socransky a kol. 1998). Parodontitida vSak neni klasicka infek¢éni nemoc vyvolana jednim
uréitym patogenem, ale jde spiSe o dynamicky proces zptsobeny celymi patogennimi
mikrobialnimi komunitami (Li a kol. 2014, Mira a kol. 2017). Vlivu bakterii se podrobné

vénuje kapitola 2.2..

2.1.2.2.2 Imunitni systém

Imunitni odpovéd’ hostitele na piisobeni patogennich mikroorganismi zahrnuje
komplex bunéénych a humoralnich sloZek imunitniho systému, které na sebe navzajem
plsobi. Prvni obranna reakce zadina jiz v oblasti ddsné. Zirné buiiky nachézejici se kolem
krevnich kapilar uvoliiuji histamin a heparin, ¢imZ navodi vasodilataci a zvySeni propustnosti
krevnich kapilar. Vznik4 mistni otok tkané. Dale dochazi k aktivaci komplementového
systému. Jde o systém bilkovin, které se podileji na zanétlivych procesech a podporuji
fagocytozu. Antigen prezentujici buniky (napf. makrofagy) fagocytuji bakterie a produkuji
cytokiny, naptiklad interleukin-1 (IL-1), interleukin 6 (IL-6) a tumor nekrotizujici faktor
uvolnéni enzymu kolagendzy z riiznych pojivovych bunék (napft. fibroblastli), zptisobuji
poskozeni subgingivalni tkané€ a tbytek kostni hmoty. Déle jsou aktivovany T-lymfocyty,
které jsou schopny neutralizovat prostupujici antigeny. Vlivem cytokinti jsou stimulovany téz

B-lymfocyty k produkci protilatek a hematopoetické buniky kostni diené k produkci a zrani
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dal$ich imunokompetitivnich bun¢k. Aktivované makrofagy vylucuji dalsi cytokiny,
prostaglandiny a faktory komplementového systému, které zpétné ptisobi na dalsi makrofagy,
T a B lymfocyty a buiiky kostni dfen¢. Dtsledkem dlouhodob¢ pietrvavajiciho zanétu v
parodontu je jeho dalsi poSkozeni a ubytek parodontalnich tkani (Mutschelknaus a kol. 2002).
Molekuly produkované bunikami hostitele jsou dokonce silné¢jSimi medidtory parodontalni
destrukce, nezli produkty bakterii s podobnymi ucinky, a hladiny téchto mediétora se

v parodontalnich 1ézich vyskytuji v mnohem vyssi koncentraci (Teles a kol. 2013).

2.1.2.3 Rizikové faktory vzniku parodontitidy

Ur¢ité rizikové faktory hraji dilezitou roli pti reakci jednotlivce na infekei parodontu a
mohou ovliviiovat iniciaci a progresi onemocnéni. Identifikace téchto faktori umoznuje vice
se zam¢&fit na prevenci a jejich uprava ¢i eliminace (tam, kde je to mozné) mtze pomoci
zmirnit rozsah onemocnéni nebo podpofit 1écbu. Mezi faktory ovlivitujici vznik a pribéh
parodontitidy patii jak vliv Zivotniho stylu (koufeni, strava, hygienické navyky...), tak
neovlivnitelné faktory jako jsou systémové poruchy, vék, geneticka predispozice, anatomické

odchylky chrupu a dalsi.

2.1.2.3.1 Dentalni priciny

Nepravidelné usporadani chrupu miize znesnadnovat dentalni hygienu a vést tak
k nadmérné retenci zubniho plaku a zvySenému drazdéni tkani. Jsou-li navic nékteré zuby
vice zatézovany vlivem Spatného skusu, dochazi pti parodontitidé ke zvySené resorpci
alveolarni kosti a tedy k rychlejsi ztraté zubu. Dal§im rizikovym faktorem mize byt také
atypicky tpon retni uzdicky nebo takzvané mélké vestibulum (prostor mezi dolnim rtem a
dasiovym Zlabkem) kdy je mechanickym tahem posSkozen dentogingivalni uzavér a tim je
usnadnéno pronikéani bakterii do gingivalni tkang. (Skach a kol. 1984) Problémy mohou
zpusobit 1 Spatné zhotovené zubni vyplné€ a protetické ndhrady, které mohou mechanicky

poskozovat tkanég, ale také na nich miZe ve zvySené mife ulpivat zubni plak (Slezdk 1995).

2.1.2.3.2 Chronické dychani usty

Dychani usty zpiisobuje zvysené sucho v Ustech, sliny tak nedostatecné plni svou

oplachovaci a antibakterialni funkci a bakterie snadnéji ulpivaji na zubech (Slezék 1995).
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2.1.2.3.3 Koureni

Koufeni ma negativni vliv na fadu onemocnéni a ani parodontitida neni vyjimkou.
parodontitidy. Az 40 % ptipadl chronické parodontitidy mize souviset s koufenim (Heasman
a kol. 2006). Cigaretovy koui obsahuje vice nez 4000 toxickych latek, jako je napiiklad
nikotin, oxid uhelnaty, kyslikové radikély a rizné karcinogeny. Existuje hned nékolik
mechanismu, kterymi pisobi na parodontalni zdravi. Nikotin zpisobuje vazokonstrikci cév,
vedouci k tomu, ze dasn¢ kuraka obvykle méné krvaceji a jsou tak skryty projevy gingivitidy.
To znesnadnuje vcasnou diagnostiku parodontitidy a v€asné zahajeni 1€cby. Tento d¢j také
muze do jisté miry vysvétlit snizené mnozstvi kysliku v parodontalni tkédni a tedy
uptednostnéni nadmérného riistu anaerobnich bakterii, jako je naptiklad 7. denticola, P.
gingivalis ¢i T. forsythia, které jsou povazovany za nejvyznamnéjsi parodontalni patogeny.
Koufeni plsobi také na imunitni systém. Ovlivituje produkci cytokinil, zvySuje napiiklad
produkci TNF-a, ktery ptispiva k destrukci parodontalnich tkani, a mimo jiné také inhibuje
proliferaci, chemotaxi a pfipojeni fibroblastt (zdkladnich bun¢k vazivové tkan¢). Kromé toho,
ze kouteni zvysuje riziko vzniku parodontitidy a zhorSuje jeji prub€h, ma negativni vliv také
na jeji lécbu a hojeni parodontalnich tkani. Jednim z diivodi je nikotin, ktery se vaze na
povrch kofene zubu a znesnadiiuje tak regeneraci. (Genco a Borgnakke 2013) Studie ukazuji,
ze odvykani koufeni ma na 1écbu parodontitidy pozitivni vliv a mélo by se tak stat soucasti

této 1écby (Albandar a kol. 2000).

2.1.2.3.4 Psychologické faktory

Stejné jako u jinych onemocnéni, 1 v tomto piipad€ ma stres negativni dopad na stav
pacienta. Emocionalni stres ovliviiuje imunitni systém a nachylnost k infekci. Studie ukazaly,
ze osoby pod psychickym stresem maji vétsi pravdépodobnost vyraznéjsi ztraty
parodontalnich tkani a alveolarni kosti (Hatem 2012). Jednim z moznych diivodi je zvySena
produkce prozanétlivych mediatort (napt. IL-6) u osob pod zvySenou psychickou zatézi
(Kiecolt-Glaser a kol. 2003). Moznym divodem je také to, Ze vysoce stresované osoby

jednoduse tolik nedbaji na spravnou a pravidelnou ustni hygienu (Hatem 2012).

2.1.2.3.5 Obezita
Obezita predstavuje jedno z nejvyznamnéjSich rizik moderni spolecnosti. Jeji
prevalence se stale zvySuje a pfedstavuje problém zejména u déti a mladistvych. Obezita je

uznéavana jako rizikovy faktor mnoha onemocnéni, véetné parodontitidy. Pficin je hned
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nékolik. Pfi obezité je snizen prutok krve do parodontélnich tkani, coz podporuje rozvoj
parodontalniho onemocnéni. Dale miize zvysit imunologické ¢i zanétlivé poruchy. Volné
mastné kyseliny ptispivaji nejen k obezité, ale 1 k inzulinové rezistenci tim, ze zvysuji
destrukci B bun¢k pankreatu. Inzulinova rezistence pak ptispiva ke generalizovanému
hyperzanétlivému stavu (Hatem 2012). Dal§im problém je, ze tukova tkan produkuje fadu
latek, které maji vliv na metabolismus celého téla, véetn¢ imunitniho systému. Pikladem jsou
leptin, IL-6, TNF-a, adipsin, komplement faktor C3 a angiotensinogen. Mnoho z téchto
produktii je vylucovano v poméru k mnozstvi piitomné tukové tkané. Vzristajici mnozstvi
tukové tkané tedy muze také indukovat hypezanétlivou reakci pii onemocnéni parodontu
(Ritchie a Kinane 2003). Na druhou stranu existuji urcité diikkazy o tom, Ze cytokiny, jako je
IL-1PB a interferon vy, a lipopolysacharidy gramnegativnich bakterii, které jsou ve velkém
mnozstvi pfitomny pfi parodontalni infekci, mohou interferovat s metabolizmem lipidd. To

muze dale zvySovat obezitu a zdravotni problémy s ni souvisejici (Hatem 2012).

2.1.2.3.6 Socidlné- ekonomicky status (SES)

Mnoho chorobnych stavi je spojeno se socialné- ekonomickym statusem. Obecné
stav nez chudsi vrstvy spole¢nosti. Vyjimkou nejsou ani parodontalni onemocnéni.
Gingivitida a Spatna ustni hygiena jasné souvisi s niz§im SES, ale vztah mezi parodontitidou a

SES je méné ptimy. (Hatem 2012)

2.1.2.3.7 Diabetes mellitus

Diabetes mellitus je jiz fadu let uznavany rizikovy faktor pro vznik a progresi
parodontitidy. U diabetikli byla zjiSténa vys$si zavaznost a rozsah onemocnéni. Rozvoj
parodontitidy souvisi s délkou onemocnéni a mirou kompenzace, u Spatn€¢ kompenzovanych
diabetikt je riziko vzniku parodontitidy 2-3x vyssi (Poskerova a kol. 2014). Hlavni pfic¢inou
je dlouhodoba hyperglykemie, ktera ovliviiuje fadu biochemickych reakci a podmiiiuje vznik
tzv. pozdnich produkti glykace (advanced glycation end products — AGEs). Tyto stabilni
proteiny obsahujici sacharidy mohou nasledné ovliviiovat celou fadu dalSich bun¢k a jsou
obvykle povazovany za hlavni vazbu mezi riznymi diabetickymi komplikacemi. AGEs
mohou strukturalné i1 funkéné poskozovat cévy. Tyto zmény redukuji priitok krve a snizuji
moznost migrace leukocytli a imunitnich faktori do postizené tkané (Mealey a Oates 2006),
coz posiluje virulenci bakterii a umoziuje jejich rychlejsi mnoZeni (Poskerova a kol. 2014).

ZvySeni permeability kapilar vede k poruSeni bariérovych funkei a tkanové integrity, to ma za
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nasledek zvySenou nachylnost k infekci a opozdéné hojeni ran. Porusen je také metabolismus
kolagenu, hlavniho strukturalniho proteinu zavésného aparatu zubu. Syntéza kolagenu je
snizena a navic je u diabetikt zvySena hladina kolagenazy, kterd ho rozklada. Nasledkem je
rychlejsi progrese a pomalejsi 1écba parodontalnich onemocnéni. PostiZzeny jsou také bunky
imunitniho systému, které jsou vazbou s AGEs aktivovany a syntetizuji tak velké mnozstvi
zanétlivych mediatord, predevsim IL-1f, IL-6 a TNF-a zptsobujicich nepfiméfenou imunitni
odpovéd’. Pasobenim AGEs je negativn€ ovlivnén i kostni metabolismus. U diabetikt byly
zjistény zmény ve slozeni sulkularni tekutiny, obsahuje vyssi hladinu glukozy, kolagenaz a
zanétlivych mediatorti. VSechny uvedené zmény usnadiiuji ptisobeni mikroorganismi

a zvySuji jejich patogenni potencial (Mealey a Oates 2006).

2.1.2.3.8 Genetické faktory

Vliv genetiky je vyznamny zejména u agresivni formy parodontitidy, kdy jsou rodice,
potomci a sourozenci jedincli postizenych agresivni parodontitidou povazovani za vysoce
rizikové pro rozvoj této formy onemocnéni (Kinane a Hart 2003). U chronické formy

parodontitidy neni vliv genetiky stdle zcela objasnén.

Studie Shearer a kol. (2011) zahrnujici 625 jedinct dospéla k zavéru, Ze rodice se
Spatnym parodontdlnim zdravim maji tendenci mit také potomky se Spatnym parodontalnim
zdravim. Rodinny vliv v§ak nezahrnuje pouze genetické faktory, ale ovliviiuje také Zivotni
styl zahrnujici naptiklad hygienické ¢i stravovaci navyky, které mohou nasledné ovliviiovat
parodontalni stav dané¢ho jedince. Uvedena studie v§ak nedokazala rozlisit genetické a
environmentalni faktory. Studie zabyvajici se vlivem genetiky na parodontitidu se nejvice
zaméfily na polymorfizmy gend, jejichZ produkty hraji roli v regulaci imunitniho systému
(cytokiny, receptory) a v metabolismu parodontalnich tkani. Tyto genové polymorfismy
mohou vést ke zménam kdédovaného proteinu nebo ke zmé&nam v jeho expresi, a ovlivnit tak
imunitni reakci a vyvoj onemocnéni (Gongalves a kol. 2017). Mezi nejvice zkoumané geny
patii gen pro IL-1 (IL-1 ma kli€¢ovou roli ve vrozené i adaptivni imunit€ a v patogenezi
infek&nich onemocnéni), kdy je urcity genotyp oznac¢ovan jako pozitivni, asociovany
s parodontitidou. Vysledky studii v§ak nejsou zcela jednoznacné a urceni tohoto genotypu
jako jasného rizikového faktoru ztézuje také fakt, ze byl prokazan predevsim u bélocha
(Heitz-Mayfield 2005, Karimbux a kol. 2012, Razzouk 2016). Dalsi studie naznacuji, ze
polymorfizmy IL-6, IL-10, receptoru vitaminu D, receptoru CD-14 a Fc receptorti

imunoglobulinu G (IgG), mohou také hrat roli pfi rozvoji chronické parodontitidy. Nicméné
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vysledky se mohou lisit mezi etnickymi skupinami a mohou byt také ovlivnény faktory
prostiedi (Heitz-Mayfield 2005, Nibali a kol. 2009, Genco a Borgnakke 2013, Gongalves a
kol 2017).

Kromeé toho, Ze urcité genetické varianty mohou ovliviilovat metabolismus a reakce
imunitniho systému, mohou pravdépodobné ovliviiovat také bakterialni slozeni. Naptiklad
zvysena zanétliva odpoveéd’ na akumulaci plaku u jedinct nesoucich specifické genové
polymorfismy muze zvysit pravdépodobnost pieriistani urcitych bakterii, které dobie rostou v
zanicenych oblastech. Pfikladem miZze byt spojitost hyperinflamacni genetické varianty IL-6
a zvySené detekce parodontalnich bakterii Aggregatibacter actinomycetemcomitans a P.

gingivalis (Nibali a kol. 2009).

2.1.2.3.9 Vék

Existuje divodné podezieni, ze nariistajici vék by mohl byt rizikovym faktorem pro
parodontitidu. V pribéhu starnuti dochézi v parodontalnich tkanich k fadé fyziologickych,
biochemickych a imunologickych procest, které ovliviiuji jejich stav. Tyto zmény zvysuji
ztratu parodontalni vazby a kostni hmoty u starSich pacientli s parodontitidou. Starnuti
funkéné 1 strukturdlné ovliviiuje naptiklad fibroblasty, hlavni buniky syntézy parodontalnich
pojivovych tkani. Fibroblasty starSich osob vykazuji snizenou produkci kolagenu a zaroven
zvySenou rychlost jeho intracelularni fagocytdzy, coz negativné ovlivituje rovnovahu mezi
syntézou a degradaci kolagenu v pojivové tkani. (Huttner a kol. 2009) S vékem se také trvale
sniZuje tvorba kosti, coz vede ke znacné ztrat€ kostni hmoty. Je to ddno zménami
v diferenciaci a proliferaci osteoblastl a osteoklastil a také endokrinnimi zménami spojenymi
s vékem (zvySené hladiny parathormonu, snizena produkce estrogenu u Zen po menopauze,
nedostatek vitaminu D a vapniku) (Huttner a kol. 2009, Genco a Borgnakke 2013). Starnuti
ovlivityje také imunitni systém. Dochazi k snizeni poctu T a B-lymfocytli, makrofagt,
neutrofild a NK bun¢k v periferni krvi, coz ohrozuje reakci imunitniho systému na pfitomnost
patogent. Naopak parodontalni vazivové bunky starSich lidi vykazuji pti bakterialni stimulaci
vy$si produkce zanétlivych medidtorii (L-1 (B), IL-6 ¢i prostaglandin E2), podilejicich se

degradaci extracelularni matrix a na resorpci alveolarni kosti (Huttner a kol. 2009).

Ackoliv je parodontalni onemocnéni spojovano s vyssim vékem a samotné starnuti je
zodpovédné za urcitou ztratu parodontalnich tkani a alveolarni kosti, neni zavazna

parodontitida pfirozenym disledkem starnuti. Uéinky starnuti na parodontalni tkané vak
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mohou zhorsit regeneraéni schopnost tkdni a kostni ztratu u pacientii s parodontitidou

(Huttner a kol. 2009).

Pti posuzovani jednotlivce nachylného k rychlé progresi onemocnéni je vék dilezitym
faktorem. Uroven destrukce tkdné ve vztahu k véku pacienta je dobrym ukazatelem budouci
progrese onemocnéni. U mladého pacienta s agresivni formou parodontitidy a pokrocilou
ztratou parodontalnich tkani hrozi vyssi riziko horsi a rychlejsi progrese onemocnéni a ztraty
chrupu, nez u starSiho pacienta s chronickou parodontitidou a stejnym stddiem poskozeni

tkani (Heitz-Mayfield 2005).

2.1.2.3.10  Pohlavi

U muza v§ech vékovych kategorii, ras/etnickych skupin a zemépisnych lokalit byla
zjiSténa vyssi prevalence parodontitidy a vyssi zdvaznost destrukce parodontu, nez u Zen.
Spise nez s genetikou to souvisi s méné pozitivnim postojem k ordlnimu zdravi, horsi Gstni
hygienou a s postoji k ndvstévam zubnich 1ékaiti (Albandar 2005, Genco a Borgnakke 2013).
Existuji 1 jisté docasné syndromy souvisejici s hormonalnimi stavy, jako je gingivitida
spojend s t¢hotenstvim i gingivitida v puberté, kterd vSak miize postihnout déti obou pohlavi

(Albandar 2005).

2.1.2.3.11  Etnicka piisluSnost

Prevalence a zadvazZnost se u n¢kterych etnickych/rasovych skupin lisi. Lidé afrického a
latinskoamerického ptivodu vykazuji vyssi prevalenci parodontitidy a vyraznéjsi poskozeni
parodontalnich tkéni nez naptiklad bélosi (Albandar 2002). Tento fakt mize byt castecné
pfipisovan socioekonomickym, behavioralnim a jinym rozdilim. Na druhé strané existuji
dikazy, Ze zvySené riziko mize byt Castecné spojené s biologickou/genetickou predispozici

(Albandar 2002, Hatem 2012).

2.1.2.3.12  VyZiva

PtestoZe vliv vyZivy na parodontitidu neni definovan tak dobfe, jako naptiklad vliv
koufeni ¢i diabetes mellitus, je ziejmé, Ze i charakter stavy a jeji slozeni ovliviiuje
parodontalni zdravi. Nedostatek dulezitych zivin, mize pacienta predisponovat k rychlejsi
progresi jiz existujici parodontitidy a také ovlivilovat vysledek 1é€by (Neiva a kol. 2003,

Ritchie a Kinane 2003, Najeeb a kol. 2016).
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Nejvétsi pozornost je vénovana vitaminiim, které jsou nezbytné pro fadu klicovych
metabolickych procesi v lidském téle, véetné parodontalnich tkani. Vitaminy A, C a E mimo
jiné pusobi jako antioxidanty. Tyto antioxidanty pomahaji chranit tkan¢ proti pisobeni tzv.
reaktivnich forem kysliku (ROS!, Reactive Oxygen Species), které jsou vylucovany
z polymorfonuklearnich leukocytii v reakci na pfitomnost bakterii (Ritchie a Kinane 2003,
Najeeb a kol. 2016). Vitamin C je navic nezbytny pro tvorbu kolagenu a mezibunécného
materidlu a zlepSuje také odolnost viic¢i infekci. Pii nedostatku téchto vitamini mohou byt
vyse uvedené funkce ohrozeny/omezeny. Nedostatky vitamint skupiny B mohou ovlivnit
metabolismus bilkovin, sacharidi a tuki a snizit odolnost vicéi infekci v diisledku narusené
tvorby protilatek a nékterych funkei neutrofilti (Neiva a kol. 2003). Rada vitamin® (zejména
vitaminy skupiny B a vitamin C) se podileji na procesu hojeni ran a regenerace, pfii jejich
nedostatku se tedy miize zhorsit pribéh 1écby a doba hojeni. (Neiva a kol. 2003, Najeeb a kol.
2016).

Negativni dopad miiZze mit i nedostatek mineralii a stopovych prvkl. Nebezpecny
muze byt zejména nedostatek vapniku, ktery je nutny pro udrzovani a tvorbu kalcifikovanych
tkani jako jsou kosti a zuby. Funkce vapniku je zavisla na vitaminu D, ktery zajist'uje jeho
vstiebavani ve stfeveé (Najeeb a kol. 2016). Nedostatek vapniku vede (zejména u Zen po
menopauze) k zvySenému riziku osteopordzy a tim i parodontitidy (Genco a Borgnakke
2013). Dale naptiklad nedostatek zeleza vede kromé anémie také k snizeni aktivity
antioxidacnich enzymu a tim ke zvysSeni oxida¢niho stresu a zhorSeni parodontitidy.
Nedostatkem fluoru mohou byt ovlivnény i jeho funkce, jako je posileni zubni skloviny a
zubniho cementu. Fluor ma navic antibakterialni G€inky-inhibuje riist a adhezi bakterii

(Najeeb a kol. 2016).

Pokud jde o specialni stravovaci navyky, De Filippis a kol. (2014) zkoumali
bakterialni slozeni slin u populace s béznymi stravovacimi navyky, ovo-lakto-vegetarianti a
vegant, a dospéli k nazoru, Ze tyto stravovaci ndvyky nijak zdsadné neovliviiuji sloZeni
oralniho mikrobiomu. U vegant hrozi vlivem stravovacich navyku urcité riziko nedostatku
B12 (Hujoel a Lingstrom 2017), coZ mliZze mit teoreticky vliv na parodontalni zdravi, nebot’
studie Zong a kol. (2016) zjistila, ze nizké sérové hladiny vitaminu B12 byly spojeny se

zhorSenim parodontélniho stavu zubi a jejich zvySenou ztratou.

I ROS ni¢i patogeny béhem fagocytdzy. Kromé toho, Ze jsou vylu¢ovany do fagozomu, dostavaji se také do
extracelularniho prostiedi, kde pfispivaji k destrukci tkdn€ a stimuluji produkci prozanétlivych cytokind.
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2.1.2.4 Parodontitida jako rizikovy faktor pro dalSi nemoci

Stejné tak, jako nékteré nemoci mohou zvysovat riziko vzniku parodontitidy, mize

parodontitida ovliviiovat vznik a vyvoj dalSich onemocnéni.

Lidem trpicim parodontitidou hrozi vyssi riziko vzniku kardiovaskularnich
onemocnéni nez tém, ktefi jsou parodontalné zdravi (Hatem 2012). Zanét vyvolany
parodontitidou muze fungovat jako brana pro ustni bakterie (nejcastéji viridujici streptokoky),
které se tak dostavaji do krevniho fecisté a do srdce, coz vede ke vzniku kardiovaskularnich

onemocnéni jako je aterosklerdza nebo infekéni endokarditida (Dhotre a kol. 2017).

Mezi onemocnénim diabetes mellitus a parodontitidou funguje obousmérny vztah.
Dlouhodobé ptitomnost bakterii a tedy i dlouhodob¢ trvajici zanét je pric¢inou toho, Ze jsou ve
velkém mnozstvi vyplavovany prozanétlivé medidtory imunitniho systému (IL-1, IL-6, IL 12,
IL-18, TNF-a a dalsi). Rada z téchto latek se dostava do krevniho ob&hu a piispiva ke vzniku
glukézovy metabolismus, mohou zptsobit poskozeni B bun¢k pankreatu a indukuji
inzulinovou rezistenci (Mealey a Oates 2006, Engebretson a kol, 2007). Diabetici s té¢Zkou
formou parodontitidy jsou nachylnéjsi ke vzniku a rozvoji diabetickych komplikaci jako jsou

retinopatie, nefropatie, neuropatie a kardiovaskularni onemocnéni (Saremi a kol. 2005).

Parodontitida pfedstavuje zvySené riziko také pro predcasny porod a porod déti
s nizkou porodni hmotnosti (Hatem 2012). Jednim z diivodid mize byt to, Ze dasen je vlivem
hormoni (estrogen, pohlavni steroidy) béhem téhotenstvi vice permeabilni a umoziuje tak
zvysené riziko proniknuti parodontalnich patogent do krevniho fecisté a poté i do placenty.
Tato teorie je podpofena studiemi, u nichZ byly parodontalni patogeny nalezeny v plodové
vod¢ a u novorozenct. Dal§im divodem muze byt cytokiny indukované zvySena produkce
prostaglandinu (zejména prostaglandinu E2), hormonu, ktery mimo jiné stimuluje ¢innost

dé€lohy (Clothier a kol. 2007).
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2.1.2.5 Formy parodontitidy

Klasifikace parodontitidy je pomérné problematicka a v zévislosti na tom, jak se
vyvijely naSe znalosti o ni, se v pribchu let n€kolikrat zménila. V soucasné dob¢ se pouziva
klasifikace, ktera byla ustanovena roku 1999 na Mezindrodnim seminafi pro klasifikaci
parodontalnich onemocnéni a stavli (Armitage 1999). Podle této klasifikace rozliSujeme
chronickou a agresivni parodontitidu. Ackoliv jsou si obé formy v mnoha ohledech podobné,

maji fadu vyznamnych klinickych rozdil zahrnujicich:

o vek nastupu (detekce)

. miru progrese

. vzorec nic¢eni

o klinické projevy zénétu

. relativni vyskyt zubniho plaku a zubniho kamene.
o frekvence vyskytu

Parodontitida miize postihnout jeden nebo jen nékolik zubt, ale stejné tak mize
ovlivnit cely chrup. Pokud je postizeno méné€ nez 30 % mist/zubtli je onemocnéni povazované
za lokalizované. Pokud je postiZeno vice nez 30 %, je tato forma oznacovana za

generalizovanou (Nath a Raveendran 2011).

2.1.2.5.1 Chronicka parodontitida

Chronicka parodontitida se nej€astéji vyskytuje u dospé€lych, ale ob&as miize byt
pozorovana 1 u dospivajicich, zcela vyjimecné u déti. K posouzeni rychlosti progrese je
potieba predchozi vySetfeni a /nebo RTG snimek, coZ vSak ¢asto neni k dispozici. Rychlost
progrese je tedy vétSinou posouzena na zéklad€ véku pacienta a miry poskozeni v tomto véku
(Slezdk 1995, Van der Velden 2017). Ztrata tkani parodontu je ve vétSing ptipadi relativné
pomala a ke ztrat€ chrupu mize dojit az v fadu nékolika let. Progndza onemocnéni je pti
v€asné diagndze a adekvatni terapii dobra, relativné ¢asto choroba stagnuje i bez fadné terapie
(Slezéak 1995). Pritomnost subgingivalniho zubniho kamene je pomérné ¢astym nalezem. Tato
forma muZe byt spojena s mistnimi predispozi¢nimi faktory (anatomické odchylky chrupu,
iatrogenni faktory), se systémovymi nemocemi (Diabetes mellitus, HIV) a dal$imi rizikovymi

faktory (koufeni, emoc¢ni stres). Chronické parodontitida je uzndvana jako nejcastéji se
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vyskytujici forma tohoto onemocnéni a jeji prevalence a zdvaznost se zvySuje s vékem

(Highfield 2009, Nath a Raveendran 2011).

2.1.2.5.2 Agresivni parodontitida

Agresivni parodontitida je vzacnéjsi forma tohoto onemocnéni, avsak mnohem
generalizovand forma nejcastéji postihuje mladsi dosp€lé (vétsinou do 30 let) lokalizovana
agresivni parodontitida miva zacatek dokonce jiz v obdobi puberty. Pro agresivni
parodontitidu je charakteristicka rychla progrese onemocnéni, rychla ztrata chrupu a také
sklon k recidivam. Prognéza choroby zavisi na v€asnosti diagnézy a adekvatni terapii,
pred¢asnym ztratam chrupu se vSak nékdy nelze vyhnout. (Slezak 1995) U této formy je
sledovan urcity rodinny vyskyt. Byva pozorovan nesoulad mezi mnozstvim mikrobidlnich
usazenin a zavaznosti destrukce parodontalnich tkani, zubni kdmen je nalézan v malém
mnozstvi nebo viibec. Toto plati zejména pro lokalizovanou agresivni formu, u které byva

v

Raveendran 2011).

Rizikové faktory jako je stres, koufeni, nékteré Iéky mohou negativné ovlivnit 1
agresivni parodontitidu. Obecné vSak plati, ze genetické faktory hraji roli zejména ve vyvoji

parodontitidy u mladych jedincii, zatimco faktory souvisejici s Zivotnim stylem se stavaji

vvvvvv

Mikroskopicky obraz tkani ziskanych z mist postiZenych chronickou ¢i agresivni
parodontitidou se nijak vyznamné nelisi. Co se tyka imunologie, mezi t€émito formami se
vyskytuji jen mirné rozdily, které nenaznacuji odliSnou imunopatologii. Podobné
imunohistologické profily tedy naznacuji podobné patologické mechanismy. Existuji ale
rozdily v rychlosti, se kterou dochazi k tbytku kostni tkang, divody pro to vSak nejsou stale
jasné (Armitage a kol. 2010). Rozdilim v mikrobiologii se podrobnéji vénuje kapitola

1.2.4.1..
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2.1.2.6 Lécba parodontitidy

Lécba parodontitidy spociva v co nejefektivnéj$im odstranéni supragingivalniho i
subgingivalniho biofilmu. Je dalezité si uvédomit, Ze parodontitida je proces nevratny a
poskozena kost jiz znovu nenaroste. Cilem 1é¢by je tedy zastaveni destrukce tkani a resorpce
kosti. Uspéch terapie zavisi na véasné diagnoze (s ptibyvajici hloubkou chobotu klesa

pravdépodobnost spéchu), vhodné 1€¢be a také na spolupraci pacienta.

Na prvnim misté je vZzdy mechanickd 1é¢ba. Metodu zvanou SRP (scaling and root
planing) provadi zubni Iékat ¢i dentdlni hygienistka a je provadéna v lokalni anestezii. Jesté
pted touto metodou je nutné extrakce zubt, které jiz nelze zachranit, eliminace vSech dalSich
faktori, které¢ by mohly mechanicky poskozovat dasné¢ (korunky, vyplné...), oSetfeni zubnich
kazi a odstranéni supragingivalniho plaku. SRP vede k odstranéni obsahu parodontalniho
chobotu a k oSetieni povrchu kofene zubu odstranénim svrchni vrstvy intoxikovaného
cementu, popt. i dentinu (scaling). Nasleduje jemné mechanické vyhlazeni ocisténého
povrchu kofene (root planing). Hladky povrch znesnadiiuje bakteriim znovu rychle pfilnout k
oSetfenému zubu. K SRP se pouzivaji jak riizné rucni néstroje (kyrety), tak néstroje
aktivované ultrazvukem. Rozdil v G€innosti mezi ru¢nimi a ultrazvukovym nastroji neni nijak
zasadni, pro nejefektivnéjsi vycisténi se doporucuje pouzit jejich kombinaci (Slezak 1995,

Tunkel a kol 2002).

V nékterych piipadech se doporucuje podpiirna antibioticka terapie. Antibiotika se
mohou podavat lokaln€ nebo systémové. Lokalni antibiotika byvaji ve formé tstni vody,
zubni pasty ¢i gelu. Vyhodou lokalni aplikace je nizsi davka antibiotika aplikovana v misté
potieby. Lokaln¢ se nejCastéji pouziva chlorhexidin, ktery piisobi na grampozitivni i
gramnegativni bakterie. Je vSak nechvaln€ znam pro své vedlejsi u€inky jako je reverzibilni
pigmentace jazyka, tkani, zubli a ovlivnéni chuti. Vyhodou systémové podavanych antibiotik
je dlouhodobé a dostate¢na koncentrace antibiotik v tkanich a télnich tekutinach a ptisobeni
antibiotik i na rezervoar, nevyhodou jsou vSak vyssi ddvky podavaného antibiotika a moZznost
vedlejsich ucinkd. Systémove se pouziva naptiklad kombinace amoxicillinu a metronidazolu.
Systémov4 antibiotika se pouZzivaji zejména u pacientil s agresivni parodontitidou a t¢zkou
chronickou parodontitidou. Je dulezité zduraznit, Ze samotnou antibiotickou 1é€bou bez
mechanického odstranéni biofilmu nelze dosahnout kyzeného vysledku (Mutschelknauss a

kol. 2002, Stein a Jervee-Storm 2011).
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V piipadé€ neuspechu vyse uvedené 1écby byva nutné pristoupit k chirurgické 1é¢be.
Indikaci jsou perzistujici parodontalni choboty o hloubce vétsi nez 6 mm. Rozhodovani zavisi
také na poctu a lokalizaci téchto chobotti. Moderni chirurgické postupy umoziuji nahradit
poskozené tkan¢ zaveésného aparatu pomoci fizené tkanoveé regenerace, kdy se odstrani
vSechna postizend tkan, ocisti se povrch kotene zubu a €isty chobot se vyplni vhodnym

materidlem (Stein a Jervee-Storm 2011).

Lécba parodontitidy je ndkladna, dlouhodoba a vyzaduje vytrvalou a peclivou domaci
péci. Dulezita je motivace pacienta a jeho fadné pouceni o spravné péci o chrup. I pies
veskerou snahu nelze stav parodontu vzdy vratit do ptivodniho stavu, kostni ztrata je
nevratna, a jestlize onemocnéni dosdhne uré¢itého bodu, miizeme pozorovat trvalé nasledky i u

gingivalnich tkani (napf. odhalené krcky).

2.1.2.7 Prevence parodontitidy

Mezi hlavni preventivni opatieni patii pravidelna dentdlni hygiena. Dulezit4 je spravna
technika ¢iSténi zubi a také pouzivani mezizubnich kartadckd, popt. zubni nite. K vycisténi
Spatné€ dostupnych mist mize slouzit jednosvazkovy tzv. solo kartdc¢ek. Vhodné jsou i
vyplachy ustni vodou. Dilezité jsou také pravidelné navstévy zubniho lékate a dentalni
hygienistky, ktefi mohou vcas odhalit vznikajici problém a zastavit progresi vznikajiciho
onemocnéni. Jako u vEétSiny dalSich onemocnéni i zde 1ze doporucit zdravy Zivotni styl, tedy

pestrou a vyvazenou stravu a vyvarovani se rizikovym faktortim jako je koufeni.

2.2 Bakterie

Na zékladé tradi€nich kultivaénich studii a modernich molekularnich metod bylo
identifikovano vice nez 700 bakteridlnich druhd pochazejicich z dutiny tustni. (Paster a kol.
2006). Rozmanitost a ¢etnost téchto druhii se miize mezi jedinci zna¢né lisit a zavisi na celé
fadé¢ faktord, jako je zdravotni stav, Groven Ustni hygieny ¢i napiiklad v&k. U kazdého jedince
se vyskytuji desitky az stovky téchto druhti. Urcitou mikrobidlni rozmanitost mizeme také
pozorovat jednak v ¢ase a jednak mezi riznymi misty stejného jedince (Paster a kol. 2006,
Jorth a kol. 2014) Jazyk, zuby, sliznice, patro nebo ddseii mohou vykazovat do ur€ité miry
rozdilné bakterialni osidleni a Cetnost urc¢itych druhti. Jisté rozdily mohou byt i mezi
linguélnim a vestibularnim povrchem stejného zubu. Tato rozmanitost je dana riznymi
fyzikalng&- chemickymi vlastnostmi na riznych mistech, ktera se mohou li§it mimo jiné

hodnotou pH, mnozstvim kysliku, teplotou ¢i redoxnim potencidlem. (Simon-Soro a kol.

2013)
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2.2.1 Tvorba zubniho plaku

Tvorba zubniho plaku se vyznacuje urcitou posloupnosti. Prakticky ihned po vyc¢isténi
zubt se na jejich povrchu zaéne tvofit tenkd vrstva, tzv. pelikula. Hlavnimi slozkami této
vrstvy jsou proteiny a glykoproteiny, které pochazeji prevazné ze slin. Vytvoreni pelikuly
méni povrchové vlastnosti zubu a umoziuje adhezi bakterii. Bakterie jsou nejprve k pelikule
pfitahovany fyzikalné-chemickymi interakcemi a az poté dochazi ke specifické adhezi. Tuto
adhezi umoziuji reakce mezi bakteridlnimi adheziny a receptory obsazenymi v pelikule. Mezi
pocatecni kolonizatory patii grampozitivni fakultativné anaerobni bakterie, zejména oralni
streptokoky (zvlasté Streptococcus mitis, Streptococcus oralis a déle Streptococcus sanguinis
a Streptococcus gordonii) a nasledné aktinomycety (naptiklad Actinomyces naeslundii).
Streptokoky jsou méné citlivé na pritomnost kysliku nez vétSina ustnich bakterii, podileji se
na zméné prostiedi a tvoii tak zéklad pro dal$i vyvoj biofilmu (Kolenbrander a kol. 2006,
Kriebel a kol. 2018). K tomuto zdkladu se postupné ptipojuji dalsi a dalsi bakterie roda
Gemella, Granulicatella, Neisseria, Rothia, Veillonella, Haemophilus, Aggregatibacter aj.
(Diaz a kol. 2006, Kolenbrander a kol. 2006). Rada bakterii nema schopnost vzajemné
koagregace, a proto jsou pro tvorbu a zrani Gstniho biofilmu velmi dilezité bakterie rodu
Fusobacterium, zejména Fusobacterium nucleatum. Tyto tenké, dlouhé ty¢ky nesou na svém
povrchu fadu adhezini, které jsou rozpoznavany receptory jak casnych, tak pozdnich
kolonizatort a fusobakterie tak tvoii jakysi ,,most™ mezi témito bakteriemi (Kolenbrander a
kol. 2006). Podobnou funkci maji pravdépodobné také bakterie rodu Corynebacterium,
zejména Corynebacterium matruchotii (Kriebel a kol. 2018). Mezi pozdé&jsi kolonizatory patii
napiiklad rody Prevotella, Campylobacter, Treponema, Porphyromonas ¢i Tannerella
(Kolenbrander a kol. 2006). Dtlezitou ulohu v biofilmu maji pravdépodobné také bakterie
rodu Fretibacterium. Tyto bakterie tvoii palisddovou linii ve vrchni vrstvé biofilmu, kde jsou
v tésném kontaktu s butikami imunitniho systému, coz naznacuje jejich moznou lohu pfi

interakcich mezi hostitelem a biofilmem (Zijnge a kol. 2010).

Pokud je zubni plak ponechén neruSen jeho mnoZstvi se stale zvétSuje, pocet
bakterialnich druhti nartsta a supragingivalni plak se rozsifuje do dasiiového zlabku. U
vzniklého subgingivalniho plaku pak miiZzeme pozorovat mnohem vys$i druhovou rozmanitost
oproti plaku supragingivalnimu (Kolenbrander a kol. 2006). Postupné, jak se zubni plak
vytvari, dochazi k pfechodu od grampozitivnich fakultativné anaerobnich druhil (zejména
koky) k pfevazujicim gramnegativnim anaerobnim bakteriim (ty€inky, vldknité bakterie,

spirochéty). Tento posun v mikrobidlni kompozici ma velky vyznam, nebot’ koreluje
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s vyskytem zanctu dasni a posléze parodontitidy. Byl znadm jiz v minulosti a pouziti
soucasnych modernich molekularnich metod ho potvrzuje (Socransky a kol. 1998,

Kolenbrander a kol. 2006, Kriebel a kol. 2018).

2.2.2 Vlastnosti bakterialniho biofilmu

Vyvoj biofilmu je umoznén diky mnoha bakteridlnim interakcim, které 1ze v zubnim
plaku pozorovat, a diky kterym je mozny vyskyt i téch bakterii, které by v daném prostredi
jinak neptezily. Nartst anaerobnich bakterii je dan jednak tim, Ze mnozeni bakterii a produkce
extracelularni matrix zvySuje vysku biofilmu a tedy znesnadnuje prunik kysliku, ale také tim,
ze bakterie, které spottebovavaji kyslik, vytvareji vhodné prostiedi pro rist striktnich
anaerobtl (Kolenbrander a kol. 2006). V zubnim plaku mizeme pozorovat i rizné nutri¢ni
interakce. Primarni Ziviny pro tyto bakterie jsou hostitelské proteiny a glykoproteiny, které
jsou u supragingivalniho plaku ziskdvany hlavné ze slin a u subgingivalniho plaku ze
sulkularni tekutiny. Pro katabolismus téchto strukturné slozitych substrati (zejména
glykoproteintl) je nutny koordina¢ni ucinek nékolika bakterialnich druhti a jejich enzymd.
Dalsi nutri¢ni interakci mize byt vztah, kdy se produkt metabolismu jedné bakterie stava
zdrojem zivin pro dalsi bakterii. Interakce mezi bakteriemi v§ak nemusi byt pouze synergicka,
ale miize byt naopak i antagonicka, kdy bakterie produkuji rtizné latky (naptiklad
bakteriociny), které jsou namitfené proti ,.konkurenénim* bakteriim. Antagonické reakce
mohou byt i prospésné, protoze mohou zabranovat exogennim druhtim kolonizovat tstni
dutinu. Blizkost bakterii v biofilmu poskytuje také idealni podminky pro horizontalni pfenos
gend. Ziskané geny mohou zvySovat adaptacni potencial ke zméndm v oralnim prostiedi,
mohou zvySovat bakteridlni rezistenci vii€i antibiotikiim a také ovliviiovat virulenci bakterii.
(Marsh a Zaura 2017) N¢které bakterie jsou navic schopné ovliviiovat expresi geni okolnich
bakterii a ovlivnit tak jejich virulenci a rtst. Bakterie v biofilmu tedy mohou vykazovat jiné
vlastnosti, nez pokud rostou samostatné (Kolenbrander a kol. 2006) a chovaji se spiSe jako
integrované komunity, nez jako nezavislé subjekty (Teles a kol. 2013). Jednim z vyznamnych
rozdili mezi biofilmem a planktonickym modelem je velmi vysoka tolerance biofilmi vici
antimikrobidlnim latkdm a vi¢i imunitnim mechanismtiim hostitele. Tato tolerance je dana
mimo jiné omezenim propustnosti téchto latek do biofilmu, jejich zachycenim a komunitni

degradaci ¢i nadmérnou expresi genil rezistence (Teles a kol. 2013).
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2.2.3 Dysbioza

Kolonizace ustni dutiny parodontalné zdravych jedinct je zalozena na vyvéazenych
interakcich mezi bakteriemi a hostitelem a mezi bakteriemi navzajem. Ackoliv jsou tyto
interakce dynamické, jako celek je tento systém v urcité stabilni rovnovaze a bez znamek
zanétu. Tato rovnovaha poskytuje ochranu proti mensim ekologickym porucham a pfispiva
tak k ordlnimu zdravi (Socransky a Haffajee 2005, Kriebel a kol. 2018). Pokud trvala
akumulace plaku a n¢které klicové environmentalni faktory prekroc¢i ur¢itou hranici (ktera
muze byt u kazdého jedince individudlni), mize dojit naruseni této rovnovahy. Nasledkem je
reakce imunitniho systému, zména prostiedi a zména ve slozeni biofilmu (Socransky a
Haffajee 2005, Marsh a Zaura 2017). Hostitel tedy mize ovlivnit mikrofloru a naopak
mikroflora miize ovlivnit hostitele, a to jak na lokalni, tak na systémové urovni. Bakterialni
kolonizace, kterd vyvolava lokalni zanétlivou odpoved, je touto odpovédi nasledné déle
ovlivnéna. (Socransky a Haffajee 2005) Zanétliva reakce je provazena zvySenym pritokem
sulkularni tekutiny, ale také malym zvySenim pH a teploty. Sulkularni tekutina pfinasi nejen
molekuly slouzici k obran¢ proti bakteriim (imunoglobuliny, slozky komplementu, cytokiny,
neutrofily), ale mize také slouzit jako substrat pro proteolytické bakterie. Zatimco citlivé
bakteridlni druhy mohou byt imunitnim systémem eliminovany (i kdyz nékteré mohou piezit
diky ochrané¢ sousednich odolnych druht), bakterie schopné tolerovat nebo dokonce vyuzivat
zanétlivé prostiedi vzkvétaji (zejména parodontalni patogeny). Tyto zmény prostiedi tedy
ovlivituji konkurenceschopnost bakterii a jejich vzajemné interakce a vedou ke zménam ve
sloZeni biofilmu a k dysbidze mezi ordlnim mikrobiomem a hostitelem. (Marsh a Zaura
2017). Dysbidéza mize byt definovana jako: ,,definitivni zména mikroflory v daném misteé,
ktera je doprovazena naruSenim hostitelsko-mikrobialniho vzajemného vztahu®. Typickym
rysem dysbiozy je preferencni ztrata mikroorganismd, které jsou v souladu s lidskym zdravim
(na daném mist¢) a odpovidajici narlist patogent, ktefi jsou ¢leny komenzalni mikroflory
s potencialem vyvolat patologii. (Mira a kol. 2017) Postupné tedy dochézi k nartstu bakterii
spojovanych s parodontitidou a k Gbytku (ptfipadné az uplnému zmizeni) bakterii spojovanych
s parodontalnim zdravim (Kirst a kol. 2015, Mira a kol. 2017). Tato teorie je mirn¢ v rozporu
s nazorem Abusleme a kol. (2013), ktery naznacil, Ze: ,,posuny ve struktuie spolecenstvi
z parodontélniho zdravi k parodontitidé se podobaji ekologické sukcesi s nastupem noveé
dominantnich taxonil v parodontitidé€, aniz by doslo k nahrazeni primérnich druhti spojenych

s parodontalnim zdravim®.
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Griffen a kol. (2012) naznacil, Ze zména slozeni oralniho mikrobiomu ve prospéch
zvySeného vyskytu parodontalnich patogenti pravdépodobné piedchazi prvnim klinickym
projeviim parodontalniho onemocnéni. To by znamenalo, ze jejich nalez by mohl slouzit jako

prognoza pro mozny nastup onemocnéni.

2.2.4 Oralni mikrobiom spojeny s parodontalnim zdravim a s parodontitidou

Desitky let vyzkumi jiz prokdzaly, Ze slozeni oralniho mikrobiomu se li$i u pacientti
s parodontitidou a u parodontalné zdravych jedincii. Zatimco oralni mikrobiom ve zdravi je
taxonomicky chudsi, u parodontitidy miizeme pozorovat mnohem pestiejsi druhové slozeni a
rozmanitost a také vétsi mnozstvi biomasy (Socransky a kol. 1998, Griffen a kol. 2012,
Abusleme a kol. 2013, Szafranski a kol. 2015). Pfi¢inou jsou vyse uvedené zmény prostiedi
zpusobené zanétem. Dal§im diivodem muze byt také fakt, ze vznikajici parodontalni chobot
poskytuje nova stanovisté a podminky, které umozni kolonizaci dalSich druhii (Socransky a

Haffajee 2005, Griffen a kol. 2012).

V roce 1998 Socransky a kol. definovali 5 skupin bakterii, tzv. komplexi, které se lisi
svym vztahem k parodontalnimu zdravi/ nemoci (obrazek 3). PtisluSnost ke konkrétnimu
komplexu byla definovéana na zaklad¢ ¢astého vyskytu prave spole¢né s dal§imi taxony
daného komplexu. Tato spole¢na asociace byla interpretovana jako existence konsorcii
bakteridlnich druhti plisobicich spole¢né, vzajemné prospéSnym zpiisobem. Komplex
nejsilngji spojeny s parodontitidou, Cerveny komplex, je sloZen ze tfi bakterialnich druht, a to
P. gingivalis, T. forsythia a T. denticola. Oranzovy komplex se sklada z Prevotella
intermedia, Prevotella nigrescens, Parvimonas micra, Campylobacter rectus, Campylobacter
showae, Campylobacter gracilis, Eubacterium nodatum, Streptococcus constellatus a z
nékolika poddruhl F. nucleatum. Zeleny komplex zahrnuje Capnocytophaga gingivalis,
Capnocytophaga sputigena, Capnocytophaga ochracea, Campylobacter concisus, Eikenella
corrodens a A. actinomycetemcomitans sérotyp a. Skupina streptokoki Streptococcus
intermedius, S. sanguis, S. gordonii, S. mitis a S. oralis tvoii zZluty komplex a Veillonella
parvula a Actinomyces odontolyticus tvoii komplex fialovy. Tyto dva posledni komplexy jsou
spojovany s parodontalnim zdravim. A. actinomycetemcomitans sérotyp b, Selenomonas noxia
a A. naeslundii nebyly na zakladé ziskanych dat ptifazeny k zadnému z uvedenych komplexi.
Nejen bakterie uvnitt komplex, ale i komplexy samotné vykazuji vzédjemné specifické
vztahy. Cerveny komplex je izce spojen s oranzovym. Bakterie erveného komplexu jsou jen

ziidka nalezeny za nepfitomnosti bakterii oranzového komplexu. Navic, jejich mnozstvi se
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zvysuje s naristajici kolonizaci oranzového komplexu. Udaje tedy naznaduji, ze druhy
oranzového komplexu predchazeji kolonizaci cerveného. Tyto dva komplexy jsou zaroven
oddé€leny od Zlutého a zeleného. Pozorované vztahy do jisté¢ miry napodobuji vzor ekologické
sukcese pii vyvoji zubniho plaku. 4. naeslundii a streptokoky Zlutého komplexu jsou Casni
kolonizatoti ndsledovani druhy fialového a zeleného komplexu. Poté dochazi ke kolonizaci
bakteriemi oranzového komplexu a nakonec v nékterych mistech i erveného. Cerveny
komplex koreluje s hloubkou parodontalniho chobotu- ¢im je hlubsi, tim stoupa prevalence
téchto druhi. Je také siln€ spojen s krvacenim pti sondovani. Podobné vlastnosti 1ze
pozorovat i u bakterii oranzového komplexu, avSak v mensi mite. (Socransky a kol. 1998)
Tato studie znamenala zasadni prilom v chapani slozeni ordlniho mikrobiomu pii
parodontalnim zdravi a parodontitidé, zejména diky zjisténi, Ze parodontitida neni zptisobena
pusobenim jediné patogenni bakterie (jak tomu byva u klasickych infekénich chorob), ale je

vysledkem spolupréce celé fady bakterii.

& oonoltcus

. Orai
S. sanguis C. gracilis C. rectus
St?m;?'s 5 P gingivalis
S. intermedius T. forsythia
S. constellatus Sl T denticola
lis C. showae
och l-{':l-'}-.
e A actino. b S. noxia

Obrazek 3 Bakterialna komplexy podle Socransky a kol.
1998
Cerveny a oranzovy komplex jsou nejvice asociované s
parodontitidou, zluty a fialovy naopak s parodontalnim zdravim.
Modfe jsou vyznaceny druhy Actinomyces, které netvoii komplex
jako takovy.
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Od této prukopnické studie byla publikovana cela fada praci, které se zamétily na
charakterizaci oradlniho mikrobiomu jak u zdravych jedinct, tak u pacientl s parodontitidou.
Nicméné tyto studie se mohou lisit v mnoha dulezitych faktorech jako je naptiklad v€k osob,
etnicka skupina, kutraci/ nekutaci ¢i zdravotni stav (diabetici, HIV pozitivni apod.). Lisi se
také kritéria, na zaklad¢ kterych bylo definovano parodontélni zdravi a parodontitida u
testovanych osob (rizné rozhodné hloubka parodontélnich chobotil, pocet postizenych zubii
atd.) RGzné jsou i pouzité diagnostické metody a v neposledni fadé také parametry, pomoci
kterych byly bakterie ptirazeny k jednomu ¢i druhému stavu. Vzhledem k témto faktorim je
tedy obtizné jednoznacné ptiradit dané bakterie k parodontalnimu zdravi ¢i naopak
parodontitidé. Oznaceni bakterii za parodontalni patogeny je zaloZeno predevs§im na jejich
vysoké prevalenci v mistech postizenych parodontitidou a naopak na jejich neptitomnosti
nebo vyrazné redukovaném vyskytu u parodontalné zdravych osob. Diky rychlému rozvoji
molekularnich metod (zejména téch sekvenacnich) vznika zdanlivé nekonecné rostouci
seznam téchto patogentl, nicméné dtlezitost nékterych druhi jako etiologickych Ciniteld

parodontitidy zustava diskutabilni a funkce fady bakterii pfi rozvoji parodontitidy je nezndma.

Nasledujici tabulky 1-9 piehledné shrnuji dostupné literarni udaje ze Ctyt studii, ve
kterych se, v kazdé jinym zpiisobem, autofi pokusili o pfifazeni konkrétnich oralnich taxonti
k parodontalnimu zdravi ¢i nemoci (Griffen a kol. 2012, Abusleme a kol. 2013, Szafranski a
kol. 2015, Kirst a kol. 2015). Tyto studie vyuzivaly pro stanoveni taxonomické kompozice
oralniho mikrobiomu metody paralelniho sekvenovani (454 pyrosekvenovani a [llumina)
usekli 16S rDNA. Na zakladé porovnani abundance konkrétnich taxonil ve zdravi a nemoci
pak autofi definovali bakterie asociované s parodontalnim zdravim a parodontitidou. Taxony,
kter¢ jesté nebyly kultivovany nebo pojmenovany jsou uvedeny pod jejich HOT (Human Oral
Taxon, viz dale) ¢islem. Tabulky jsou usporadany podle bakteridlnich kmenti a vztahuji se

k chronické formé parodontitidy.

Mezi nejrozsifenéjsi kmeny v Ustni dutin€ patii Firmicutes, Bacteroidetes,
Proteobacteria, Actinobacteria, Spirochaetes a Fusobacteria tvofici 96% oralnich taxoni
(Dewhirst a kol. 2010), mén¢ zastoupené kmeny pak jsou Chloroflexi, a TM7 (Mira a kol.
2017). Zatimco kmeny Spirochaetes, Synergistetes a Bacteroidetes jsou podle Griffen a kol.
(2012) asociovany s parodontitidou, Proteobacteria (Griffen a kol. 2012) a Actinobacteria
(Abusleme a kol. 2013) jsou spojovany spiSe se zdravim. V ramci kmene Firmicutes je tfida
Bacilli asociovéna se zdravim a tfidy Clostridia, Negativicutes a Erysipelotricchia

s parodontitidou (Griffen a kol. 2012).
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Tabulka 1 Bakterialni taxony asociované s parodontalnim zdravim a
parodontitidou u kmene Proteobacteria
Barevné zvyraznéni odpovidéa barvam komplexti podle Socransky a kol. (1998).
Zdroje: 1 (Abusleme a kol. 2013), 2 (Griffen a kol. 2012), 3 (Kirst a kol. 2015), 4
(Szafranski a kol. 2015). G + (grampozitivni) G — (gramnegativni)

Aggregatibacter’ 2 -
HOT 458 2

Desulfobulbus 2 -
HOT 041 1,2,3,4

Campylobacter -
rectus 2

Moraxella 2,4 -
osloensis 2

Acinetobacter 2 -
Junii 2

Lautropia 2 -
mirabilis 2

Burkholderia 2 -
cepacia 1

Kingella -
oralis 4

Haemophilus 2,4 -
parahaemolyticus |2

Neisseria -
flavescens 4

vvvvvv
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Tabulka 2 Bakterialni taxony asociované s parodontalnim zdravim a parodontitidou u
kmene Actinobacteria
Barevné zvyraznéni odpovida barvam komplext podle Socransky a kol. (1998).
Zdroje: 1 (Abusleme a kol. 2013), 2 (Griffen a kol. 2012), 3 (Kirst a kol. 2015), 4 (Szafranski a
kol. 2015). G + (grampozitivni) G — (gramnegativni)

Actinomyces 2 +
naeslundii 1,2,3,4
oris 4
odontolyticus 1
gerencseriae 1
massiliensis 2
HOT 169 3
HOT 170 1,2,3
HOT 171 3
HOT 175 3
HOT 177 1
israelii 4
cardiffensis 4

Rothia 2 +
aeria 2,3
dentacariosa 1,2,3

Brachybacterium 2 +
rhamnosum 2

Corynebacterium | matruchotii 3 +*
durum 3

Arthrobacter 2 +
wuluwensis 2

Bifidobacterium +
dentinum 2

Atopobium +
rimae 4

Slackia +
exigua 4

Olsenella 2 aF
uli 4




Tabulka 3 Bakterialni taxony asociované s parodontalnim zdravim a parodontitidou u kmene
Firmicutes (tfidy Clostridia, Mollicutes, Erysipelotrichia, Negativicutes)
Barevné zvyraznéni odpovida barvam komplexti podle Socransky a kol. (1998).
Zdroje: 1 (Abusleme a kol. 2013), 2 (Griffen a kol. 2012), 3 (Kirst a kol. 2015), 4 (Szafranski a kol.
2015). G + (grampozitivni) G — (gramnegativni) V (variabilni) B (bez bunééné stény)

Filifactor 2 4=
alocis 1,2,3

Eubacterium +
nodatum 1
saphenum 1,2
brachy 1,2
minitum 1
yurii subsp 2

Catonella 2 -
morbi

Parvimonas +
micra 1

Pseudoramibacter 2 +
alactolyticus 1

Mogibacterium 2 +
timidum 1,3,4

Peptostreptococcus 2 +
stomatitis 1,2
HOT 113 1
HOT 091 1
HOT 369 1

Johnsonella 2 -
HOT 166 1,2

Stomatobaculum 2 \%
HOT 373 1

Lachnospiraceae

[G-8] +
HOT 500 1,2

Mpycoplasma 2 B
faucium 1,4
salivarium 4

Erysipelotrichaceae

[G-1] +
HOT 905 4

Selenomonas 2 -
sputigena 1,2

Anaeroglobus -
geminatus 2

Megasphera 2 -

Veillonellaceae 2 -
HOT 129 2
HOT 132 1
HOT 155 1
HOT 148 4
HOT 918 4

Veillonella -
Parvula 3
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Tabulka 4 Bakterialni taxony asociované s parodontalnim zdravim a parodontitidou u
kmene Firmicutes (tfida Bacilli)

Barevné zvyraznéni odpovida barvam komplexti podle Socransky a kol. (1998)
Zdroje: 1 (Abusleme a kol. 2013), 2 (Griffen a kol. 2012), 3 (Kirst a kol. 2015), 4 (Szafranski a
kol. 2015). G + (grampozitivni) G — (gramnegativni)

Streptococcus 2
gordonii 3
mitis 2,3
sanguis 1,2,3
constellatus 1,4
HOT 65 4

Gemella 2
haemolysans 3,4
morbilorum 2

Granulicatella 2
adiacens 2,3

Tabulka 5 Bakterialni taxony asociované s parodontilnim zdravim a parodontitidou u kmene

Barevné zvyraznéni odpovida barvam komplext podle Socransky a kol. (1998)
Zdroje: 1 (Abusleme a kol. 2013), 2 (Griffen a kol. 2012), 3 (Kirst a kol. 2015), 4
(Szafranski a kol. 2015). G + (grampozitivni) G — (gramnegativni)

Fusobacterium

Fusobacterium 2
nucleatum ss. nucleatum 4
nucleatum ss. vincentii 3
nucleatum ss. polymorphum | 3
HOT 203 3
Leptotrichiaceae [G-1]
HOT 210 2
Leptotrichia 2
HOT 498 2
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Tabulka 6 Bakterialni taxony asociované s parodontalnim zdravim a parodontitidou u
kmene TM?7 a Chloroflexi
Zdroje: 1 (Abusleme a kol. 2013), 2 (Griffen a kol. 2012), 3 (Kirst a kol. 2015), 4 (Szafranski a
kol. 2015). G + (grampozitivni) G — (gramnegativni)

™7

HOT 437

HOT349

HOT 346

HOT 356

N == NN
[\

HOT 401

HOT 347 4

Chloroflexi 2 -

G-1 HOT 439 1,4

Tabulka 7 Bakterialni taxony asociované s parodontalnim zdravim
a parodontitidou u kmene Synergistetes
Zdroje: 1 (Abusleme a kol. 2013), 2 (Griffen a kol. 2012), 3 (Kirst a kol.
2015), 4 (Szafranski a kol. 2015). G + (grampozitivni) G —
(gramnegativni)

Fretibacterium’®

Fastidiosum

HOT 360

N

U)'Nw

HOT 361

HOT 362
HOT 453

DN | = | =t | = | = | DN

N

vvvvvv
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Tabulka 8 Bakterialni taxony asociované s parodontalnim zdravim a parodontitidou u
kmene Spirochaetes
Barevné zvyraznéni odpovida barvam komplexti podle Socransky a kol. (1998)
Zdroje: 1 (Abusleme a kol. 2013), 2 (Griffen a kol. 2012), 3 (Kirst a kol. 2015),
4 (Szafranski a kol. 2015). G + (grampozitivni) G — (gramnegativni)

Treponema

-

[FSRRON)

lecithinolyticum

-

NN (N

medium
vincentii
maltophilum
socranskii
parvum
amylovorum
HOT 230
HOT 237
HOT 246
HOT 249
HOT 253
HOT 257
HOT 258

I

W

el e e e N A e D S A N R AN N D N A e N e NS )




Tabulka 9 Bakterialni taxony asociované s parodontalnim zdravim a parodontitidou u
kmene Bacteroidetes
Barevné zvyraznéni odpovida barvam komplexti podle Socransky a kol. (1998)
Zdroje: 1 (Abusleme a kol. 2013), 2 (Griffen a kol. 2012), 3 (Kirst a kol. 2015), 4 (Szafranski a
kol. 2015). G + (grampozitivni) G — (gramnegativni)

Tannerella 2
1,2,3
Porphyromonas 2 -
1,2,3,4
endodontalis 1,2,3,4
catoniae 1
Prevotella 2 -
denticola 2
tannerae 2
oris 4
intermedia 2,3
HOT 526 2,4
Bacteroidetes [G-1] -
HOT 272 1,4
Bacteroidetes [G-3] -
HOT 280 1,4
Bacteroidetes [G-6] -
HOT 516 1
Bacteroidales [G-2] -
HOT 274 2,3
Capnocytophaga -
gingivalis 3

vvvvvv



Abusleme a kol. (2013) ve své studii rozd¢lil mikroorganismy identifikované v dutiné
ustni na ty typické pro parodontitidu (viz obr 4, Cervené tvary), typické pro parodontalni
zdravi (zelené tvary), a mikroorganismy, které se dle jeho vysledkli vyskytovaly rovhomérné
jak u zdravych osob, tak u pacientd, oznacil jako ,,jadro mikrobiomu* (Sed¢ tvary).
Predpokladal, ze tyto mikroorganismy se vyskytuji rovnomérné v populaci nezavisle na
parodontalnim zdravi. Jadro subgingivalniho mikrobiomu v oblasti parodontalniho zdravi pak
podle néj ptedstavuji bakterie uvedené v zelenych plus Sedivych tvarech a jadro

subgingivalniho mikrobiomu pfi parodontitidé bakterie v Sedych plus cervenych tvarech.

Jadro subgingivilniho
mikrobiomu

Jadro mikrobiomu ¥ pl\r(ndnntz]nim zdravi
\ J

Y
Jadro mikrobiomu pfi parodontitide

Obrazek 4 Rozdéleni bakterialnich taxonu podle Abusleme a kol. 2013
Pfevzato a upraveno podle Abusleme a kol. 2013
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2.2.4.1 Bakterie asociované s agresivni formou parodontitidy

Rada studii se zabyvala také otazkou, zda se slozeni subgingivalniho mikrobiomu li§i
u pacientil s chronickou a agresivni parodontitidou. S agresivni parodontitidou byla
v minulosti spojovana zejména bakterie. A. actinomycetemcomitans, ktera byla u téchto
pacientli ¢asto nalézana. S vyvojem novych molekuldrnich technik se vSak nase znalosti o
slozeni oralniho mikrobiomu velmi rozsifily a nyni se tato bakterie povazuje za vedle;jsi
slozku rezidentni oralni mikroflory a za spise prilezitostného patogena. (Kononen a Miiller
2014) S agresivni parodontitidou, zejména s jeji lokalizovanou formou, je vSak spojovan
specificky klon této bakterie oznacovany jako JP2 (sérotyp b). U toho kmene je prokdzana
zvysSend aktivita leukotoxinu, ktery umoznuje bakteriim vyhnout se reakci hostitele zabitim
leukocytl. (Brogan a kol. 1994, K6nonen a Miiller 2014) Dalsi informace o bakteriich
souvisejicich s lokalizovanou agresivni parodontitidou jsou velmi omezené (Kononen a
Miiller 2014). Pokud jde o generalizované formy chronické a agresivni parodontitidy, tak ani
zde nejsou vysledky zcela jasné. Rada studii, napiiklad Ximenez-Fyvie a kol. 2006 ¢i Rescala
a kol. 2010, nenalezla zadné vyznamné rozdily mezi témito formami a nékteré studie nalezly
jen urcité zvyseni jiz znamych parodontélnich patogenii u generalizované agresivni
parodontitidy. Pfikladem je studie Faveri a kol. (2008), kde je popsana identifikace zvySené¢ho
mnozstvi bakterii rodu Selenomonas (zejména S. sputigena) u generalizované agresivni
parodontitidy ve srovnani s generalizovanou chronickou parodontitidou nebo podobné Riep a
kol. (2009) pro T. lecithinolyticum. Kénonen a Miiller (2014) ve svém piehledovém clanku
shrnuli, Ze 1 pfes Sirokou heterogenitu bakterii v subgingivalnim plaku, jsou za potencidlni
patogeny generalizované agresivni parodontitidy povazovany zejména bakterie oranZzového a
¢erveného komplexu, a ze bakterialni nalezy se velmi podobaji chronické parodontitid€, tedy
piedstavuji smésnou polymikrobidlni infekei. K podobnému nazoru dosel Van der Velden
(2017), ktery uvedl, ze: ,,Z ptehledu literatury nevyplynuly Zddné kvalitativni rozdily mezi

agresivni a chronickou parodontitidou tykajici se bakterialnich aspekti‘.

43



2.2.5 Faktory virulence

Faktory virulence jsou molekuly exprimované bakteriemi, které umoziuji kolonizaci
daného mista v hostiteli, napadeni hostitelskych bun¢k a ohrozeni imunitni odpovédi (Li a

kol. 2014).

Prvnim nutnym krokem pfi bakteridlni kolonizaci je adheze bakterii k hostitelské
tkani. Bakterie vyvinuly na svych povrsich velmi rozmanité spektrum adhezivnich molekul,
které jim umoznuji rozpoznani a vazbu na specifické receptory hostitelskych bun¢k. Mizeme
pozorovat rizné typy fimbrii, pili ¢i povrchovych proteini (Amano a kol. 2010). Dal$im
krokem je invaze do tkani, ktera pfispiva k jejich rozpadu. Nékteré bakterie, jako naptiklad
P. gingivalis ¢i T. forsythia jsou schopny invaze do bunék. Tyto buiiky pak slouzi jako
ochrana pfed imunitnim systémem a také jako rezervoar téchto bakterii (Feng a Weinberg

2006).

Bakterie mohou poskozovat parodontalni tkan¢ pfimo i nepfimo. Pfimé poskozeni
muze byt zpiisobeno piisobenim bakterialnich toxinti a hydrolytickych ¢i proteolytickych
enzymd, jako jsou rizné kolagenazy, chondroitinazy ¢i hyaluroniddzy. Parodontalni tkdné
jsou bohaté na proteiny. Peptidy a aminokyseliny uvolnéné jejich degradaci slouzi fadé
bakterii jako zdroj energie a uhliku. Stejné tak mohou jako zdroj energie a uhliku slouzit
peptidy a aminokyseliny uvolnéné degradaci proteinti, které se podileji na zdnétlivych
reakcich (Eley a Cox 2003). Parodontalni tkdné¢ mohou byt poSkozeny také prostiednictvim
kone¢nych produktl bakteridlniho metabolismu, jako jsou mastné kyseliny s kratkym
fetézcem (napf. kyselina maselnd) nebo latky obsahujici siru ¢i amoniak. Kyselina maselna
muze napiiklad indukovat apoptozu epitelidlnich a imunitnich bunék nebo ovliviiovat funkci a
genovou expresi gingivalnich fibroblastl a podporovat tak onemocnéni (Jorth a kol. 2014, Li

a kol. 2014).

Nékteré bakterie mohou stimulovat hostitelské zanétlivé kaskady, které zahrnuji
chemokiny, cytokiny, prostaglandiny a matrix metaloproteinazy, které podporuji destrukci
tkdni nepiimo (Graves a kol. 2000). Zaroven jsou nekteré bakterie (naptiklad P. gingivalis)
schopné ur¢€ité sloZky imunitniho systému inhibovat ¢i jinak ovliviiovat ve svilj prospéch

(How a kol. 2016). Vztah parodontalnich bakterii a imunitniho systému pfi rozvoji
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parodontitidy piedstavuje vysoce komplexni soubor vzajemnych interakci, z nichz jen mala

¢ast byla dosud zdokumentovana a objasnéna.

2.2.5.1 Bakterie ¢erveného komplexu

Bakterie ¢erveného komplexu jsou nejvice spojovany s parodontitidou (Socransky a
kol. 1998). Tyto bakterie navic vzajemn¢ metabolicky spolupracuji. P. gingivalis, naptiklad,
produkuje kyselinu izomaselnou, ¢imz stimuluje rist 7. denticola, zatimco kyselina jantarova
produkovana 7. denticola, zlepSuje rast P. gingivalis (Grenier 1992). Dal$im ptikladem miize
byt vztah T. forsythia a P. gingivalis, kdy T. forsythia produkuje sukcinat, prekurzor pro
syntézu membranovych lipidi a fosfolipida, ktery podporuje rist P. gingivalis. Rist P.
gingivalis, vysoce proteolytického organismu, pak vede k dalsi destrukci hostitelskych
proteint, uvolnéni peptidii a aminokyselin, které poskytuji ziviny pro 7. forsythia (Sharma
2010). Nekteré studie na zvitatech navic naznacuji, Ze polymikrobidlni infekce témito
bakteriemi vykazuji vyssi virulenci, nez monoinfekce (Washizu a kol. 2003, Kesavalu a kol.

2007).

2.2.5.1.1 Porphyromonas gingivalis

P. gingivalis je gramnegativni, striktné anaerobni, nepohybliva a asacharolyticka
tyCka, ktera roste na krevnim agaru v ¢ern¢ pigmentovanych koloniich, a je povazovana za
klicovou bakterii v etiologii parodontitidy. Tato bakterie produkuje celou fadu virulenénich
faktorti, které ji umoziuji vstup do buné€k hostitele a naslednou destrukci parodontalnich tkani

jak ptimo, tak nepiimo. (How a kol. 2016)

Jednim z téchto faktort je pouzdro, které, mimo jiné umoznuje adhezi bakterii.
Opouzdiené bakterie jsou virulentnéjsi a odolngjsi vuci fagocytdze nez ty bez pouzdra.
Brunner a kol. (2010) navic prokézal, Ze opouzdiena P. gingivalis je schopna modulovat
imunitni odpoveéd” hostitele snizenim syntézy cytokinti IL-1, IL-6 a IL-8 fibroblasty a tim
zvysit svoji schopnost uniknout imunitnimu systému. DalSim faktorem dtlezitym pro adhezi
jsou fimbrie. U P. gingivalis se vyskytuji dva typy fimbrii, a to tzv. dlouhé (majoritni) a
kratké (minoritni). Fimbrie P. gingivalis umoznuji nejenom adhezi k Sirokému spektru
oralnich substratli a molekul ¢i bakterii, ale podileji se také na invazi do hostitelskych bunék.

(Amano a kol. 2004) Lipopolysacharid je dllezZity virulen¢ni faktor mnoha parodontalnich
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bakterii, vCetn¢ P. gingivalis. Tato membranova komponenta gramnegativnich bakterii je
schopna ovliviiovat hostitelské zanétlivé reakce a narusit proces remodelace kosti.
Lipopolysacharid P. gingivalis je Spatné rozpoznavany hostitelskym imunitnim systémem a
narusuje distribuci leukocytt v blizkosti bakterialni kolonizace (Liu a kol. 2008). Navic je
schopen tzv. paralyzy chemokinu, tedy paralyzy vyluCovani IL-8 gingivalnimi epitelidlnimi
bunikami a ovliviiyje tak aktivaci neutrofilii, bazofilt a eozinofilti (Darveau a kol. 1998).
Absence ucinné obranné imunity tak umoznuje dal§i mnozeni parodontalnich bakterii (How a
kol. 2016). P. gingivalis produkuje také fadu hydrolytickych, proteolytickych a lipolytickych
enzymu. Mezi nejvyznamnéjsi enzymy patii protedzy znamé jako gingipain R a gingipain K.
Tyto proteazy degraduji komponenty extracelularni matrix, fibrinogen, cytokiny,
imunoglobuliny, slozky komplementu ¢i bunééné receptory a dale naptiklad aktivuji
hostitelské matrix metaloproteindzy a inaktivuji inhibitory plazmatickym proteinaz.
Plisobenim vSech téchto aktivit dochdzi k poSkozovani parodontélnich tkéni a k naruseni
imunitni odpovédi hostitele. (Curtis a kol. 2001, Imamura a kol. 2003) Proteiny vné&js$i
membrany pak umoznuji interakci s dal§imi bakteriemi v biofilmu a pravdépodobné také

ovliviuji bunky imunitniho systému (How a kol. 2016).

2.2.5.1.2 Treponema denticola

T. denticola je gramnegativni, obligatné anaerobni, proteolytickd, pohybliva a
kultivacné€ narocna bakterie charakteristického dlouhého spiralovitého tvaru. Faktory
virulence této bakterie zahrnuji schopnost adheze na hostitelské tkan€, pohyblivost,

ovlivitovani imunitniho systému a také cytotoxické ucinky (Ishihara 2010).

T. denticola nema specifické adhezni struktury, jako jsou naptiklad fimbrie, ale ma
schopnost pfilnout k povrchiim dutiny Gstni pomoci riznych adheren¢nich faktorti na povrchu
buiiky (Ishihara 2010). Pfikladem je protein Msp, ktery umoZiuje vazbu na proteiny
extracelularni matrix, jako jsou laminin a fibronektitn (Fenno a kol. 1996) ¢i protein OppA
umoziujici vazbu na fibronektin a plazminogen (Fenno a kol. 2000). Kromé adhezni funkce
se Msp podili také na koagregaci s dal§imi bakteriemi a narusuje migraci a funkci neutrofilti
(Ishihara 2010, Dashper a kol. 2011). Lipooligosacharid 7. denticola se podili na resorpci
alveolarni kosti nejen indukci produkce IL-1, IL-6 a TNF-a, ale pravdépodobné také

prostfednictvim zmén v rovnovaze mezi receptorovym aktivatorem jaderného faktoru kappa
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B a osteoprotegerinem (Ishihara 2010). DalS$im vyznamnym faktorem virulence je dentilisin,
protedza umisténa na povrchu bunék, kterd umoziuje pronikani 7. denticola do epitelidlnich
bunécnych vrstev degradaci mezibunécénych adheznich proteinti (Chi a kol. 2003). Dentilisin
narusuje také hostitelskou odpoveéd’ rozkladem slozek imunitniho systému, napiiklad IL-1, IL-
6, TNF-a (Miyamoto a kol. 2006). Krom¢ indukce produkce zanétlivych cytokint je tedy 7.
denticola také degraduje. Tyto aktivity vedou k poruchdm normalni imunitni odpovédi a
umoziuji T. denticola vyhybat se hostitelské obran¢, pietrvavat ve tkanich a dale je
poskozovat (Ishihara 2010). 7. denticola je navic diky neobvyklému slozeni vnéjSim
membrany rezistentni vici lidskym defenzintim (antibakterialni peptidy produkované
epitelidlnimi bunikami), konkrétné proti beta defenzintim 1 a 2 (Brissette a Lukehart 2002,
Ishihara 2010).

2.2.5.1.3 Tannerella forsythia

T. forsythia je gramnegativni, anaerobni, asacharolytické bakterie vietenovitého tvaru,
ktera byla diive oznacovana jako Bacteroides forsythus. Tato bakterie je kultivaén€ naro¢na a
pro svj rust vyzaduje pritomnost exogenni kyseliny N-acetylmuramové, komponenty

peptidoglykanu. (Sharma 2010)

T. forsythia méa na svém povrchu tzv. S-vrstvu, kterd kromée toho, ze slouzi jako
ochrana, umoziuje také adhezi a invazi do epitelidlnich bun€k (Sakakibara a kol. 2007). Na
adhezi a invazi se podili 1 BspA protein, ktery zprostfedkovava vazbu na fibronektin a
fibrinogen (Sharma a kol. 1998). Tento protein, ktery je vazany jak na povrchu bunék, tak
sekretovany do jejich okoli, se podili na uvoliiovani prozanétlivych cytokini a ucastni se
interakci s dal$imi bakteriemi (Hajishengallis 2002, Sharma 2010). Povrchové lipoproteiny 7.
forsythia rovnéZ stimuluji produkci prozanétlivych cytokinii (IL-6 a TNF-a) hostitelskymi
buiikami a navic indukuji apoptozu gingivalnich fibroblasti (Hasebe a kol. 2004). T. forsythia
produkuje minimalné dvé proteazy (PrtH a trypsin-like proteaza) které ptispivaji k virulenci
této bakterie diky jejich schopnosti degradovat hostitelské tkané a komponenty imunitniho
systému ¢i aktivovat hostitelské degradacni enzymy (Sharma 2010). Ackoliv jde o
asacharolytickou bakterii, 7. forsythia produkuje celou fadu glykosidaz. Tyto glykosidazy
mohou hydrolyzovat glykosidické vazby v oligosacharidech a proteoglykanech, které se hojné

vyskytuji ve slindch, subgingivalni tekuting a také parodontalnich tkanich, a mohou tak
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poskodit funk¢ni integritu parodontu a podpofit progresi onemocnéni. Degradaci
oligosacharid a proteoglykant navic 7. forsythia poskytuje Ziviny pro dal$i pfitomné

bakterie. (Sharma 2010)

2.2.5.2 Fusobacterium

Bakterie rodu Fusobacterium jsou gramnegativni, anaerobni bakterie tvotici tycky
ruznych velikosti. NejvyznamnéjSim zastupcem v dutin€ ustni je F. nucleatum. Jde o jednu
z prvnich gramnegativnich bakterii vyskytujici se pii tvorbé zubniho plaku. Tato bakterie ma
schopnost koagregace s mnozstvim grampozitivnich i gramnegativnich bakterii a tvoii
centralni strukturni slozku plaku nezbytnou pro jeho zrani. Jde o nejvice se vyskytujici
gramnegativni bakterii ve zralych supragingivalnich i subgingivalnich placich zdravych osob i
pacientil s parodontitidou. (Kolebrander a kol. 2006) F. nucleatum a dalsi ptibuzné druhy a
poddruhy pravdépodobné nejsou samy o sobé zodpoveédné za destrukci parodontalnich tkani
(Signat a kol. 2011), ale napomahaji rozvoji patologického biofilmu a vytvaii vhodné
prostiedi pro rust bakterii ¢erveného komplexu (Kolebrander a kol. 2006). Diky t€émto
vlastnostem jsou fusobakterie asociovany spiSe s onemocnénim (Griffen a kol. 2012, Kirst a
kol. 2015, Szafranski a kol. 2015). Abusleme a kol. (2013) zatadil F. nucleatum do tzv. jadra
mikrobiomu a Socransky a kol. (1998) do oranzového komplexu. Mezi faktory virulence F.
nucleatum patii naptiklad indukce IL-8, kolagenazy 3 ¢i serinové protedzy. Nicméné, ve
srovnani s proteolytickou aktivitou jinych parodontalnich bakterii je specificka aktivita této
proteazy velmi nizka a F. nucleatum je Spatny induktor imunitni odpovedi. Navic je tato

bakterie pomérné citliva viici cytokinlim a fagocytoze. (Signat a kol. 2011).

2.2.6 Funkéni vlastnosti mikrobialnich komunit

Bakteridlni biofilm se v priibéhu parodontélniho zdravi a parodontitidy nelisi pouze
v jeho taxonomickém sloZeni, ale lze také pozorovat do jisté miry odliSny metabolismus a
funk¢ni vlastnosti této komunity. Metagenomické studie ukazuji, Ze u parodontitidy jsou
nadmérné zastoupeny napiiklad geny pro motilitu, biosyntézu lipopolysacharidii a dalSich
virulen¢nich faktorii (napf. fimbrie, pili ¢i hemolyziny), metabolismus methanu, bakterialni
chemotaxi, peptidazy, metabolismus aminokyselin, biosyntézu mastnych kyselin (zejména
kyseliny méselné), degradaci extracelularni matrix, geny souvisejici s rezistenci vici

antibiotikiim a kovliim aj. (Li a kol. 2014, Duran-Pinedo a Frias-Lopez 2015, Kirst a kol.
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2015). V mikrobiomu parodontalné zdravych osob byly hojné&jsi naptiklad geny spojené

s transportéry, systémem fosfotransferazy, transkripénimi faktory, biosyntézou aminokyselin,
glykolyzou a glukoneogenezi (Kirst a kol. 2015). Studie také naznacuji, Ze genova diverzita je
vys$i v biofilmech spojenych se zdravim a naopak klesa s ndstupem onemocnéni (Li a kol.

2014).

Metatranskriptomicka studie ukézala, ze aktivity souvisejici se ziskavanim Zeleza,
syntézou lipopolysacharidl a tvorbou biciku, jsou charakteristické pro parodontitidu, zatimco
transport drasliku byl spojen s parodontalnim zdravim (Duran-Pinedo a kol. 2014, Duran-
Pinedo a Frias-Lopez 2015) a také, ze rizné metabolické aktivity jsou dobfe zachovany v
parodontalné zdravych i nemocnych komunitach, ale organismy, které je provadéji, se mohou
mezi témito komunitami lisit (Jorth a kol. 2014). Pomérné piekvapivy je fakt, ze vétSina
ptedpokladanych virulenc¢nich faktort pii parodontitid€ je exprimovéna bakteriemi, které jsou
obecné povaZovany za nepatogenni, coz naznacuje, ze cela komunita se béhem onemocnéni
stava vice virulentni (Duran-Pinedo a kol. 2014, Duran-Pinedo a Frias-Lopez 2015). To muze
byt vysvétleno pozménénymi podminkami prostiedi a/nebo pfimym ucinkem nekterych

bakterii (naptiklad P. gingivalis) na genovou expresi sousednich bakterii (Mira a kol. 2017).

2.3  Diagnostika parodontitidy

Diagnostikovat parodontitidu v jejim pokrocilém stadiu neni vzhledem k jejim
projevliim pro zkuSeného lékafe vyznamny problém. Problém vSak miize byt odhalit tuto
diagnozu dostatené vcas, idealné jeste pred prvnimi klinickymi projevy. V¢asna diagnostika
parodontitidy je velmi dilezita. Pokud se nastup onemocnéni odhali dostate¢né brzy,
spravnou lébou a preventivnim opatfenim lze postup onemocnéni vyrazné zpomalit ¢i
dokonce zastavit, a oddalit tak hrozici ztratu chrupu o fadu let. Diagnostika parodontitidy je

v soucasné dobé zaloZena pfedevsim na klinickém a rentgenologickém vySetieni.

2.3.1 Klinické a rentgenologické vySetieni
Klinické vySetfeni a stanoveni diagnozy parodontitidy se opira o typické projevy
parodontitidy, jako je zanét dasni, pfitomnost parodontalnich chobotil a resorpce alveolarni

kosti. Zanét dasni se projevuje jejich krvacenim, zménou barvy a zménou povrchu. Klinické
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vySetieni zahrnuje zejména méteni hloubky parodontalniho chobotu a sledovani krvaceni pti
sondazi téchto chobotl neboli BOP (bleeding on probing), které ukazuje na aktivni zanétlivé
onemocnéni. Hloubka parodontalnich chobotii se méii pomoci kalibrovanych sond, pomoci
kterych se zjistuje, jak hluboko pronika konec sondy pod dasen. Jako mélky parodontélni
chobot se urcuje hloubka jiz 3- 3,5 mm. (Slezdk 1995) Dale se sleduje naptiklad také
viklavost zubt, postizeni mezikofenového prostoru €i ztrata parodontalniho pfipevnéni.
Nutnym krokem pro stanoveni spravné diagnozy je také rentgenologické vySetfeni, na kterém
je u pacientt trpicich parodontitidou patrna resorpce alveolarni kosti (Slezdk 1995, Dtizhal a

kol. 2012).

Klinické vySetfeni ma vSak fadu nedostatktl. Je do znacné miry subjektivni a vyzaduje
zkuSenosti 1ékaie (Limeback a kol. 2017). Nejvetsim problémem je vsak to, ze klinické
vySetfeni poskytuje diagndzu az po biologickém nastupu onemocnéni. Pti pouziti méteni
hloubky parodontalniho chobotu jako miry progrese onemocnéni, musi dojit k prohloubeni
chobotu 0 2 mm, aby se onemocnéni povazovalo za pokrocilé. Tento zpiisob monitorovani
tedy posuzuje spiSe historii nez aktualni rychlost progrese. Klinické vysetfeni samo o sob&
neposkytuje informace o soucasné aktivit¢ nemoci, budoucim riziku ztraty parodontalnich
struktur, ani o pfedpovédi tsp&Snych vysledki 1é€by. Chyby méteni jako je Spatny thel a sila
snimani navic mohou poskytnout nepfesné informace a ovlivnit tak plan 1écby (Korte a kol.
2016). Z téchto diivodu je nutné vyvinuti novych metod, které by poskytovaly komplexné&jsi
informace o onemocnéni, jako je v€asnd predpoveéd’ jeho nastupu, hodnoceni aktivity nemoci

a ucinnosti terapie (Korte a kol. 2016, Limeback a kol. 2017, Tomaés a kol. 2017).

2.3.2 Mikrobiologické diagnostické testy

Jak jiZ bylo feceno, hlavni pfi¢inou parodontitidy je bakteridlni infekce a slozeni
oralniho mikrobiomu parodontalné zdravych jedinci se zasadné 1i§i od mikrobiomu pacientd
s parodontitidou. Nicméng&, vztah progrese onemocnéni a zastoupeni konkrétnich taxont je
aktualné stale ve stadiu vyzkumu a mikrobiologické vySetieni nepatii mezi standardné
pouzivané metody pii diagnostice parodontitidy. Ur¢ité komeréné dodavané testy jsou sice
k dispozici, jejich vypovidaci hodnota je vSak velmi omezena (viz dale.) a pojisStovny je

standardné nehradi.
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2.3.2.1 Kaultivace

Bakteridlni kultivace je oznacovana jako tzv. zlaty standard mikrobiologické
diagnostiky a fada nasich poznatkd o parodontalni mikrobiologii pochazi pravé z kultivac¢nich
metod. VétSina parodontalnich patogenti je vSak striktné anaerobnich a vyzaduje narocnou
kultivaci za anerobnich podminek. Rada bakterii oralniho mikrobiomu je navic ristové
naroc¢na a obtizn¢ kultivovatelnd, nékteré nelze kultivovat dokonce viibec (Socransky a kol.
1987, Sanz a kol. 2004). Obecné¢ se uvadi, ze kultivovatelnych je asi 50 % tustnich bakterii
(Teles a kol. 2013). Vzhledem k povaze téchto bakterii tedy neni kultivace vhodnou technikou
ke sledovani oralniho mikrobiomu a urc¢eni parodontalniho zdravi ¢i nemoci (Socransky a kol.

1987, Sanz a kol. 2004).

2.3.2.2 Imunologické testy

Imunologické testy vyuzivaji protilatky namifené proti bakteridlnim antigentim a
vizualizace této specifické reakce antigen-protilatka umoziuje detekei cilovych bakterii.
K vizualizaci se vyuziva napt. imunofluorescence ¢i enzymatickd reakce. Vyhodou téchto
testl je jejich pomérné nizkd cena a rychlost. NevyZzaduji také ptisnou metodologii odbéru a
transportu bakterii k zajisténi jejich zivotaschopnosti. Jsou vsak schopny detekovat pouze ty
bakteridlni antigeny, proti kterym jsou namiteny dané protilatky a tedy pouze omezeny pocet

bakterii. (D'Ercole a kol. 2008)

Prikladem testu, ktery byl upraven pro klinické diagnostické pouZiti je Evalusite®
(Eastman Kodak, Rochester, NY, USA). Princip tohoto testu je zaloZen na membranové
imunoanalyze, kdy antigen reaguje s protilatku navazanou na membrané a vznikly
imunokomplex se vizualizuje kolorimetrickou reakci. Test Evalusite® byl navrzen pro prikaz
paropatogenll A. actinomycetemeomitans, P. gingivalis a P. intermedia. Test prokéazal vyssi
citlivost a specificitu nez bakterialni kultivace pro detekci téchto bakterii (Boyer a kol. 1996,

Sanz a kol. 2004).
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2.3.2.3 Enzymové testy

Ptikladem enzymového testu je test BANA. Tento test vyuziva schopnosti
nejvyznamnéjsich parodontalnich patogent P. gingivalis, T. forsythia a T. denticola
hydrolyzovat synteticky substrat trypsinu N-benzoyl-DL-arginin-2-naftylamid (BANA),
zatimco vétSina ostatnich bakterialnich druhti v zubnim plaku tuto schopnost nema. Pii pouziti
hloubky parodontalniho chobotu, jako miry parodontalni destrukce se ukazalo, ze melké
choboty vykazovaly pouze 10 % pozitivnich BANA reakci, zatimco hluboké choboty (7 mm)
vykazovaly 80-90% pozitivity (Loesche a kol. 1990, Loesche 1992). Ve studii Dhalla a kol.
(2015) byl tento test pouzit pro zhodnoceni parodontalniho stavu pied a béhem 1é¢by. Cilem
této studie bylo zjisténi pritomnosti bakterii P. gingivalis, T. forsythia a T. denticola a
stanoveni vlivu lé¢ebné metody SRP u dospélych pacientli s parodontitidou. Ukézalo se, ze
testy BANA statisticky koreluji se zdvaznosti destrukce parodontu a autofi naznacili, Ze tento
test mize byt v nékterych ptipadech potencidlnim diagnostickym néstrojem. [ kdyz je BANA
test velmi snadny a rychly (cca 15 min), ma fadu omezeni. Test nedokaze odlisit, ktery z vyse
zminénych anaerobnich druhti je ve vzorku plaku pfitomen a jeho negativni vysledek
nevylucéuje pritomnost dalsich dilezitych parodontalnich patogenii, dokonce ani testovanych

patogend, pokud jsou pritomny v malém poctu (Sanz a kol. 2004).

2.3.2.4 Molekularni metody

Vyvoj molekularnich metod znamenal obrovsky pfelom v mikrobiologické
diagnostice. Molekularni metody jsou nezavislé na kultivaci a nevyzaduji tudiz zivé bakterie.
Identifikace bakterii se provadi ptfimo z klinickych materiali, ze kterych je izolovana
bakterialni DNA (RNA), a ta je podrobena dal§imu zkoumani. Identifikace bakterii miZze byt
provedena na zéklad¢ stanoveni pfitomnosti urcitého specifického (markerového) genu,
nejcastéji se vSak vyuziva taxonomické zarazeni na zakladé stanoveni sekvence bakterialni
16S rRNA. 16S rRNA je soucast malé (30S) podjednotky prokaryotického ribozomu a jeji
délka je ptiblizn¢ 1550 bp. Gen pro 16S rRNA ma hned n¢kolik vlastnosti, které z n¢j délaji
optimalni nastroj pro bakterialni diagnostiku. Jednou z téchto vlastnosti je, Ze je univerzalné
pritomny ve vSech bakteriich, 1ze ho tedy vyuzit pro stanoveni vSech bakterii. Dalsi dilezitou

vlastnosti je, ze obsahuje jak konzervované useky vysoce homologni u vSech bakterii, tak
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variabilni useky (V1-V9) dlouhé asi 30-100bp, kter¢ jsou naopak druhové specifické a Ize je
proto pouzit k rozliSeni jednotlivych bakteridlnich taxont. (Gray a kol. 1984, Woese 1987)

2.3.2.4.1 Metody zaloZené na PCR

PCR neboli polymerdzova fetézova reakce je metoda umoznujici rychlé a snadné
zmnozeni (amplifikaci) zvoleného useku DNA. Jednoducha cilenda PCR (Single target PCR)
umoznuje detekci predpokladanych bakterii s vyuzitim druhoveé specifickych primera. Jako
primery se vétSinou pouzivaji useky DNA homologni k vybranym oblastem genu
prol6S rRNA detekované bakterie a amplifikovand DNA je nasledné detekovana a
vizualizovana za pomoci elektroforézy v agar6zovém gelu. Tato PCR poskytuje pouze

kvalitativni informaci.

Multiplex PCR je rozsifenim jednoduché PCR, pfi které se v jedné PCR reakci
pouziva vice nez jeden par druhové specifickych primerii a umoznuje tak soucasnou detekci
vice bakterialnich druht. Pro kazdy identifikovany taxon jsou pak voleny specifické primery
tak, aby bylo moZné rozeznat pfitomnost/neptitomnost ptislusného taxonu na zékladé

velikosti amplifikovaného produktu.

Informaci o mnozstvi hledanych bakterii ve vzorku miize poskytnout dals$i modifikace
PCR oznacovana jako real-time nebo také kvantitativni PCR. Pti této modifikaci neni
kone¢ny produkt detekovan az po skonceni amplifikace, ale jiz v jejim pribéhu, a intenzita
signdlu je v redlném Case korelovana s intenzitou signalu referencniho vzorku o znamé
koncentraci DNA. K detekci vznikajiciho produktu se mohou vyuzivat fluorescen¢ni barviva,
ktera se vazou na vznikajici DNA nebo fluorescencné znac¢ené hybridiza¢ni sondy

komplementarni k useku amplifikované DNA nachézejici se mezi primery.

2.3.2.4.2 Hybridizacni metody

Tyto metody vyuZzivaji tzv. hybridizacni sondy, coz jsou uméle vytvorené
jednovlaknové tseky nukleovych kyselin, které jsou schopny se prostfednictvim vodikovych
mustkl specificky vazat (hybridizovat) ke komplementarnim sekvencim nukleovych kyselin
hledanych bakterii, a detekovat tak jejich pfitomnost. Vizualizaci umoziiuje radioaktivni nebo
fluorescen¢ni znaceni pouzitych sond. Hybridizacni sondy mohou byt zamétfeny na celou

genomovou DNA nebo jen na urcitou ¢ast. U prvnich zminénych hrozi riziko, Ze budou
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zktizené reagovat s jinymi, nez cilovymi bakteriemi kviili pfitomnosti homolognich tsekt
mezi riiznymi bakteridlnimi druhy. Z tohoto diivodu byly pro detekci riznych parodontalnich
patogenti vyvinuty oligonukleotidové sondy komplementarni k variabilnim oblastem
bakterialni 16S rRNA (Dix a kol. 1990, Loesche 1992). Citlivost hybridiza¢ni metody lze
zvysit kombinaci s PCR, kdy zvoleny usek bakteridlni DNA nejprve amplifikujeme a teprve

nasledn¢ detekujeme hybridizaci se specifickou sondou.

Ptikladem komercné dodavaného testu vyuzivajiciho 16S rRNA hybridiza¢ni sondy je
StomaGene® (Protean s.r.o. Ceské republika). StomaGene® je semikvantitativni test, ktery
vyuziva 3 specifické sondy pro kazdy ze 7 detekovanych parodontalnich patogeni (P.
gingivalis, T. denticola, T. forsythia, P. intermedia, P. micra, A. actinomycetemcomitans a F.

nucleatum) (Pantickova a kol. 2016).

Dal§im piikladem je ParoCheck® 20 (Greiner Bio-one GmbH, Némecko). Tento test je
schopen detekovat az 20 druhti bakterii (P. gingivalis, T. denticola, T. forsythia, P.
intermedia, P. micra, P. nigrescens, F. nucleatum, C. rectus, E. nodatum, Actinomyces
viscosus, V. parvula, A. odontolyticus, A. actinomycetemcomitans, E. corrodens, C. gingivalis,
C. concisus, C. gralicis, S. constellatus, S. gordonii, S. mitis). Test ParoCheck® vyuziva
amplifikaci bakterialni DNA pomoci jednoduché PCR a naslednou hybridizaci druhové
specifickymi sondami odvozenymi od urcité oblasti 16S rRNA. Vysledky testu jsou pouze
kvalitativni. (Pantic¢kova a kol. 2016)

MicrolDent® kit (Hain Diagnostika Ltd., Némecko) je test vyuzivajici multiplex PCR
16S rDNA s naslednym pouzitim hybridiza¢nich sond k detekci 5 parodontalnich bakterii (4.
actinomycetemcomitans, P. gingivalis, P. intermedia, T. forsythia a T. denticola). Test

poskytuje semikvantitativni vysledky. (Eick a Pfister 2002).

Ackoliv vySe uvedené metody mohou poskytnout jisté¢ informace o bakteriich
obsazenych v odebraném vzorku, jejich zasadni nevyhodou je fakt, Ze neposkytuji informace
o vSech bakteriich, ale pouze o téch, na které je dand metoda cilena. Neposkytuji tedy
komplexni informace o vSech bakteriich ve vzorku a jejich vypovidaci hodnota je omezena.
(Sanz a kol. 2004, Teles a kol. 2013. Dal$§im nedostatkem je také to, ze neposkytuji informace

o zastoupeni ¢i vzajemnych pomérech detekovanych bakterii, coz snizuje praktickou
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vyuzitelnost téchto metod. Mnohé taxony mohou byt pfitomny jak u zdravych osob, tak u

pacientt s parodontitidou, zdsadni je vSak jejich Cetnost v jedné ¢i druhé skupiné.

2.3.2.4.3 Sekvenacni metody

Sekvenacni metody jsou zalozeny na ur¢ovani potadi nukleotidi v dané DNA (RNA).
Pro identifikaci bakterii se nej¢astéji vyuziva sekvenovani genu pro bakterialni 16S rRNA,
obvykle vSak pouze vybranych variabilnich usekt této molekuly. DNA mize byt izolovana a
sekvenovana pfimo, tradi¢né je ale gen kodujici 16S rRNA nebo jeho zvoleny usek
amplifikovan pomoci PCR s pouzitim univerzalnich bakteriadlnich primerti zamétenych na
vybranou oblast. Ziskané sekvence se dale porovnavaji s dostupnymi databazemi, které
umoziuji jejich pfifazeni k prisluSnym bakteridlnim taxontim. Pro oralni mikrobiom je
dostupna databaze HOMD (Human Oral Microbiome Database, www.homd.org). Tato
databaze sekvenci genil pro bakteridlni 16S rRNA byla formalné€ zalozena roku 2008 a
v soucasné dob¢ (Cerven 2018) zahrnuje celkem 770 bakterialnich druhti. Kazdému druhu
nebo fylotypu v této databazi je pridéleno tzv. HOT cislo (Human Oral Taxon). Za
samostatny druh (fylotyp) je pro ucely HOMD povazovan mikroorganismus, jehoz gen pro
16S rRNA vykazuje v celé své délce méné€ nez 98,5% identitu s geny pro 16S rRNA diive
definovanych druhd. (Paster a Dewhirst 2009, Dewhirst a kol. 2010)

Pralom v rozvoji sekvenovani znamenal ptichod metod paralelniho sekvenovani, ktery
umoziuje analyzu stovek vzorki najednou, coZ cely proces vyrazné zrychlilo a také zlevnilo.
Mezi nejpouzivanéjsi sekvenacéni metody poslednich let patii 454 pyrosekvenovani a
[llumina, tzv. sekvena¢ni metody druhé generace. Metoda 454 pyrosekvenovani byla na trh
uvedena v roce 2005 a §lo o prvni prakticky pouZitelnou, komeréné GspéSnou metodu, ktera
umozhovala sekvenovat pomémé dlouhé tiseky DNA (az 1000 bp®). (Margulies a kol. 2005,
Di Bella a kol. 2013). Nevyhodou této metody je, ze Casto generuje chyby v tzv.
homopolymernich traktech, tj. oblastech, kde se jeden nukleotid n€kolikrat opakuje, a také jeji
vy$§i cena vzhledem ke konkurenéni metodé¢ Illumina. Popularita této metody byla ¢asem
ovlivnéna pokrokem pravé metody Illumina a v souc¢asné dob¢ jiZ neni vyrobcem

podporovana. Technologie Illumina je piesnéjsi, poskytuje veétsi sekvencni hloubku a zaroven

5 Part bazi
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je méné nakladnd. Na druhé strané je vSak schopna analyzovat jen kratsi useky DNA (cca do

600 bp). (Di Bella a kol. 2013)

S ohledem na limitaci téchto metod co do délky sekvenovanych tsekil je nutné
vénovat pozornost vybéru sekvenovaného useku 16S rDNA pro konkrétni ucel tak, aby bylo
mozno bezpecné rozlisit taxony nebo komunity, které jsou predmétem naseho zajmu (Youssef
a kol. 2009, Kim a kol. 2011, Di Bella a kol. 2013). Vybér spravné variabilni oblasti zavisi na
ruznych faktorech specifickych pro dany experiment a druh vzorku, véetné predpokladanych
bakterii, a rizna doporuceni se mohou lisit (Di Bella a kol. 2013). Youssef a kol. (2009)
naptiklad doporucuje oblasti V4, V5-V6 a V6-V7, Kim a kol. (2011) pak oblasti V1-V3 a V1-
V4. Variabilni oblasti se mezi jednotlivymi druhy li$i riznymi zpiisoby, nékteré druhy mohou
byt rozliseny v jedné variabilni oblasti a nikoliv v jiné a naopak. Miize tedy dojit k tomu, ze
blizce ptibuzné druhy neni mozné odlisit. Dal§im faktorem, ktery mize ovlivnit vysledky je,
ze pocet kopii genu pro 16S rRNA v jednom genomu se mliZze pohybovat od 1 do 15 i vice.
Navic byly zaznamenany 1 jisté variace mezi t€émito kopiemi (Vétrovsky a Baldrian 2013).
Tento fakt mtize také ovlivnit odhad ¢etnosti a rozmanitosti jednotlivych taxoni ve vzorku.
Odhady cetnosti identifikovanych taxont zalozené na poctech 16S rRNA sekvenci maji
tendenci podhodnocovat cetnost taxonll s nizkym poctem kopii 16S rRNA v genomu a naopak
nadhodnocovat ty s vy$S§im poctem téchto kopii. Vysledky je tedy vhodné normalizovat
prepoctem na pocet kopii 16S rRNA na genom. I ptes urcité faktory, které mohou do jisté
miry ovliviiovat interpretaci vysledku, a které je tieba je brat na védomi, sekvenace

wewvr

pro studie bakterialni komunity. (D1 Bella a kol. 2013, Vétrovsky a Baldrian 2013)

Rozvoj metod paralelniho sekvenovani pfinesl mnoho novych informaci také do
problematiky parodontitidy. Pomoci téchto metod byly identifikovany dalsi bakterialni druhy,
které jsou spojovany jak s parodontalnim zdravim, tak s parodontitidou a bylo zjisténo, ze
oralni mikrobiom je mnohem rozmanité&jsi a slozitéjsi, nez se predpokladalo. Obrovskou
vyhodou je, Ze pomoci sekvenacnich metod mizeme identifikovat vSechny bakteridlni taxony
pfitomné v daném vzorku. MiiZeme se tedy na oralni mikrobiom podivat jako na celek,

nikoliv pouze jako na vybrany soubor taxond, jak je tomu u vySe uvedenych metod. Ziskané

vysledky lze navic povazovat za semikvantitativni (sekvence Castéji se vyskytujicich taxonti
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jsou identifikovany s vyssi Cetnosti nez sekvence vzacnéjSich taxoni). Ziskame tedy
informace o pomérném zastoupeni taxont v daném vzorku, coz je velmi dtlezité. Tento
komplexni pohled, ktery moderni sekvena¢ni metody poskytuji, ukazuje jejich potencial stat
se uziteCnym nastrojem pro vyhledavani jedinct se zvySenym rizikem parodontitidy, pro jeji
vcasnou diagnostiku a pro spravny vyber a monitorovani 1écby. Vysoce vykonné sekvenacni

technologie se navic stale zlepsuji ve své kvalité, rychlosti a cen¢.

57



3. Dosavadni vysledky

Tato diplomova prace je soucasti dlouhodobého projektu, ktery se zabyva studiem
oralniho mikrobiomu u pacientli s parodontitidou a u parodontaln¢ zdravych osob. V prvni
fazi této studie byla vyuzita sekvenacni metoda 454 pyrosekvenovani pro porovnani
taxonomického slozeni oralniho mikrobiomu u 20 parodontalné zdravych osob a 15 pacient
s chronickou parodontitidou. K zafazeni do skupiny H (tedy mezi parodontaln¢ zdravé osoby)
bylo pozadovano, aby osoby nemély zadné parodontalni choboty s hloubkou vétsi nez 3 mm.
Vékovy primér této skupiny na pocatku studie byl 41 let (25-68). Ve skupiné ChP (pacienti
s chronickou parodontitidou) mél kazdy pacient nejméné dva parodontalni choboty o hloubce
vetsi nez 6 mm, pocet parodontalnich chobotii byl 2 az 20. Primérny vék osob v této skupiné
byl 49 let (42-66). Ob¢ skupiny byly genderové vyvazené. Subjekty nebyly v poslednich tfech
meésicich pred zahdjenim studie 1éCeny antibiotiky ani parodontélni 1écbou a kromée

parodontitidy (ve skuping pacientll) byly v dobrém zdravotnim stavu

Vzorky pro charakterizaci oralniho mikrobiomu byly odebrany u zdravych kontrol
z dasnového zlabku a u pacientli z parodontalnich chobotti. Pro odhaleni pfirozené
individudlni dynamiky ordlniho mikrobiomu byly vzorky odebirany u obou skupin celkem 3x
ato v ¢ase 0, po 14 dnech a po 2 mésicich po prvni odbéru a dale byla skupina sledovana po
3, 5 a7 letech. U pacientt s chronickou parodontitidou byla navic po prvnim odbéru
aplikovana antimikrobidlni terapie a v dalSich 2 odbérech byl sledovéan vliv podani

antimikrobialni latky na taxonomické sloZzeni mikrobiomu v parodontalnim chobotu.

Prvni odbéry zdravych osob i pacientl s chronickou parodontitidou (tedy odbéry
neovlivnéné podanim antimikrobialni latky) byly vyuZity pro definovani typického
taxonomického sloZeni ordlniho mikrobiomu pfi parodontalnim zdravi a pfi parodontitid€. Pro
vyhodnoceni byly uvaZzovany pouze taxony spliiujici podminku vyznamnosti, ktera byla
definovéna jako minimalni primérné zastoupeni 0,3 % u skupiny ChP nebo skupiny H a
minimalni prevalence nejméné u 7 z 15 pacientti nebo u 10 z 20 zdravych osob. Tuto
podminku splnilo 62 (z identifikovanych 311) taxontt (HOT nebo CT), které byly rozdéleny
do skupin podle poméru jejich primérné celkové abundance v H a ChP, podobné¢ jako v praci
Abusleme a kol. (2013), viz obr. 4. Tyto taxony byly rozfazeny do tfi skupin: taxony

ptrevladajici u parodontalné zdravych osob (3x vyssi primérna relativni abundance u H nez u
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ChP; zelen€ na obr. 5), taxony pievladajici u osob s parodontitidou (3x vyssi primérna

relativni abundance u ChP nez u H; Cervené na obr. 5) a taxony s vyvazenou abundanci u

obou skupin (vSechny zbyvajici; Sed¢ na obr. 5).

LT Neisseriasubflava—1.52

LT Haemaphilus haemalyticus— 2.10

LTSt i isf salivarius— 1,65
£T 5t ralis/ inisl/1l-1.55
HOTE23 Campylobacter gracilis— 1.44

CT Parphyramanassp, —1.02

LT Aggregatibacter paraphrophilus—0.88
HOT322 Bergeyellasp,—0.67

CT Streptococcus mitis/oralis - 22,82

T 1z morhillorum/ h: ¥

HOT540 Cardiobacterium valvulum —0.63

LT Actinomyces adontalyticus— 0,59

LT Carynebacterium matruchatii — 0.57
CTActinomycesgerencserize —0.49

CT Propianibacterium acnes—0.47

€T Granulicatellz sp.{ Enteracaccus sp.—0.31

L

CTCampylabacter concisus—0.33

CT Leptotrichiz wadei —0.35

CT Prevotella melzninagenica/ scopas— 0,37
CT Selenamanas infelix—0.48

CT Prevatellaaris— 048

CT Streptococeus intermedius—0.54
HOT274 Bacteroidetes [G-2] sp.—0.68

CT Meisseria elongata— 0.85

TT Veilanellz dispar— 10.61
LT Rothia dentocariosa—7.66

CT Neisseria mucosa/flava—244
HOTO22 Lautropiamirzhilis— 1.65

CT Actinomyces naeslundii/oris—1.26
CT Kingellzorzlis=0.76

HOT346 TWT [6-1] sp.—0.69
HOTO14 Meisseriasp. —0.46

CT Leptotrichia hofstadii —0.36
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\ OT613 Tannerellaforsythiz—2.30
CTEnterococcus casseliflava/
saccharalyticus— 1.72

LT Carynebacterium durum — 150
LT Treponema socranskii—1.42

HOT486
HOTS39

.

HOT304 Prevatellasp. —0.69
Prevotellz tannerze— 1,39

Filifzctor zlocis— 1,28 HOTS16 Prevotellzsp.—0.57

CT Campylobacter rectus/ showze — 0,50
LT Dizlister pneumaosintes —0.48

LT Capnocytophagagranulosa—0.46

LT 5elenamonas sputigena— 041
HOTBS? Leptatrichiz sp.—0.40

LT Trepanema maltophilum—0.35
HOTEES Prevotellz dentalis— 0,32
HOT113 Peptastreptacoccecese [XIN][6-1] - 0.30

HOTE43 Prevatellzintemedia— 1.2
HOTGEY93 Prevatella nigrescens— 1.15

LT Synergistetes [G-3] sp.— 108

LT Parphyramanas endodontalis — 1,02

HOTO41 Desulfobulbussp, —0.63
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Obrazek 5 Taxonomické sloZeni oralniho mikrobiomu u pacientii s parodontitidou a u zdravych

kontrol

Bakterialni taxony uvedené v zelenych tvarech vykazuji alespoit 3x vyssi primérnou relativni
abundanci u zdravych kontrol nez u pacientti a naopak bakterialni taxony uvedené v ¢ervenych tvarech vykazuji
primérnou relativni abundanci 3x vyssi u pacientli nez u zdravych kontrol. Zbyvajici taxony v Sedych tvarech
se vyskytuji srovnatelné v obou skupinach. Cisla za poml¢kou znézoriiuji primérnou relativni abundanci v dané
skupin€ a barevnd intenzita daného tvaru odkazuje na tuto hodnotu. Délka zeleno-Cervené listy pod kazdym
tvarem odpovida souctu primérnych relativnich abundanci vsech taxont pridélenych danému tvaru v celé

skupin¢ testovanych osob a zobrazuje prispévek jednotlivych skupin bakterii

PCA analyza vzorkl obou skupin jednozna¢né odd¢lila skupinu pacientl s nejtézsi

formou parodontitidy (nejvetsi pocet postizenych zubti, nejhlubsi choboty) a naproti tomu

byla vybrana podobn¢ velkd oddé€len¢ klastrujici skupina zdravych osob (viz obr. 6). Na tomto

vybérovém souboru nejvice postizenych pacientll a naproti tomu parodontalné zdravych osob

s nejodlisnéjSim mikrobiadlnim profilem, byla znovu provedena analyza relativniho zastoupeni

identifikovanych taxont.
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Component 1{59,3 %)

Obrazek 6 PCA analyza pro vybér podskupin vzorki
Cervené tetky oznaduji pacienty ChP ,zelené te¢ky zdravé kontroly H.
Barevné ovaly odlisuji subjekty se zietelné rozdilnymi bakterialnimi profily a
definuji vybér podskupin vzorkd.

Kritéria signifikance spliiovaly ty bakterialni taxony, které se vyskytovaly nejmén¢ u 4
z 9 ChP nebo 5 z 10 H a zaroven vykazovaly primérnou relativni abundanci minimalné 0,3 %
v jedné ze skupin. V tomto ptipadé kritéria signifikance splnilo pouze 53 bakteridlnich
taxond. Ve srovnani s analyzou celych skupin testovanych osob byla piekvapiveé pozorovana
odlisna distribuce taxont (viz obr. 7). Pfi pouziti stejného algoritmu vznikly de facto pouze
dve skupiny bakterii (Cervené a zelen€). Taxony, vyskytujici se diive v Sedé zoné pii
hodnoceni vybéroveého souboru, neodpovidaly kriteriim vyznamnosti nebo byly pfifazeny
bud’ k taxoniim spojenym se zdravim, nebo naopak k parodontitid€. Jedinou vyjimkou, ktera
v Sedé zong zustala, je Prevotella melaninogenica . Distribuce vétSiny taxont (kromé taxoni
v nejsvétlejSich tvarech) navic spliiovala jesté ptisn€jsi kriterium a to takové, Ze tyto taxony
vykazovaly ve skupiné charakteristické pro parodontitidu 10x vyssi primérnou relativni

abundanci neZ ve skupiné charakteristické pro parodontalni zdravi (a naopak).
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LT Treponemasp.— 0.99
HOT304 Prevatellz sp. —0.96
HOTS26 Prevatellz sp.—0.95

LT Trepanemasacranskii— 2,19
HOTS39 Filifactar alods— 207

HOT466 Prevatellz tannerze - 1,93 G
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LT Parphyromonas endadantalis—1.41 s Preme.l a _H Tosinnny
HOTO41 Desulfobullus sp. — 102 HOTBS? Leptatrichia sp. — 0,65

o i
LT Neisseria subflava—1.38

HOTO22 Lautropiz mirzhilis— 1,18

LT Gemell thillorum;| yszns inis— 1,03

CTStreptocococus
CT Streptococcus mitisf oralis— 40.10 australis/ parasanguinis1fll - 095
CT Neisseriaelongata—0.44

CTPrevotellz oris—041
HOT&23 Campylobactergracilis—0.34 CTFusobiacterium nudeatum/necrophrum - 25.28

HOTBEZ T, lecithinalyticum = 0.57  CTTrepanema maltophilum—0.50
HOT322 Bergeyellzsp,— 101 LT Campylobacter rectus/ showae—0,58 €T Eubacterium [XI][G] sp. —0.43
CTKingellz oralis—0.97 CTPrevatella mel icz/ LTE : liflava/ C‘I'l'repanemasp.—o:aﬂ
CT Actinomyees nzeslundiiforis— 0.92 L scopos—0.35 saccharalyticus—0.51 C‘I'Selenﬂmﬂnas.spun‘gena—ﬂ.ﬂ

HOT346 TM7 [G-1] sp.—0.51 LT Selenomanas infelix— 0,41

0T113 Peptostreptococcaceae [KIIN][G1]— 0,50 HOT759 — Eubacterium [¥1][G-5]—0.3%

1 n DR

Obrazek 7 SloZeni oralniho mikrobiomu u pacientt s parodontitidou a u parodontalné
zdravych osob, definovano pro vybérovy soubor

Rozd¢léni bakterialnich taxoni na zakladé dat ziskanych z celého souboru testovanych
osob odpovidd modelu Abusleme a kol. (2013), tedy zahrnuje Sedé jadro obsahujici taxony,
které se vyskytuji ve stejném mnozsvti u zdravych osob 1 parodontititdy a dale dvé skupiny
taxontl charakteristické pro parodontalni zdravi a pro parodontitidu. Pokud vsak stejnym
zpuisobem hodnotime nejvice postizené pacienty (nejvice postizenych zubii, nejhlubsi
parodontalni choboty) a jako protiklad k nim odpovidajici skupinu zdravych osob, Sedé jadro
zcela vymizi a ordlni mikrobiom nejvice postizenych pacieni a nejzdravéjSich osob se viibec

nepiekryvaji.
R/ G pomér - koeficient parodontalniho onemocnéni

Na zéklad€ vyhodnoceni poméru relativnich abundanci taxonli asociovanych s nemoci
(¢ervené taxony, oznacované ,,R* z anglického ,,red*) a taxonti asociovanych s parodontalnim
zdravim (,,G*, neboli zelené taxony) byl definovan tzv. koeficient parodontalniho
onemocnéni, neboli R/G pomér (logaritmus podilu sumy R a G taxont. Tato hodnota by méla
jednoduchym zptisobem charakterizovat oralni mikrobiom a naznacit ptipadné riziko vzniku a
rozvoje parodontalniho onemocnéni. Pti vyneseni hodnot R/G poméru pro cely testovany
soubor do grafu (obrazek 8) vznikne de facto spojita kiivka od nejvyssich zapornych hodnot

pro ,,nejzdravejsi osoby* az po nejvyssi kladné hodnoty pro pacienty s nejvyraznéjSimi
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klinickymi ptiznaky onemocnéni. V prostfedni ¢asti grafu (hodnoty cca od -1 do +1) dochazi
k miseni zdravych osob a pacient. Piedpokladame, ze u klinicky zdravych osob v tomto
pasmu pravdépodobé existuje zvySené riziko vzniku parodontitidy a naopak pacienti

s parodontitidou v tomto pasmu vykazuji mirn€jsi klinické znamky onemocnéni a lepsi
prognozu v piipade v€asného zasahu a dobré oralni hygieny. Toto grafické vyjadieni mize ale
zaroven mimikovat situaci, kterd by mohla nastat u jednoho jedince v prib¢hu casu pii
postupném prechodu od zdravi k parodontitid¢é. Na rozdil od Abusleme a kol. (2013)
predpokladame, Ze taxony obecné asociované s parodontalnim zdravim jsou v prubéhu
nastupu onemocnéni postupné vytésnovany taxony spojenymi s parodontitidou a u t€zkych

pacientu se jiz témet nevyskytuji.
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Obrazek 8 R/G pomér vypocteny pro celou sadu vzorku
Zeleng jsou znazornény parodontalné zdravé osoby, ¢ervené osoby s parodontitidou

Tento ptedpoklad ovéfujeme v dlouhodobé studii sledujici jiz dfive ustanovenou a
postupné dopliiovanou skupinu piivodné parodontalné zdravych osob. V prubehu studie se
skute¢né u nékterych osob vyvinul parodontalni chobot a doslo k rozvoji onemocnéni. Jako
protiklad ke skupiné H je dlouhodobé sledovano i nékolik pacientl z diive ustanovené

skupiny ChP, z nichZ u n¢kterych naopak doslo k vyraznému zlepSeni piiznakii onemocnéni.
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Nov¢ jsou v navazujicim projektu sledovani také pacienti s agresivni formou
parodontitidy, jejichz ordlni mikrobiom je porovndvan s tim ve zdravi a pfi chronické
parodontitidé. U téchto pacientil je také posuzovana dynamika zmén v taxonomickém slozeni
oralniho mikrobiomu v zavislosti na pouzité¢ metod¢ 1écby. Tato diplomova prace se Castecné
podili na obou vyse uvedenych tkolech — dlouhodobé studii i charakterizaci oralniho

mikrobiomu u pacientli s agresivni parodontitidou.
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4. Cile prace

1) Posouzeni shody mezi vysledky sekvenace ziskanymi dvéma ruznymi sekvenacnimi

metodami.

Jak bylo uvedeno vyse, dlouhodoba studie byla od svého pocatku zpracovavana
s vyuzitim sekvenacni metody 454 pyrosekvenovani. Od roku 2016 ovsem vyrobce ukon¢il
technickou podporu tohoto systému a nadale neposkytuje servis ani nedodava odpovidajici
sekvenacni kity. Z toho divodu bylo nezbytné piejit na alternativni metodu sekvenovani, dnes
nejcastéji vyuzivanou platformu Illumina MiSeq. Prvnim z cila této prace tedy bylo posoudit,
zda Ize pokracovat v dlouhodobé¢ studii s pouzitim nové sekvenacni metody a porovnavat

vysledky ziskané obéma metodami mezi sebou tak, jako by byly ziskané metodou jedinou.

2) Sledovani vyvoje oralniho mikrobiomu u parodontalné zdravych osob v ¢ase,

pokracovani dlouhodobé studie

V ramci tohoto cile byla porovnavana kompozice oralniho mikrobiomu testovanych
subjektl v rozmezi dvou az Ctyt let (v dlouhodobé studii se jedna o odbéry po 3,5 au

nekterych osob 1 po 7 letech)

3) Porovnani taxonomické kompozice oralniho mikrobiomu u parodontalné zdravych

osob a pacienti s chronickou a agresivni parodontitidou.

V ramci tohoto cile byla predevsim feSena otdzka, zda existuji vyrazné odliSnosti
v mikrobiomu pacientil s agresivni formou parodontitidy vysvétlujici prudky nastup a rychlou

progresi onemocnéni.

64



5. Material a metody

5.1 Material

5.1.1 Charakterizace soubori testovanych osob

V této praci byly zpracovavany vzorky oralniho mikrobiomu tfech skupin osob:

. parodontalné zdravé osoby (dale oznacované H)
o pacienti s chronickou parodontitidou (dale oznacovani ChP)
. pacienti s agresivni parodontitidou (dale oznacovani AP

Skupina H je sledovana v ramci dlouhodobé studie, ze které tato diplomova prace
zpracovava vybrany ¢asovy usek (viz dale). Pro ucely statistického posouzeni komparability
sekvenacnich metod byla skupina H rozsifena jesté o 7 vzorkl parodontalné zdravych osob,
které nejsou soucasti dlouhodobé studie, avSak pro ucely rozsitfeni souboru pro statistickou
analyzu byly jejich vzorky vhodné. Skupina ChP byla zaloZena spolu s H v ramci dlouhodobé
studie (viz Dosavadni vysledky), ale byla pouzita pouze v poc¢atku dlouhodobé studie pro
posouzeni individudlni dynamiky mikrobiomu ve zdravi a nemoci v pribéhu 3 mésicii a za
ucelem definovani taxonll asociovanych s obéma krajnimi stavy, a dale uz systematicky
sledovéana neni, nebot’ ve sloZzeni mikrobiomu nebyl o¢ekdvan zadny vyznamny progres. Jako
protiklad k mikrobiomu zdravych osob byly pro tcely této prace zpracovany vzorky 7
pacientt ze skupiny ChP, ovSem tento soubor, ktery mame aktualné k dispozici, je ptili§ maly,
neZ aby bylo moZno z vysledkl vyvozovat jednoznacné zavéry. Skupina AP byla nové
zaloZena v roce 2016 pro alternativni projekt a je postupné rozsifovana o nové pacienty.

V ramci této diplomové prace byly zpracovany a vyhodnoceny vzorky prvnich 19 pacienti.

Vzorkem pro charakterizaci oralniho mikrobiomu byla ve vSech piipadech
subgingivalni tekutina, odebirand neinvazivni metodou pomoci sterilnich papirovych ¢epu.
Aby vysledek charakterizace mikrobiomu nebyl ovlivnén jinou 1é¢bou testovaného subjektu,
byly vzorky odebirany nejdiive 3 mésice po poslednim peroralnim uZiti antibiotik. Kromé
parodontitidy (ve skupiné s chronickou a agresivni parodontitidou) byly v§echny subjekty

v dobrém zdravotnim stavu.
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5.1.1.1 Charakterizace souboru parodontilné zdravych osob (H)

K zatrazeni do skupiny H bylo pozadovéno, aby osoby (na pocatku studie) nemély
zadny parodontalni chobot s hloubkou vétsi nez 3 mm. Tato skupina byla zaloZena v roce
2009 a vyznamné¢ rozsifena v roce 2011. V roce 2016 bylo do této skupiny zatazeno 9 novych
osob. V ramci dlouhodobé¢ studie byly charakterizovany vzorky odebirané v okamziku
zatazeni do studie, déle s odstupem 2 tydnti, 3 mésicu, 3 let a dale vzdy po 2 letech od
posledniho odbéru. Soucasti této diplomové prace jsou vzorky odebirané po 3, 5 a u nékterych
1 po 7 letech od zahgjeni studie. V pribéhu studie doslo u 4 osob k rozvoji parodontitidy.

V tom ptipadé byly navic k bézn¢€ odebiranym vzorkiim odebrany i vzorky ze

vzniklého parodontalniho chobotu. Podrobnéjsi informace o osobach zatfazenych k této
skupin€ jsou shrnuty v tabulkach 10 a 11. Vzorky patiici do skupiny parodontalné zdravych
osob jsou pro piehlednost dale oznacovany kromé ¢isla vzorku také rokem odebrani a

v pripad¢ vzorku odebraného z parodontalniho chobotu také pismenem CH. Vzorky

sekvenované metodou 454 pyrosekvenovani (viz déle) jsou navic oznaceny hvézdi¢kou (*).

Tabulka 10 Charakteristika skupiny H- nové zarazeni

Rok
zaiazeni | Oznaceni vzorki
Oznaceni do charakterizovanych
osoby Roc¢nik | Pohlavi | studie | v této praci
H24 1977 |7 2016 H24 2016
H25 1979 |7 2016 H25 2016
H26 1977 (M 2016 H26 2016
H27 1977 (M 2016 H27 2016
H28 1965 |7 2016 H28 2016
H29 1965 |7 2016 H29 2016
H30 1978 (M 2016 H30 2016
H31 1967 |7 2016 H31 2016
H32 1990 |7 2016 H32 2016
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Tabulka 11 Charakteristika skupiny H
Modfe oznacené vzorky byly pouzity také pro statistické posouzeni komptability
sekvenacnich metod

Oznaceni - ; it}'l;zeni Oznaceni vzorku charakterizovanych
osoby Rocnik | Pohlavi do v této praci
studie

HI1 1965 |7 2009 H1 2012 H1 2014* H1 2016

H2 1967 |7 2009 H2 2012 H2 2014* H2 2016

H3 1985 |7 2011 H3 2014 H3 2016

H4 1978 M 2009 H4 2012 H4 2014* H4 2016

HS5 1951 M 2009 HS5 2012 HS5 2014* H5 2016
H5 2016 CH

H6 1964 |[M 2011 H6 2014 H6 2014 CH |H6 2016
H6 2016 CH

H7 1978 M 2011 H7 2014 H7 2016

HS 1967 M 2011 HS8 2014 H8 2016

H9 1971 M 2011 H9 2014 H9 2016

H10 1973 |z 2011 H10 2014 | HI10 2016

H11 1943 [M 2011 H11 2014 |HI1 2014 CHI |H11 2014 CH2
H11 2016 |HI1 2016 CHI |H11 2016 CH2

H14 1967 |7 2011 H14 2014 | H14 2016

H15 1986 M 2011 H15 2014 H15 2016

H16 1983 [z 2011 H16 2014 | HI16 2016

H17 1978 V4 2011 H17 2014 H17 2016

H18 1971 V4 2011 HI18 2014 HI18 2016

H20 1974 |z 2011 H20 2014 | H20 2016

H21 1952 |z 2009 H21 2012 | H21 2014* H21 2016

5.1.1.2 Charakteristika souboru pacienti s chronickou parodontitidou (ChP)

Osoby zatazené do této skupiny musely mit na po¢atku studie nejméné dva

parodontalni choboty s hloubkou vice nez 6 mm. Pocet parodontalnich chobotii se pohyboval

od 2 do 20. Podrobné¢;jsi informace viz tabulka 12.
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Tabulka 12 Charakteristika skupiny ChP

Oznaceni Pocet zubii na Pocet zubi s p.
osoby Roénik Pohlavi pocatku studie | chobotem
CH1 1955 Z 32 3

CH4 1961 Z 26 6

CH6 1962 M 30 4

CH7 1956 Z 29 4

CH10 1941 Z 20 20

CHI12 1957 M 22 4

CHI15 1959 M 32 3

5.1.1.3 Charakteristika souboru pacienti s agresivni parodontitidou (AP)

Vzorky od osob s agresivni parodontitidou byly odebrany pfed zahdjenim parodontalni

1é¢by. Hloubka parodontalnich chobotti se pohybovala od 5 do 12 mm. Podrobnosti viz

tabulka 13.

Tabulka 13 Charakteristika skupiny AP

Hloubka
Oznaceni odebiraného
osoby Roénik Pohlavi Forma parodontitidy chobotu
A2 1978 7 neni k dispozici 7 mm
A3 1983 M lokalizovana 8 mm
AS 1987 V4 generalizovana 7 mm
A6 1978 M generalizovana 9 mm
A7 1979 M generalizovana 8 mm
A8 1971 7 lokalizovana 8 mm
A9 1974 M lokalizovana 8 mm
Al0 1989 V4 lokalizovana 6 mm
All 1974 M generalizovand 8 mm
Al2 1967 M lokalizovana 8 mm
Al3 1975 7 generalizovana 7 mm
Al4 1988 M lokalizovana 8 mm
AlS 1972 7 generalizovana 8 mm
Al6 1984 7 lokalizovana 5 mm
Al7 1976 V4 generalizovand 8 mm
Al8 1976 Z lokalizovana 8 mm
A19 1976 Z lokalizovana 8 mm
A20 1995 V4 generalizovana 8 mm
A21 1976 M lokalizovana 12 mm
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5.1.2

5.1.3

5.1.4

Komer¢ni soupravy

Izolace bakterialni DNA: DNeasy® Blood & Tissue kit (Qiagen)
PCR: Plain Combi PP Master Mix (Top-Bio)

Izolace a ¢&isténi PCR produktii: Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up Systém

(Promega)
Zakoncentrovani DNA: MinElute PCR® Purification Kit (Qiagen)

Mgéieni koncentrace DNA ve vzorcich: Qubit® dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen)

Enzymy, standardy, chemikalie

Phusion® High-Fidelity DNA Polymeraza (Bio Labs)
SeaKem® LE agar6za (Lonza)
Ethidiumbromid (Sigma-Aldrich)

1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen)

Primery

Primarni PCR: Univerzalni bakteridlni primery zamétené na variabilni oblast V4-V5

16S rRNA, viz tab. 14

Tabulka 14 Primery- primarni PCR

Primer [Sekvence (5’-3’) Zdroj
Turner a kol.

515F GTGCCAGCM GCCGCGGTAA [ 1999
907R CCGTCAATTCMTTTRAGTTT | Lane a kol. 1991

Pozn: M: A nebo C, R: A nebo G
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Sekundarni PCR: Kombinace primert 515F a 907R, prodlouzenych o sekvenci tagu,

ktery umozni naslednou identifikaci vzorku, viz tab. 15

Tabulka 15 Primery-sekundarni PCR

Primer Sekvence

515F M096 ATTGCGTGTGTGCCAGCMGCNGCGG
S515F M099 ATAAAGAGTGTGCCAGCMGCNGCGG
907R T001 AAGTCTTCCGTCAATTCMTTTGAGTTT
907R_T003 ATGGTTTCCGTCAATTCMTTTGAGTTT
907R T004 ATTAGTTCCGTCAATTCMTTTGAGTTT
907R_T006 AATCGTTCCGTCAATTCMTTTGAGTTT
907R T007 AACCTTTCCGTCAATTCMTTTGAGTTT
907R_T008 ACCAATTCCGTCAATTCMTTTGAGTTT
907R T009 ACCTTGTTCCGTCAATTCMTTTGAGTTT
907R_T010 ATATCGTTCCGTCAATTCMTTTGAGTTT
907R TO11 ACGACCTTCCGTCAATTCMTTTGAGTTT
907R_TO12 ATTCGTTTCCGTCAATTCMTTTGAGTTT
907R TO013 AGTCGTTTCCGTCAATTCMTTTGAGTTT
907R_T014 ATTCCATTCCGTCAATTCMTTTGAGTTT
907R TO15 ACCCTATTCCGTCAATTCMTTTGAGTTT
907R_TO016 ACTTGGTTCCGTCAATTCMTTTGAGTTT
907R TO18 ACCGTTATTCCGTCAATTCMTTTGAGTTT
907R_TO019 AGTGTTATTCCGTCAATTCMTTTGAGTTT
907R T022 ACGAGCCTTCCGTCAATTCMTTTGAGTTT
907R_T023 AGCCATTTTCCGTCAATTCMTTTGAGTTT
907R_T024 ATTTGCCTTCCGTCAATTCMTTTGAGTTT
Pozn: M: A neboC,N: A,C,G, T
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5.1.5 Pouzité programy

Pouzité programy jsou shrnuty v tabulce 16.

Tabulka 16 PouZité programy

Nazev

programu | Verze Dostupny z Citace

SEED 2 1.0.0.0. http://www.biomed.cas.cz/mbu/lbwrf/seed/ Vétrovsky a kol. 2018

PAST 3 1.0.0.0. https://folk.uio.no/ohammer/past/ Hammer a kol. 2001

Rstudio 1.1.447.0 | https://www.rstudio.com/ Rstudio Team 2015
5.2 Metody

5.2.1 Odbér vzorku

Zpracovavanym materidlem byla subgingivalni tekutina, kterd byla odebirana
neinvazivni metodou se sterilnimi papirovymi endodontickymi ¢epy (DiaDent, vel. 35). U
zdravych osob byla tato tekutina odebirdna z désiiového zlabku a u osob s parodontitidou
z parodontélniho chobotu, kde byly tyto ¢epy ponechdny po dobu 10 s, aby se tekutina
dostate¢n¢ naséla. Pro ziskani dostatecného mnozstvi materidlu byly pro jeden odbér vzdy
pouzity dva papirové Cepy soucasné. Tyto Cepy byly poté ulozeny do mikrozkumavky a
zmrazeny na teplotu -80 °C do okamziku zpracovani. Vlastni odbér vzorkl provadél MUDr.

Jaroslav Mysak.

5.2.2 1Izolace DNA

Celkova chromozomalni DNA byla izolovana pomoci kitu DNeasy® Blood & Tissue
kit dle navodu od vyrobce s jedinou modifikaci, a to v kroku 12, kde bylo ke vzorku piidano

140 pl AE pufru namisto 200 pl uvedenych v navodu.
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5.2.3 Priprava knihovny pro sekvenovani

PCR

Z izolované DNA byl nasledn¢ pomoci PCR amplifikovan usek V4-V5 16S rDNA.
Tato amplifikace byla provadéna ve dvou krocich. Pii primarni PCR (sloZeni a podminky
PCR viz tab. 17 a 18) byl amplifikovan vybrany tisek DNA a pii sekundarni PCR (sloZeni a
podminky reakce viz tab. 19 a 20) byly ziskané produkty specificky oznaceny tagy
umoziujicimi naslednou identifikaci vzorkt. K Plain Combi PP Master Mixu byl pro zvyseni
piesnosti PCR reakei ptidan 1 pl Phusion® High-Fidelity DNA polymerazy (1 pl polymerazy
k 500 pl Plain Combi PP Master Mix). Pro zvySeni robustnosti metody byly PCR reakce
provadény pro kazdy vzorek ve tiech nezavislych opakovanich a produkty reakei byly pro
nasledné zpracovani spojeny. Negativni kontrola méla totozné slozeni reakéni smési, misto

vzorku vSak obsahovala vodu.

Tabulka 17 SloZeni reakce primarni PCR

Reagencie Na 1 vzorek PCR reakce
Plain Combi PP Master Mix 12,5 pl

Primer R (10 pmol/ul) 2 ul

Primer F (10 pmol/ul) 2 ul

Sterilni H,O 6,5 ul

DNA 2 ul

Tabulka 18 Podminky primarni PCR

Teplota Doba trvani Pocet opakovani
94 °C 5 min 1

94 °C 1 min

60 °C 50s 35

72 °C 30s

72 °C 10 min 1
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Tabulka 19 SloZeni reakce sekundarni PCR

Reagencie Na 1 vzorek PCR reakce
Plain Combi PP Master Mix 25 ul
Primer R (10 pmol/ul) 2 ul
Primer F (10 pmol/ul) 2 ul
Sterilni H,O 18 ul
DNA 3 ul
Tabulka 20 Podminky sekundarni PCR
Teplota Doba trvani Pocet opakovani
94 °C 5 min 1
94 °C 1 min
60 °C 50 s 14
72 °C 30s
72 °C 10 min 1

DNA elektroforéza v agarézovém gelu

Produkty 3 paralelnich PCR reakci pro kazdy vzorek byly slouceny a
separovany v 0,8% agar6zovém gelu. Slozeni gelu je uvedeno v tabulce 21. Jako
standard velikosti byl pouzit 1 Kb Plus DNA Ladder. Produkt o velikosti 400 pb byl

z gelu vyfiznut pro dalsi zpracovani.

Tabulka 21 SloZeni agar6zového gelu

Reagencie MnoZstvi
Agardza 24¢
TAE pufr (0,04 M Tris- acetat, 0,001 M

EDTA, PH 7,5-7,8) 325 ml
Ethidiumbromid 15 ul
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5.2.4 1Izolace a preciSténi PCR produktii

PCR produkty vytiznuté z agar6zového gelu byly purifikovany pomoci kitu
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up Systém piesné dle navodu od vyrobce.

5.2.5 Zakoncentrovani DNA

Zakoncentrovani ziskané DNA bylo provedeno pomoci kitu MinElute PCR®
Purification Kit dle navodu vyrobce, v kroku 7 vSak bylo pro lepsi vytézek ptidano 16 ul EB

pufru namisto vyrobcem doporucovanych 10 pl.

5.2.6 Méreni koncentrace DNA ve vzorku

Koncentrace DNA v kazdém vzorku byla méfena pomoci Qubit® 2.0 Fluorometr
(Life Technologies) s pouzitim kitu Qubit® dsDNA HS Assay Kit a pro sekvenovani

nasledn¢ upravena dle konkrétnich pozadavki servisni laboratofte.

5.2.7 Sekvenaéni analyza

Vlastni sekvenacni analyza byla provadéla v Laboratofi environmentalni
mikrobiologie (Mikrobiologicky ustav AV CR), kde byly vzorky sekvenovany na platformé
[Mlumina MiSeq (2x250 pb).

5.2.8 Vyhodnoceni sekvenacnich dat

Hruba sekvenacni data byla zpracovana v programu SEED 2 nasledujicim zptisobem:
. V prvnim kroku byly odstranény vSechny sekvence kratsi nez 365 nukleotidi.
. Daéle byly vymazany sekvence primeru.
o Vsechny sekvence byly zkraceny na délku 365 nukleotidi.

. Sekvence byly klastrovany na troven identity 98,5 % (OTU Radius: 1,5 %) a
byla vytvofena tabulka opera¢nich taxonomickych jednotek (OTU, Operational
Taxonomic Units), které¢ odpovidaji bakteridlnim taxontim ptiblizn€ na rovni

druhu. V tomto kroku byly také automaticky odstranény chiméry.

J Pro kazdy klastr byla vygenerovana konsensus sekvence.
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Vygenerované konsensus sekvence byly dale porovnany s databazi HOMD (HOMD 16S
rRNA RefSeq Version 14.51 (Start at position 9)) pomoci algoritmu BlastN a ke kazdé OTU

byl ptifazen nejlépe odpovidajici taxon.
Déle byla data zpracovéana v programu Microsoft Excel:

o Sekvence, ke kterym nebyl ptifazen zadny bakteridlni taxon (tzv. ,,no hits®),

byly vymazany.

J Pocty sekvenci v klastrech, které byly pfifazeny ke stejnym HOT (taxonim),

byly secteny.

. Byla provedena tzv. normalizace na pocet kopii 16S rRNA (dle Vétrovsky a
Baldrian 2013). Tento krok vychazi ze skutec¢nosti, Ze bakteridlni taxony
mohou ve svych genomech nést riizny pocet kopii genu pro 16S rDNA. Tento
pocet kopii je druhové specificky a miize nabyvat hodnot od 1 do cca 15. Pocet
identifikovanych sekvenci 16S rDNA urcitého taxonu tedy nemusi piesné
odpovidat poctu bakterii tohoto taxonu ve vzorku, ale je nutno provést piepocet

identifikovanych sekvenci dle taxond.

. Byl proveden pfepocet na relativni procentudlni zastoupeni jednotlivych

identifikovanych taxont pro kazdy vzorek

o V nékterych ptipadech nebylo moZné na urovni identity 98,5 % pfitadit
jednoznaéné prave jeden HOT, nebot’ v konkrétnim sekvenovaném a
analyzovaném useku pouhych 365 nukleotidii vykazuje vice HOT identitu
vys$i, casto 100%, prestoze pii analyze celé délky 16S rDNA by rozdily
ptesahly 1,5 %, coz je hranice pro zafazeni k urcitému HOT. V takovém
ptipadé bylo identifikovanému klastru pfifazeno jméno tzv. CT
(kombinovaného taxonu), ktery zahrnuje vSechny HOT, klastrujici ve

vymezeném 365 bp dlouhém tseku na hlading 98,5% spolecné.

o Tyto CT byly vygenerovany nasledujicim zpiisobem: VSechny sekvence 16S
rDNA z databdze HOMD (HOMD 16S rRNA RefSeq Version 14.51 (Starts
from position 9)) byly v programu Seed 2 zkraceny na 365 a klastrovany na
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98,5 % identity stejn¢ jako pii zpracovani sekvenacnich dat. Krome
samostatnych HOTU vzniklo také 106 klastrti obsahujicich dva a vice HOTu
(. sekvenci, které v daném tiseku 16S rDNA nelze na Grovni identity 98,5%
jednoznacné rozlisit). Klastry byly oznaceny CT1- CT106. V dal$im textu je
pro kazdy CT pouzivan pro zjednoduseni pouze nazev prvniho ze
zastoupenych taxonil. Seznam vSech taxoni spadajicich do jednotlivych CT

je uveden v tab. 22 na konci této kapitoly.

. Ke kazdému vzorku byl tedy pfifazen soubor identifikovanych HOT/CT a
jejich relativnich abundanci. Takto zpracovana data se stala vychozim
materidlem pro naslednou statistickou analyzu, vypocet R/G poméru a tvorbu

grafil.

5.2.9 Statisticka analyza a grafické vyhodnoceni

5.2.9.1 Procrustes analyza (porovnani shody vysledki ziskanych metodou 454
pyrosekvenovani a Illumina)

Pro posouzeni moZnosti navazani na dlouhodobou studii, ve které byly vzorky
oralniho mikrobiomu charakterizovany pomoci sekvenace metodou 454 pyrosekvenovani,
aktualné vice pouzivanou metodou Illumina, byla jedna sada 28 vzorki oralniho mikrobiomu
zpracovana 2x nezavisle obéma metodami. Vysledky byly vyhodnoceny a matice relativnich
abundanci ziskané obéma metodami byly porovndny s pouZitim statistického testu Procrustes
(Jackson 1995, Indugu a kol. 2016). Tento test posuzuje, do jaké miry je testovana matice ,,A*
bliZ3i testované matici ,,B“, nez ndhodn¢ vygenerovanym maticim odvozenym od ,,A*.
Vysledna m? miize nabyvat hodnot od 0 (vysoké shoda obou testovanych soubori) do 1
(absolutn¢ ndhodné matice bez jakékoli vzajemné souvislosti). Test byl opakovan 999x (pocet
permutaci) a bylo hodnoceno, v kolika procentech ptipadi ndhodné vygenerovana matice

dosahla vyssi shody, neZ matice testovana (signifikance). Test byl proveden v prostiedi
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Rstudio. Vybér vhodného statistického testu i jeho aplikaci a vyhodnoceni provedl Dr. Daniel

Morais, specialista — bioinformatik projektu C4Sys v Mikrobiologickém ustavu.

5.2.9.2 Tvorba heatmapy

Heatmapa je formou grafického znazornéni dat, ve kterém je kazda hodnota
reprezentovana barvou urcitého spojitého barevného spektra. Vyssi hodnoty byvaji typicky
znazornovany teplymi odstiny barev, zatimco nizké hodnoty barvami studenymi (odtud
,heat“mapa). Heatmapa znazornujici relativni abundance jednotlivych taxont ve vzorcich
oralniho mikrobiomu byla vytvofena v programu Rstudio pomoci funkce heatmap.2. Pro
piehlednost byly pro tvorbu heatmapy pouzity pouze taxony, jejichz relativni abundance

alespon v jednom z analyzovanych vzorkl doséhla 3% hranice.

5.2.9.3 Analyza NMDS

Metoda NMDS (z anglického Nonmetric MultiDimensional Scaling) analyzuje
libovolnou metrickou nebo semimetrickou matici vzdalenosti nebo podobnosti
(nepodobnosti). NMDS zobrazuje pozorované vzdalenosti/podobnosti mezi objekty v
euklidovském prostoru. V této praci byla pouzita NMDS analyza ekologické vzdalenosti

vzorkl spoctené metodou Bray-Curtis. Pro NMDS analyzu byl pouZit program PAST 3.

V ramci této diplomové prace byly plné€ zpracovany vzorky skupiny H odebirané
v roce 2016. Ostatni data pouzitd v této praci byla ziskdna novym vyhodnocenim hrubych
sekvenacnich dat, ziskanych v laboratofi v dfivéjSim obdobi (pfipravu knihoven pro sekvenaci
téchto vzorki provadély Mgr. Lenka Sabova a Mgr. Magdaléna Pavlikova). Vzorky
sekvenované metodou 454 pyrosekvenovani byly kromé vlastniho sekvenovani zpracovany
stejné, jako vzorky sekvenované metodou Illumina, jediny rozdil byly pouZzité primery. Pfi
piipravé knihoven pro 454 pyrosekvenovani byly pouzité primery 515F / 1100R (zahrnujici
variabilni useky V4-V5-V6).
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Tabulka 22 Tabulka kombinovanych taxont
Nazvy CT, které jsou dale v praci pouzivany, jsou znazornény tuc¢né

Cislo | Seznam taxonu p¥iFazenych k jednotlivym | Cislo | Seznam taxonii p¥ifazenych k jednotlivym
CT |[CT CT |CT
Selenomonas flueggei, S. noxia; S. dinae; S. Streptococcus anginosus; S. constellatus; S.
1 infelix; Centipeda periodontii 54 intermedius
Streptococcus sp.; S. tigurinus, S. dentisani;
S. infantis; S. mitis; S. oralis; S peroris; S.
2 pneumoniae; S. lactarius 55 Porphyromonas asaccharolytica; P. uenonis
Fusobacterium nucleatum subsp.
vincentii/polymorphum/animalis/nucleatum,F.
3 periodontium, F.naviforme 56 Campylobacter rectus; C. showae
Actinomyces naeslundii; A. viscosus; A.
4 Jjohnsonii; A. oris 57 Alloprevotella sp.
Streptococcus australis; S. parasanguinis 1I;
S. cristatus, S. parasanguinis I; S. sinensis; S.
5 oligofermentans 58 Prevotella loescheii
Veillonella rogosae; V. dispar, V. parvula;
6 V.atypica; V. denticarioso 59 Haemophilus aegyptius; H. influenzae
7 Treponema vincentii; T. medium 60 Campylobacter concisus; C. curvus
8 Porphyromonas pasteri; P. catoniae 61 Peptostreptococcus stomatis; P. anaerobius
Actinomyces lingnae; A. meyeri; A. Bifidobacterium dentium; B. longum; B.
9 odontolyticus,; A. cardiffensis 62 breve
Prevotella histicola; P. melaninogenica, P. Mycobacterium neoaurum; M. tuberculosis;
10 veroralis; P. scopos 63 M. leprae
Actinomyces gerencseriae; A. israelii; A.
11 Treponema socranskii subsp. B 64 massiliensis
12 Fretibacterium sp. 65 Catonella morbi
Aggregatibacter aphrophilus; A.
13 paraphrophilus; Haemophilus pittmaniae 66 Streptococcus downei; S. sobrinus
14 Prevotella sp. 67 Neisseria gonorrhoeae; N. polysaccharea
15 Parvimonas micra 68 Pseudomonas aeruginosa, P. otitidis
16 Capnocytophaga sp. 69 Desulfovibrio fairfieldensis
Fusobacterium necrophorum; F.
17 Selenomonas sp. 70 gonidiaformans
Lactobacillus vaginalis; L. oris; L. reuteri
18 genosp.1; L. panis; L.reuteri genosp.2 71 Oribacterium sinus; O. parvum
Lactobacillus parafarraginis; L. kisonensis, Parascardovia denticolens; Scardovia
19 L. brevis; L. buchneri; L. rapi 72 inopinata
20 Selenomonas artemidis 73 Acinetobacter baumannii
21 Selenomonas sputigena 74 Propionibacterium acnes
22 Porphyromonas endodontalis 75 Anaerococcus prevotii; A. tetradius
23 Haemophilus haemolyticus 76 Leptotrichia sp.
Haemophilus paraphrohaemolyticus; H.
24 sputorum, H. parahaemolyticus 77 Leptotrichia hongkongensis
Neisseria flava; N. lactamica; N. mucosa, N.
25 pharyngis; N. sicca 78 T™7 [G-1] sp.
Achromobacter xylosoxidans; Bordetella
26 Eikenella sp.; Kingella denitrificans 79 | pertussis
Neisseria weaveri; N. subflava; N. flavescens,
27 N. meningitidis 80 Streptococcus vestibularis; S. salivarius
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28 Lachnoanaerobaculum orale; L. suburreum | 81 Treponema sp.
29 Capnocytophaga sp. 82 Alloprevotella sp.
30 Veillonellaceae [G-1] sp. 83 Treponema sp.
31 Capnocytophaga sp. 84 Mogibacterium vescum; M. neglectum
Lactobacillus ultunensis; L. acidophilus; L. Porphyrobacter tepidarius;
32 crispatus 85 Erythromicrobium ramosum
Enterococcus faecalis; E. casseliflavus; E.
33 saccharolyticus, E. durans 86 Bergeyella sp.
34 Leptotrichia wadei 87 Enterobacter cancerogenus
35 Treponema sp. 88 Lactobacillus gasseri; L. johnsonii
36 Veillonellaceae [G-1] sp. 89 Mycoplasma genitalium; M. pneumoniae
Gemella morbillorum; G. Haemolysans; G.
37 sanquinis 90 Lachnospiraceae [G-7] sp.
Peptostreptococcaceae [XI][G-7]
[Eubacterium] yurii
38 subsp.schtitka/margaretiae 91 Treponema sp.
Staphylococcus warneri; S. aureus; S.
39 caprae, S. epidermidis 92 Gemella bergeri
40 Veillonellaceae [G-1] sp. 93 Peptostreptococcaceae [XI][G-4] sp.
Peptostreptococcaceae [XI][G-1]
41 Klebsiella pneumoniae; Kluyvera ascorbata | 94 [Eubacterium] infirmum/sulci
Corynebacterium tuscaniense; C.
42 Treponema maltophilum 95 mucifaciens
43 Streptococcus gordonii; S. sanguinis 96 Microbacterium ginsengisoli; M. flavescens
44 Peptococcus sp. 97 Stomatobaculum longum
45 Actinomyces georgiae 98 Propionibacterium propionicum
Mogibacterium timidum; M. diversum; M.
46 pumilum 99 TM7 [G-1] sp.
47 Aggregatibacter segnis 100 | Pedobacter sp.
48 Rothia aeria; R. dentocariosa 101 | Leptotrichia hofstadii
Granulicatella adiacens; Enterococcus
49 italicus 102 | Bifidobacterium subtile; B. scardovii
50 Treponema denticola; T. putidum 103 | Ralstonia pickettii
51 Capnocytophaga granulosa 104 | Lactobacillus plantarum; L. pentosus
Lactobacillus casei; L. paracasei, L.
52 rhamnosus 105 | Neisseria sp.
53 Tannerella sp. 106 | Mycoplasma buccale; M. faucium
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6. Vysledky

6.1 Sekvenacni statistika
V této diplomové praci bylo analyzovano celkem 118 vzorkl od parodontalné
zdravych osob i pacientl s chronickou a agresivni parodontitidou, souhrnné udaje o vSech

sekvenacnich datech jsou uvedeny v tabulce 23.

Tabulka 23 Charakteristika sekvenacnich dat

Pocet vzorkl celkem 118
Pocet sekvenci celkem 545843
Pocet chimér celkem 96658
Primérny pocet sekvenci na vzorek 4625.,8
Primérny pocet chimér na vzorek 819,1

Pro statistické posouzeni komparability vysledkt ziskanych sekvenaénimi metodami
454 pyrosekvenovani a [llumina byla analyzovéana sada 28 vzorkt, souhrnné informace o
sekvenacnich datech jsou uvedeny v tabulce 24. Informace o poc¢tu sekvenci a chimér pro

kazdy vzorek jsou k nalezeni v ptiloze diplomové prace (list 3).

Tabulka 24 Charakteristika sekvenacnich dat pro
posouzeni komparability vysledki ziskanych sekvenaénimi
metodami 454 pyrosekvenovani a Illumina

Pocet vzorkl celkem 56
Pocet sekvenci celkem 156557
Pocet chimér celkem 20173
Primérny pocet sekvenci na vzorek 2795,7
Primérny pocet chimér na vzorek 360,2
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Charakteristika sekvenac¢nich dat pro skupiny osob H, ChP a AP je uvedena v tabulce
25, informace o poctu chimér a sekvenci v kazdém analyzovaném vzorku téchto skupin jsou

soucasti ptilohy této diplomové prace (listy 4, 5, 6).

Tabulka 25 Charakteristika sekvenaénich dat pro skupiny H,

ChP a AP
Skupina H
Pocet vzorkll celkem 57
Pocet sekvenci celkem 204564
Pocet chimér celkem 41523
Primérny pocet sekvenci na vzorek 3588.,8
Primérny pocet chimér na vzorek 728,5
Skupina ChP
Pocet vzorkil celkem 7
Pocet sekvenci celkem 18116
Pocet chimér celkem 3305
Primérny pocet sekvenci na vzorek 2588
Primérny pocet chimér na vzorek 472,1
Skupina AP
Pocet vzorkll celkem 19
Pocet sekvenci celkem 202730
Pocet chimér celkem 38398
Primérny pocet sekvenci na vzorek 10670
Primérny pocet chimér na vzorek 2020,9
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6.2  Posouzeni komparability vysledkii charakterizace oralniho mikrobiomu
ziskanych dvéma riznymi sekvenaénimi metodami (454 pyrosekvenovani a

Illumina)

Pro posouzeni moznosti zachovani kontinuity dlouhodobé studie, ve které byly vzorky
oralniho mikrobiomu v prvnich letech charakterizovany na zaklad¢ vysledkt 454
pyrosekvenovani, i po piechodu na novou sekvena¢ni metodu (Illumina MiSeq), byla jedna
sada vzorkl zpracovéana 2x nezavisle s pouzitim obou sekvenacnich metod a ziskané vysledky
byly porovnany statisticky. Pro statistické posouzeni komparability obou metod byla pouzita
sada 28 vzorkt ze skupiny H, konkrétné modie zvyraznéné vzorky z tabulky 11 (kapitola
Material a metody) a dale 7 vzorkd, které v§ak nebyly soucésti dlouhodobé studie (celkovy
ptehled sekvenovanych vzorki je uveden v elektronické ptiloze diplomové prace). V dobé
pripravy této diplomové prace jiz nebyla na pracovisti metoda 454 pyrosekvenovani dostupna,
pro statistické porovnani byla zpracovana hruba data, ziskana kolegyni Lenkou Sabovou
v ramci piedchoziho projektu). Stejna templatova DNA pak byla pouzita v této praci pro
sekvenovani 16S rDNA metodou Illumina. Hruba data z obou sekvenaci byla v ramci této
prace pro ucely statistického posouzeni komparability zpracovana stejnym zptisobem.
Zpracovana data ve formé excelové tabulky normalizovanych (na pocet kopii 16S rDNA na
genom) relativnich abundanci konkrétnich taxont pro kazdy vzorek jsou k dispozici

v elektronickeé ptiloze této prace (list 7).

K vlastnimu statistickému posouzeni byla pouZita Procrustes analyza. Byla ovéfovana
nulova hypotéza: Mira shody mezi dvéma maticemi (454 a Illumina) neni vétsi, nez
o¢ekavané nahodné asociace mezi témito maticemi, pficemz hodnota m? byla po¢itana pro
Bray-Curtis distancni matrix obou testovanych souborti. Vysledky analyzy jsou shrnuty
v tabulce 26. Hodnota m? 0,1051 potvrzuje, Ze mezi porovnavanymi soubory neni vyznamny
statisticky rozdil (hodnoty blizké nule znaci maximalni shodu mezi maticemi, zatimco

hodnoty blizici se jedné by ukazovaly zcela ndhodné rozloZeni).
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Tabulka 26 Vysledky Procrustes analyzy

m? (,,Procrustes Sum of Squares*) 0,1051
Korelace v symetrické rotaci 0,946
Signifikance 0,001
Pocet permutaci 999

Vysledky ziskané pro kazdy jeden vzorek obéma sekvena¢nimi metodami (454 i
Illumina) jsou kompatibilni a je tedy mozné v dlouhodobé studii pokracovat s pouzitim
sekvenacni metody Illumina aniz by doslo ke zkresleni vysledkii v disledku zmény

metodického postupu.

6.3  Sledovani ¢asového vyvoje oralniho mikrobiomu u parodontalné zdravych
osob - pokracovani dlouhodobé studie
Tato diplomova prace navazuje na dlouhodobou studii hodnocenim stavu oralniho
mikrobiomu u skupiny parodontalné zdravych osob (H). U 13 osob byly hodnoceny vzorky
ziskané po 3 a 5 letech od zatrazeni do studie, u 5 osob (konkrétn¢ H1, H2, H21, H4, HY),
které byly do studie zatazeny jiz v roce 2009, byly hodnoceny odbéry po 3, 5 a 7 letech.
Zpracovana data ve formé excelové tabulky normalizovanych relativnich abundanci

konkrétnich taxonii pro kazdy vzorek jsou k dispozici v elektronické pitiloze této prace (list 8).

Na zakladé predbéznych vysledkt (definice taxond asociovanych s parodontalnim
zdravim a parodontitidou) byl pro jednotlivé vzorky vypocten R/G pomér (parametr
parodontalniho zdravi definovany v rdmci ptedchozi studie na pracovisti). Vysledky jsou
znazornény v grafu na obrazku 9A, hodnoty R/G poméru pro kazdou osobu jsou zndzornény
jinou barvou. R/G pomér vyjadiuje logaritmus podilu relativniho zastoupeni taxonti
asociovanych s nemoci a taxonli asociovanych s parodontalnim zdravim, kdy zaporné
hodnoty jsou charakteristické pro parodontalni zdravi a kladné hodnoty pro parodontitidu,
hodnoty mezi -1 a +1 Ize pravdépodobné povaZovat za piechodny stav. Pfifazeni
identifikovanych taxont k parodontalnimu zdravi ¢i parodontitidé bylo provedeno podle

predbéznych vysledki z prvni faze dlouhodobé studie (viz dosavadni vysledky, obr 7).
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Vzhledem k dosavadnimu stavu znalosti neni mozné bezpecné roziadit ke zdravi a
nemoci v§echny identifikované taxony. R/G pomér byl stanoven na zékladé relativnich
abundanci v priméru 65% taxonl kazdého vzorku (nejméné 32% a nejvice 91%). U 3 osob
se v prubé¢hu dlouhodobé studie vyvinul parodontalni chobot. Jedna se o osoby H5, H6 a HI11
. U téchto osob byl od okamziku diagnostikovani parodontalniho chobotu odebiran vzdy
vzorek z dasnového zlabku ptivodniho zubu a navic nové i z parodontalniho chobotu. Vzorky
odebrané z parodontalnich chobotii jsou na obrazku 9 oznaceny Cervenou Sipkou. Vyssi
hodnoty R/G pom¢éru Ize pozorovat zejména u osob, u kterych doslo v pribéhu studie k vyvoji
parodontalnich chobotll, zejména pak u vzorki odebranych z téchto chobotii. Vyjimkou je
osoba H4, u které byl v poslednich 2 letech uréen R/G pomér vyssi nez 1, ackoliv u této osoby

k rozvoji nemoci nedoslo.
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Obrazek 9 Dynamika oralniho mikrobiomu skupiny H v ¢ase
Obr. A: R/G pomeér. Obr. B: Cetnost bakterii cerveného komplexu. Hodnoty pro jednotlivé
osoby jsou rozliSeny barevné
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Jako dalsi parametr k posouzeni stavu ordlniho mikrobiomu je znazornén soucet
relativnich abundanci bakterii cerveného komplexu (viz obr. 9B). Tyto bakterie se ve vétSim
mnozstvi vyskytuji zejména u vzorkii odebiranych z parodontalnich chobotti, v mensim
mnozstvi je vSak Ize pozorovat i ve vzorcich odebiranych ze zdravého dasiiového zlabku u
tychZ osob. Nejvyssi Cetnost bakterii cerveného komplexu u osob bez parodontalniho chobotu
vykazuje osoba H4, v men§im mnozstvi se tyto bakterie vyskytuji i u osoby H21 a osoby H17
(zejm. odbér z roku 2014). Pfesné hodnoty R/G poméru i soucet relativni abundance bakterii

¢erveného komplexu pro kazdy vzorek jsou k dispozici v pfiloze diplomové prace (list8).

Zvlastni pozornost byla vénovana osobam, u kterych v priibéhu studie doslo k rozvoji
parodontalnich chobotl. Pro tyto osoby byly sestaveny podrobné;jsi grafy zobrazujici relativni
abundance bakteridlnich taxont pro jednotlivé casové odbéry. Identifikované bakterialni
taxony z analyzovanych vzorkl byly pfifazeny k parodontalnimu zdravi (zelena barva) nebo
parodontitidé (Cervend barva) na zéklad¢ ptfedchozich vysledk laboratote (viz obr. 7,
dosavadni vysledky). Taxony, které nelze ptifadit k jedné nebo druhé skupiné, jsou
znazornény Sedou barvou. Pro piehlednost byly pro tvorbu grafii pouzity pouze bakterialni
taxony, které byly u dané osoby identifikovany s relativni abundanci minimalné 1 % v

alesponi jednom odbéru.

Na obr. 10 jsou zobrazena data pro osobu H5. V odbéru z roku 2012 lze pozorovat
pfevahu taxonti asociovanych s parodontalnim zdravim a témé&f Zddné taxony spojené
s parodontitidou (vysledky sekvenace Lenky Sabové zpracovany nové pro tuto diplomovou
s parodontalnim zdravim a naopak nariistu taxond spojovanych s parodontitidou, dokonce lze
pozorovat pfitomnost velmi malého mnozstvi 2 taxontli Cerveného komplexu. VySetieni
parodontologem vSak neukézalo Zadné klinické ptiznaky onemocnéni. U vzorki odebiranych
v roce 2016 pak dochazi k znaénému naristu mnozstvi F. nucleatum a u vzorku odebiraného
ze vzniklého parodontalniho chobotu také k vyraznému nartstu vSech bakterii cerveného

komplexu. Zaroven u téchto vzorka téméi chybi taxony spojované s parodontalnim zdravim.
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Obrazek 10 Dynamika taxonomického sloZeni oralniho mikrobiomu u osoby H5 v ¢ase
Zelena ~ taxony spojené s parodontalnim zdravim, ¢ervend ~ taxony spojené s parodontitidou, Seda ~
taxony, které nelze jednoznacné ptiradit k jedné nebo druhé skupiné, cerveny ramecek ~ bakterie cerveného
komplexu

U osoby H6 (obrazek 11) byl v ramci odbéru v roce 2014 identifikovan parodontalni
chobot. V analyzovanych vzorcich z let 2014 1 2016 je patrné prevaha bakterialnich taxont
spojovanych s parodontitidou a naopak minimalni mnozstvi taxont charakteristickych pro
parodontalni zdravi, zvlasté to pak plati pro vzorky odebirané z parodontalniho chobotu. U
vzorkl odebiranych z parodontalniho chobotu pak 1ze pozorovat také vétsi mnoZzstvi dvou
druhti bakterii ¢erveného komplexu, nez u vzorkl odebiranych ze zdravého dasnového
zlabku. Zbyvajici bakterie cerveného komplexu, P. gingivalis, se vzhledem k nizké relativni
abundanci nedostala do vybéru bakterii pro tvorbu grafu. Nejcetnéji zastoupeny taxon u

vzorkl odebranych ze zdravych i postizenych mist je F. nucleatum.
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Obrazek 11 Dynamika taxonomického sloZeni oralniho mikrobiomu u osoby H6
v Case
Zelena ~ taxony spojené s parodontalnim zdravim, ¢ervena ~ taxony spojené s parodontitidou,
Seda ~ taxony, které nelze jednoznac¢né priradit k jedné nebo druhé skupiné, Cerveny ramecek ~ bakterie

U osoby H11( obrazek 12) doslo v prubéhu studie k rozvoji dvou parodontalnich
chobottli (oznacované jako CH1 a CH2). Oba byly identifikovany v roce 2014. Podobn¢ jako u
osoby H6, Ize 1 zde sledovat nizké zastoupeni taxonl spojenych s parodontalnim zdravim a
pfevahu taxonil spojenych s parodontitidou. Nejcetnéji se vyskytujici taxon u vzorkl
odebiranych ze zdravych 1 postizenych mist je F. nucleatum. Nejvyssi zastoupeni bakterii

cerveného komplexu je patrné u vzorkil odebiranych z parodontalniho chobotu CHI.
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Obrazek 12 Dynamika taxonomického sloZeni oralniho mikrobiomu u osoby H11
v Case
Zelena ~ taxony spojené s parodontalnim zdravim, ¢ervena ~ taxony spojené s parodontitidou, Seda
~ taxony, které nelze jednozna¢né ptiradit k jedné nebo druhé skuping, ¢erveny ramecek ~ bakterie Cerveného
komplexu

6.4 Porovnani taxonomické kompozice oralniho mikrobiomu u parodontalné

zdravych osob a pacientii s chronickou a agresivni parodontitidou

V této Casti prace byl charakterizovan oralni mikrobiom 24 osob ze skupiny H, 7 osob

ze skupiny ChP a 19 osob ze skupiny AP. Ve skupin€ H jsou zahrnuty vzorky odebirané

v roce 2016 (tj. po 5, popt. po 7 letech od zatazeni do studie) téch osob, u kterych nedoslo
v pribéhu studie k rozvoji parodontitidy. Dale bylo do skupiny H zahrnuto 9 novych osob,
zatazenych do studie v roce 2016 (nebot’ plivodni sledovany soubor nebyl dostatecné
rozsahly, nékteré osoby byly z této studie vyfazeny z ditvodu zmény bydliste, zdravotniho
stavu ¢i jinych ditvodil). Osoby pattici do skupiny ChP jsou soucasti dlouhodobé studie a

skupina AP byla ustanovena v ramci noveé vzniklého navazujiciho projektu. Analyza byla
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provedena vzdy bez jakéhokoli ovlivnéni lé€ebnou terapii. Zpracovana data ve forme
excelové tabulky normalizovanych relativnich abundanci konkrétnich taxoni pro kazdy

vzorek jsou k dispozici v elektronické ptiloze této prace (list 9).

Pro posouzeni stavu oralniho mikrobiomu byl pro kazdy vzorek vypocten R/G pomér
a vynesen do grafu, viz obr. 13A, kde skupina H je zvyraznéna zelenou barvou, skupina ChP
oranzovou a skupina AP ¢ervenou barvou. R/G pomér byl stanoven na zéklad¢ relativnich

abundanci v priméru 68 % taxont kazdého vzorku (nejméné 35 %, nejvice 94%).

Ackoliv jde o parodontalné zdravé osoby, 1ze u 9 z 24 osob skupiny H pozorovat
kladné hodnoty R/G poméru, nejvyssi u osoby H4. U skupiny ChP jsou hodnoty R/G poméru
u tf1 osob kladné, z toho u dvou vyssi nez 2, u zbyvajicich 4 osob jsou hodnoty zaporné. Ve
skupiné AP lze pozorovat pouze kladné hodnoty tohoto koeficientu z ¢ehoz u 14 z 19 osob
vzorkll posouzena souhrnnd relativni abundance vSech taxont ¢erveného komplexu (viz obr.
13 B). Jak lze pozorovat, bakterie ¢erven¢ho komplexu se u skupiny H prakticky nevyskytuji
nebo se vyskytuji jen ve velmi nizké relativni abundanci. Vyjimkou je osoba H4, u které
soucet relativni abundance bakterii cerveného komplexu tvoti az 31 % vsech bakterii
pritomnych ve vzorku, mirnéji pak osoba H21 (ptes 3 %) a osoba H26 (necela 2 %). U 3
pacientl s chronickou parodontitidou se bakterie ¢erveného komplexu vyskytuji ve vice nez
10 %, u zbyvajicich nepfesahuji 1 % relativni abundance. Nejvice jsou bakterie cerveného
komplexu zastoupeny u pacientli s agresivni parodontitidou, kde s vyjimkou dvou osob, tvoii
10 az 52 % vSech bakterii detekovanych u danych osob. Nizkou relativni abundanci téchto
bakterii vykazuji pouze vzorky osob A14 a A18. Pfesné hodnoty R/G poméru i soucet
relativni abundance bakterii cerveného komplexu pro kazdy vzorek jsou k dispozici v ptiloze

diplomové prace (list9).
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Obrazek 13 Porovnani R/G poméru (A) a mnozZstvi bakterii ¢erveného komplexu
(B) u skupin H, Chp a AP
Zelena ~ skupina H, oranzova~skupina ChP, ¢ervena~ skupina AP

Pro komplexnéjsi pohled na bakteridlni profil jednotlivych skupin byly zpracovany
nasledujici grafy zobrazujici bakterialni taxony zastoupené u zdravych osob a pacientti
s chronickou a agresivni parodontitidou. Bakterialni taxony analyzovanych vzorkt byly
pfifazeny k parodontalnimu zdravi (zelena barva) nebo parodontitid€ (Cervend barva) na
zaklade predbéznych vysledkil prvni faze dlouhodobé studie (viz dosavadni vysledky, obr. 7),

taxony, které nelze pfifadit k jedné nebo druhé skupiné, jsou zndzornény Sedou barvou. Pro
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ptehlednost byly v grafech zahrnuty pouze bakterialni taxony vykazujici relativni abundanci

minimaln¢ 3% v alespon jednom vzorku dané skupiny

Na obrazku 14 je zobrazen graf relativnich abundanci taxonii identifikovanych ve
vzorcich parodontalné zdravych osob. Lze pozorovat vyraznou prevahu taxont
charakteristickych pro parodontalni zdravi oproti taxontim charakteristickym pro
parodontitidu, mezi ty nejcetnéjsi patii V. rogosae, Streptococcus sp., Haemophilus
parainfluenzae a N. flava. Pokud se zaméfime na taxony spojené s parodontitidou, patrnd je
zejména pritomnost F. nucleatum u vSech analyzovanych vzorka. Bakterie ¢erveného
komplexu se u této skupiny osob vyskytuji spise ojedinéle a v malém mnozstvi. Vyjimkou je
osoba H4, kterd ma na prvni pohled odlisny bakteridlni profil nez ostatni osoby této skupiny,
a lze u ni pozorovat vSechny tfi taxony ¢ervené¢ho komplexu a minimalni mnozstvi bakterii

charakteristickych pro parodontalni zdravi.

Obrazek 14 Relativni abundance taxoni identifikovanych ve vzorcich skupiny H
Zelena ~ taxony spojené s parodontalnim zdravim, ervena ~ taxony spojené s parodontitidou, Seda ~
taxony, které nelze jednoznacné piiradit k jedné nebo druhé skuping, Cerveny ramecek ~ bakterie cerveného
komplexu
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Graf na obrazku 15 znazorfiuje relativni abundance taxonil identifikovanych ve
vzorcich osob s chronickou parodontitidou. U osob CH1, CH10 a CH15 je, oproti ostatnim
osobam v této skupin€, patrné zvySené mnozstvi bakterii charakteristickych pro parodontitidu,
vcetné dvou bakterii cerveného komplexu, a to P. gingivalis a T. forsythia. Zbyvajici bakterie
¢erveného komplexu, 7. denticola, se vzhledem k nizké relativni cetnosti v téchto vzorcich
nedostala do vybéru taxontl pro tvorbu grafu. U téchto tii osob je také patrné niz§i mnozstvi
bakterii charakteristickych pro parodontalni zdravi. U zbyvajicich ¢tyi osob pfevazuji taxony
spojené s parodontalnim zdravim a bakterie erveného komplexu ani u jedné z téchto osob

nepiesahly 1 % z celkového mnozstvi vSech bakterii pfitomnych v daném vzorku.

Taxonomické slozeni u téchto Ctyf osob piipomind spise bakterialni profil osob ve skupin¢ H.

Obrazek 15 Relativni abundance taxonii identifikovanych ve vzorcich skupiny
ChP
Zelena ~ taxony spojené s parodontalnim zdravim, Cervend ~ taxony spojené
s parodontitidou, Seda ~ taxony, které nelze jednoznacné ptiradit k jedné nebo druhé skuping,
cerveny ramecek ~ bakterie ¢erveného komplexu
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Na obréazku 16 jsou znazornény relativni abundance taxont identifikovanych i osob
s agresivni parodontitidou. Na prvni pohled je patrna naprostad pfevaha taxond spojenych
s parodontitidou, véetné velkého mnozstvi bakterii Cerveného komplexu. Mezi nejcetnéjsi
taxony v této skupiné patii F. nucleatum, nasledovany P. gingivalis. Dalsi hojné se
vyskytujici taxony jsou 7. forsythia, Fretibacterium sp., P. endodontalis, T. denticola, P.

intermedia, T. socranskii ¢1 T. vincentii.

Obrazek 16 Relativni abundance taxoni identifikovanych ve vzorcich skupiny AP
Zelena ~ taxony spojené s parodontalnim zdravim, ¢ervena ~ taxony spojené s parodontitidou, Seda ~ taxony, které
nelze jednoznacné ptiradit k jedné nebo druhé skuping, cerveny ramecek ~ bakterie cerveného komplexu
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Souhrnné prehledné porovnani taxonomického slozeni mikrobiomu vsech skupin osob
v jednom obrazku umoznuje heat mapa, kde intenzita barvy odpovida relativni abundanci
daného taxonu ve vzorku, viz obr. 17. V horni ¢asti obrazku jsou ¢erven¢ zvyraznény
bakterialni taxony charakteristické pro parodontitidu, ve spodni ¢asti pak zelené zvyraznéné
taxony charakteristické pro parodontalni zdravi. Ve stfedni ¢asti jsou bakteridlni taxony, které
nelze jednoznaéné pfitadit k jedné nebo druhé skupiné. Taxony identifikované ve vzorcich
byly pfitazeny k parodontalnimu zdravi ¢i parodontitidé na zakladé predbéznych vysledka
z prvni faze dlouhodobé studie (viz dosavadni vysledky, obr. 7). Pro piehlednost byly pro
tvorbu heatmapy pouZity pouze taxony, jejichz relativni abundance alespon v jednom

z analyzovanych vzorkt dosahla 3% hranice.

U skupiny H je patrna vyssi Cetnost taxont charakteristickych pro parodontalni zdravi
a u skupiny AP naopak taxont charakteristickych pro parodontitidu. Ve skupiné ChP jsou u
Ctyt osob vice zastoupeny taxony charakteristické pro parodontalni zdravi, nezli pro
parodontitidu a tyto osoby maji bakteridlni profil vice podobny zdravym osobam. U zbylych 3
osob lze pozorovat vétsi Cetnost taxonil spojovanych s parodontitidou. Z obrazku je také
dobfe patrna vysoka Cetnost a vSudyptitomnost F. nucleatum. Zaroven lze pozorovat pomerné
velké mnoZstvi taxontl, které prozatim nebyly piifazeny k parodontdlnimu zdravi ani
k parodontitid¢. Pti vétSim poctu vzorki v jednotlivych skupinach bude ¢asem jisté¢ mozné

ptifadit mnohem vice taxonti k jednomu ¢i druhému stavu.
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Obrazek 17 Heat mapa znazornujici relativni abundanci identifikovanych taxoni u
skupin H, ChP a AP
Zelena ~ taxony spojené s parodontalnim zdravim, ¢ervena ~ taxony spojené s parodontitidou, ¢erna ~
taxony, které nelze jednoznac¢né ptiradit k jedné nebo druhé skuping, erveny ramecek ~ bakterie cerveného
komplexu




Shlukova analyza

Schopnost komplexniho taxonomického profilu oralniho mikrobiomu rozlisit mezi
oralnim zdravim a parodontitidou byla testovana také pomoci shlukové analyzy NMDS na
zéklad¢ ekologickych vzdalenosti vyjadienych formou Bray-Curtis indexti, vypoctenych
z matice relativnich abundanci identifikovanych taxont pro kazdy vzorek. Pro tuto analyzu
byly pouzity vSechny identifikované taxony u vSech vzorkl. Skupina H je oznacena zelenou
barvou, svétlejsim odstinem pak jsou zvyraznény osoby, které mély kladné hodnoty R/G
pomeéru. Skupina ChP je oznacena oranZzovou barvou a jejim svétlejsSim odstinem jsou

oznaceny osoby se zapornymi hodnotami R/G poméru. Skupina AP je oznacena Cervené.

Z obrazku 18 jednoznaéné vyplyva, Ze AP klastruji oddélené od H a skupiny H a ChP
se vzajemné prolinaji. Pokud vezmeme v Givahu znalost R/G poméru, zcela logicky spolu
s AP klastruji 3 ChP s vysokym R/G pomérem a naopak ty ChP s nizkymi hodnotami tohoto
koeficientu se vykytuji mezi osobami H. Mezi AP Ize pozorovat osobu H4, ktera vykazovala
nejvyssi hodnotu R/G poméru ve skupin€ H. Ostatni osoby s kladnou hodnotou R/G poméru
také klastruji dohromady, oddélené od H se zapornymi hodnotami R/G poméru. Dvé osoby

Cv v

pomeéru v této skuping.
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Obrazek 18 NMDS analyza pro skupiny H, ChP a AP

Tmavé zelena ~ osoby H se zapornym R/G pomé&rem, svétle zelend ~ osoby H s kladnym R/G
pomérem, tmaveé oranzova ~ osoby ChP s kladnym R/G pomérem, svétle oranzova ~ osoby ChP se

74 , Srem, Gervend ~
apornym R/G pomérem, ¢ervena ~ AP
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7. Diskuze

Jak jiz bylo uvedeno, tato diplomova prace je soucasti dlouhodobé studie, ktera se
zabyva dynamikou taxonomického slozeni ordlniho mikrobiomu u parodontalné zdravych
osob a pacientl s chronickou a agresivni parodontitidou. V prvni fazi studie byla pro
charakterizaci oralniho mikrobiomu pouzita sekvenacni metoda 454 pyrosekvenovani.

V priubehu studie vSak vyrobce ukoncil technickou podporu tohoto systému a proto bylo pro
dalsi pokracovani studie nutné ptejit na jinou sekvenacni metodu. Logicky byla zvolena dnes
nejcastéji vyuzivana platforma Illumina MiSeq. Prvnim z cila této prace bylo posoudit, zda
jsou vysledky ziskané obéma metodami srovnatelné, a tedy zda 1ze v dlouhodobé studii
navazat metodou [llumina na vysledky ziskané diive metodou 454 pyrosekvenovani, aniz by
doslo k ovlivnéni vystupt. Zména sekvenacni metody vSak nebyla jedind proménna, ktera by
mohla ovlivnit vysledky charakterizace taxonomického slozeni danych vzorku, a tedy
navaznost celé studie. Vzhledem k tomu, Ze metoda Illumina MiSeq neumoZiiuje sekvenovani
useki delsich nez cca 2x 300 (a ndm dostupny pfistroj dokonce jen 2x250 pb), bylo nutné
modifikovat postup ptipravy knihovny pro sekvenovani zatazenim alternativniho primeru. Pro
sekvenovani metodou 454 byly vyuzivany primery 515F a 1100R, které poskytovaly
fragmenty velikosti cca 600 pb, zatimco pro sekvenovani metodou Illumina MiSeq jsou
amplifikovany fragmenty o velikosti 400 pb s pouZitim primert 515F a 907R. V obou
pripadech byl pouzit identicky forward primer. Vysledné sekvence byly v prubéhu
vyhodnoceni zkraceny na stejnou délku 365 nukleotidil a byl hodnocen identicky usek 16S
rDNA, ovSem urc¢ita variabilita mohla byt vnesena pravé pouZitim riiznych revers primert,
kdy nelze vyloucit preferenc¢ni nasedani nékterého z téchto primeri na urcité sekvence, coz by
v kone¢ném duisledku znamenalo falesn€ vyssi pocet identifikovanych sekvenci piislusného
taxonu. Idedlnim feSenim by samoziejmé bylo provést analyzu piislusnych vzorkli obéma
metodami s obéma kombinacemi primeri. OvSem jak bylo feceno vys, pouZit primery pro 454
pyrosekvenovani na pfipravu knihovny pro Illumina MiSeq 2x250 pb nelze, nebot’
amplifikovany usek je pfili§ dlouhy. PouZit primery 515F a 907R pro sekvenovani metodou
454 by sice technicky mozné bylo, ale v dob¢ feSeni této prace jiz nebyla metoda 454

dostupnd. Proto byly statisticky porovnavany pouze dv¢ sady sekvenci pro kazdy vzorek:
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515F/907R sekvenovano metodou [llumina MiSeq 2x 250 pb a 515F/1100R sekvenovano
metodou 454 pyrosekvenovani. Vysledek statistického porovnani (Procrustes analyzy) obou
testovanych setl jednoznacné ukazuje, ze data ziskana pro stejné vzorky obéma metodami
sice nejsou identicka, ale vykazuji velice vysokou miru korelace (0,946), a tudiz 1ze nové
pouzivanou metodu Illumina v ramci dlouhodobé studie navazat na vysledky ziskané diive
metodou 454 pyrosekvenovnani. Srovnani sekvenac¢nich metod 454 pyrosekvenovani a
[llumina MiSeq na stejném souboru dat ziskanych ze 7 vzorkl provad¢l napiiklad Castelino a
kol. (2017) pii studiu kozniho mikrobiomu. Ackoliv k vlastnimu porovnani pouzival jinou
metodu (Wilcoxonuv test) 1 jiné primery, doSel k podobnému nézoru, a to ze nebyl pozorovan
vyznamny rozdil mezi obéma platformami a ze vysledky ziskané obéma metodami jsou

srovnatelné.

Existuje celd fada studii, které se zabyvaji rozdily ve sloZeni ordlniho mikrobiomu u
zdravych osob a pacientli s parodontitidou (...Socransky a kol. 1998, Tanner a kol. 1998,
Paster a kol. 2001, Kumar a kol. 2005, Griffen a kol. 2012, Abusleme a kol. 2013, Li a kol.
2014, Kirst a kol. 2015, Szafranski a kol. 2015). Tyto studie vSak nelze jednodusSe porovnavat,
nebot’ se lisi v celé fad¢ faktort, jako je pouzita vysetfovaci metoda, parametry definujici
parodontalni zdravi a parodontitidu, vék, etnikum, podminky pro pfifazeni taxont
k parodontalnimu zdravi ¢i naopak parodontitid€ apod. Mnohé z nich také ptitazuji
identifikované taxony jen na uroven rodu ¢i dokonce jesté vyssich taxond. Z téchto diivodu je
obtizné ptevzit prifazeni taxont k parodontalnimu zdravi nebo nemoci z nékteré z vyse
uvedenych praci nebo dokonce seznamy z vice studii pro tcely této prace zkombinovat. Proto
byly v této diplomové praci taxony identifikované u sledovanych vzork pfifazeny
k parodontalnimu zdravi ¢i parodontitidé vyhradné dle definice R a G taxont na zékladé

predbéZznych vysledki vlastni dlouhodobé studie (viz kapitola Dosavadni vysledky).

Pouh4 taxonomicka charakterizace oradlniho mikrobiomu vSak neni vhodna pro pouziti
v klinické praxi. Pro tento ucel je nutné ziskané vysledky zjednodusit a popsat tak, aby
jednoznac¢né indikovaly bud’ parodontalni zdravi, nebo naopak parodontitidu, popf. aby
indikovaly moZné riziko vzniku tohoto onemocnéni. V rdmci prvni faze dlouhodobé studie
byl proto definovan tzv. R/G pomér, koeficient parodontalniho zdravi, ktery je vypocten jako

logaritmus podilu relativniho zastoupeni taxont asociovanych s nemoci a taxont
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asociovanych s parodontalnim zdravim. Zaporné hodnoty tohoto koeficientu 1ze povazovat za
charakteristické pro parodontalni zdravi a kladné naopak pro parodontitidu. Hodnoty mezi -1
a +1 lze pravdépodobné povazovat za prechodny stav a tyto hodnoty stanovené u
parodontalné zdravych osob mohou indikovat mozné riziko budouciho vyvoje onemocnéni a
nabadat ke zvySené pozornosti. Dals$im parametrem, ktery byl v této praci novée sledovan a
ktery by mohl slouzit jako mozny ukazatel parodontalniho zdravi, je souhrnna relativni

abundance bakterii ¢erveného komplexu.

Vypocet R/G poméru i sledovani relativni abundance bakterii Cerveného komplexu
byly vyuzity pfi sledovani dlouhodobého vyvoje oralniho mikrobiomu u skupiny
parodontalné zdravych osob. Zvlastni pozornost byla vénovana osobam, u kterych doslo
v prubehu studie k vzniku parodontalniho chobotu a rozvoji onemocnéni (konkrétné jde o
osoby H5, H6 a H11). Pro moznost sledovani dlouhodobého vyvoje téchto osob jsou
v grafech na obrézcich 19, 20, 21 vyneseny hodnoty R/G poméru a relativni abundance
bakterii cerveného komplexu pro vSechny odbéry téchto osob od jejich zatazeni do studie,

tedy veetné€ odbéru zpracovanych kolegyni Lenkou Sabovou.

U osoby H5 (viz obr. 19) jsou do roku 2012 patrné zaporné hodnoty R/G poméru
spojené s parodontalnim zdravim a také neptitomnost bakterii ¢erveného komplexu. V roce
2014 jiz 1ze pozorovat zvySenou hodnotu R/G poméru (0,8) a také nepatrné mnozstvi bakterii
cerveného komplexu (0,12 %). V roce 2016 byl u této osoby diagnostikovan parodontalni
chobot a u vzorku odebraného z toho chobotu 1ze pozorovat hodnotu R/G poméru 2,6 a
vysokou ¢etnost bakterii Cerveného komplexu (az témet 30 % vSech zastoupenych bakterii).
Z téchto vysledk a z grafu na obrazku 10 je patrné, Ze urcitd zména sloZeni oralniho
mikrobiomu nastava jesté pred propuknutim prvnich klinickych projevi, a ze pii pfechodu
parodontalné zdravého mikrobiomu v parodontéalni dochazi k postupnému snizovani poctu
bakterii typickych pro parodontalni zdravi a k nartstu poctu téch spojovanych s nemoci.
Tento model ekologické sukcese s postupnou nahradou taxonti spojovanych s parodontalnim
zdravim za taxony charakteristické pro parodontitidu ve své studii podpofil naptiklad Kirst a
kol. (2015) a je také v souladu s pfedpokladem definovanym v rdmci pfedbéznych vysledka

nasi laboratote. Abusleme a kol. (2013) postuloval, Ze k nartistu mnozstvi taxont
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charakteristickych pro parodontitidu dochazi, aniz by doslo k nahrazeni primarnich druht

spojenych s parodontdlnim zdravim, coZ je v rozporu s naSim zjisténim

1 Paradantilni
chaket

BSS 1

I'B_m_ﬂ‘llﬁ_m_ﬂ‘lis_m_c‘l H_2012 . H5._20a* . HS_2005 H5_ 2016 CH

Obrazek 19 Porovnani R/G poméru (A) a
mnoZzstvi bakterii cerveného komplexu (B) u osoby HS
v priubéhu dlouhodobé studie

Podobny trend 1ze pozorovat i u dalSich osob ze skupiny H, u kterych se v pritbé¢hu
studie vyvinul parodontélni chobot. Osoba H6 (viz obr. 20) byla do studie zafazena v roce
2011. Mezi prvnimi tfemi odbé&ry, které probéhly na poc¢atku studie v odstupu 2 tydnti (B) a 2
mesicl (C) od prvniho odbéru (A), byla zna¢na variabilita, avSak stale v rozmezi R/G poméru
-1 az +1, coZ je v rozmezi, které dle naseho predpokladu u parodontalné zdravych osob znaci
riziko vzniku parodontitidy a nutnost zvySené dentalni péce. V odbéru C lze pozorovat
nepatrné mnozstvi bakterii Cerveného komplexu. V roce 2014 byl u této osoby diagnostikovan
parodontalni chobot a u vzorku odebiraného z tohoto chobotu jsou patrné zvySené hodnoty

R/G poméru i bakterii cerveného komplexu, tyto hodnoty jsou jesté vyssi v odbéru
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provadéném z tohoto chobotu o dva roky pozdéji. U této osoby se piekvapiveé vykytuji pouze
dvé bakterie ¢ervené¢ho komplexu, a to 7. forsythia a T. denticola, zatimco P. gingivalis chybi.

Nicméné z obr. 11 jsou patrné i dalsi taxony asociované s parodontitidou.

ﬁ LP* H6 2081 ¢ H6 2014 HGE 2016 H6 2044 CH H6 2016 CH
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chaket

| |
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Obrazek 20 Porovnani R/G poméru (A) a mnoZstvi
bakterii cerveného komplexu (B) u osoby H6 v priibéhu
dlouhodobé studie

Hodnoty R/G pomé&ru osoby H11 (viz obr. 21) v roce zatazeni do studie se pohybuji
0d 0,13 do -1,2 ale jiz v téchto odbérech je patrné malé mnozstvi bakterii cerveného
komplexu (okolo 2 % celkové relativni abundance). V roce 2014 byly u této osoby
identifikovany dva parodontalni choboty, ¢emuZz odpovida narist hodnot R/G poméru a
bakterii cerveného komplexu. Ackoliv 1ze u vzorkl z roku 2016 sledovat snizeni relativni
abundance bakterii ¢erveného komplexu, z grafu na obr. 12 je patrné vyrazné zvyseni relativni

abundance jiné bakterie asociované s parodontitidou, a to P. endodontalis (Abusleme a kol.
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2013, Griffen a kol. 2012, Kirst a kol. 2015, Szafranski a kol. 2015). Detekce bakterii
¢erveného komplexu 3 roky pted diagnoézou prvnich klinickych projevti parodontitidy
(parodontalnich chobotl) také podporuje teorii, ze ke zméné ordlniho mikrobiomu

pravdépodobné dochdzi jesté diive, nez se samotné onemocnéné projevi.
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Obrazek 21 Porovnani R/G poméru (A) a mnoZstvi
bakterii cerveného komplexu (B) u osoby H11 v pribéhu
dlouhodobé studie

DalSim cilem této prace bylo porovnani slozeni oralniho mikrobiomu u parodontalné
zdravych osob a pacientli a chronickou a agresivni parodontitidou. Pfi pohledu na slozeni
oralniho mikrobiomu u parodontalné zdravych osob je z obr. 14 a 17 na prvni pohled patrna
pfevaha taxont spojenych se zdravim oproti taxonlim spojenym s parodontitidou a Zadné
nebo jen minimalni mnozstvi bakterii cerveného komplexu, coz je v souladu s literaturou.
Pouze u 5 osob je hodnota R/G poméru mensi nez -1, znacici podle nasich dosavadnich
vysledkt dobré parodontalni zdravi. U vétSiny osob (18 z 24) se hodnota R/G poméru
pohybuje v rozmezi -1/+1.U téchto osob lze (podle nasich pfedbéznych vysledkl)
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predpokladat mozné vyssi riziko budouciho vyvoje parodontitidy a bude velmi zajimavé tuto
teorii dale pozorovat pii dlouhodobé studii. Ve skupiné zdravych osob je patrna jedna vyrazna
vyjimka, a to osoba H4. U této osoby lze ve vzorcich odebranych v letech 2014 a 2016
pozorovat vysoké hodnoty R/G poméru (cca 1,5 a 2) a také vysokou Cetnost bakterii
¢erveného komplexu (okolo 30%), tedy hodnoty, které by jednozna¢né odpovidaly rozvinuté
parodontitidé. Tato osoba potvrzuje vyznam prevence a véasné diagnostiky, nebot’ se jedna o
pracovnika ve stomatologii, u kterého je standardem vynikajici uroven dentalni hygieny.
Bakterialni biofilm, ackoliv je velmi neptiznivého slozeni, je neustale precizné odstraiiovan, a
tudiz nedochézi k rozvoji masivni zanétlivé reakce, vzniku parodontalniho chobotu a
poskozeni alveolarni kosti. Teorii, ze dokonala kontrola subgingivéalniho plaku mtze zastavit
progresi parodontitidy na dlouhou dobu, podpofili ve své studii naptiklad Axelsson a

kol.(2004).

Podobnym ptikladem miize byt i dalsi ze skupiny parodontalné zdravych osob (H17),
ktera vykazovala dlouhodobé& pomérné neptiznivé slozeni oralniho mikrobiomu (hodnoty R/G
poméru v roce 2011 pfi zafazeni do studie byly 0,5, 0,4, a 0,8). K razantnimu zlepSeni doslo
v poslednim sledovaném obdobi, kdy se hodnota R/G poméru 0,8 v roce 2014 snizila na -1,8
v roce 2016 a doslo k téméf naprosté eliminaci taxont ¢erven¢ho komplexu oproti 10% v roce
2014. Toto zlepSeni Casove presné odpovida obdobi kdy osoba H17 zacala pravidelné

navstévovat dentdlni hygienu a celkové zintenzivnila dentalni péci.

Osoby s chronickou parodontitidou nebyly sledovany pritbézné, ale pouze na pocatku
studie a pak v této praci po 7 letech od prvnich odbérl. Ze sedmi testovanych osob byly na
pocatku studie tfi osoby zatfazeny do vybérového souboru nejvice postizenych pacienti (CH4,
CH10 a CH15), ostatni patfili mezi pacienty s mirnymi klinickymi pfiznaky onemocnéni,
ktefi byli 1 na poc¢atku studie svym R/G pomérem tfazeni do ,,pfechodové® skupiny. Ve
vzorcich z roku 2016 bylo mozno pozorovat dva odlisné typy bakterialnich profilti. Tti osoby
(CH1, CH 10, CH 15) z této skupiny vykazuji typicky profil odpovidajici parodontitidég, tedy
pfevahu taxonti asociovanych s parodontitidou, véetné dvou druht bakterii ¢erveného
komplexu (P. gingivalis a T. forsythia) a nizkou relativni abundanci bakterii spojenych
s parodontalnim zdravim. Pacienti CH10 1 CH15 tedy vykazuji i nadéle velice neptiznivé

sloZzeni mikrobiomu a nov¢ se na stejnou troveil zhorsil i1 stav osoby CH1, ¢emuz odpovida i
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zvySeni poctu postizenych zubll z ptivodnich 3 na pocatku studie na 9 v roce 2014. Naopak
mikrobialni profil osoby CH4 se vyrazné zlepsil stejné jako dalsiho (ne tak postizeného)
pacienta CH6. R/G pom¢éry i suma abundanci taxonti cervené¢ho komplexu je fadi aktualné do
prechodové skupiny, stejné jako osoby CH7 a CH12, ktefi si svij status drzi konstantni.
Posouzeni zmény v taxonomickém slozeni mikrobiomu v souvislosti s rozvojem chronické
parodontitidy nebylo cilem této prace, ani neni soucasti dlouhodobé studie (s ohledem na
charakter onemocnéni nebyla zadna vyraznd zména ocekavana), proto nejsou k dispozici
kompletni anamnézy vSech pacientli. Pro formulaci obecnych zavéri se navic jedna o piilis
uzky soubor osob. Nicméné neocekavané dramatické zlepSeni mikrobialniho profilu osoby
CH4 nelze pominout. Osoba CH4 patfila v dobé zatazeni do studie se svymi 6 parodontalnimi
choboty s hloubkou vice nez 6 mm do skupiny nejvice postizenych pacientli a tomu odpovidal
1 R/G pomér opakované presahujici hodnotu 2. Zména taxonomického slozeni mikrobiomu,
ktery pti odbéru 2014 odpovidal parodontalné zdravé osobg, je tedy velice piekvapiva. Dle
dosavadnich predpokladii je totiz pomérné obtizné zvratit dysbidzu, pokud jiz v duting Gstni
nastala. Individudlni taxonomické sloZeni mikrobidlniho spolecenstva v dutin€ ustni je sice
dynamické, nicmén¢ dle naSich ptfedbéznych vysledk i literarnich tidaji (Mira a kol. 2017)
jde o dynamiku v ramci jednoho ze stabilnich stavii (zdravi prosp&sny ,,symbioticky*
mikrobiom, nebo dysbidza) a k nastartovani zmén je tteba pomérné silného vnéjsiho ¢i
vnitiniho impulsu. Bohuzel nemame k dispozici aktualni informace o stavu ani pribéhu 1écby
tohoto pacienta a proto by vyvozovani jakychkoli zavérh bylo vysoce spekulativni, nicméné
skute€nost, zZe k takovému zvratu mliZe pfi vhodné 1€¢bé a preciznim dodrzovani oralni

hygieny dojit, je pro 1é€bu parodontitidy rozhodné povzbuzujici.

Vzorky osob s agresivni parodontitidou podle ocekavani vykazovaly nejvyssi cetnost
bakterii asociovanych s parodontitidou, véetné velkého mnoZstvi bakterii cerveného
komplexu. Naopak taxony spojené s parodontalnim zdravim se u téchto osob vyskytovaly jen
velmi zfidka a v nizké relativni abundanci. Urcitou vyjimku pfedstavovaly osoby A14 a A18
(ob¢ s lokalizovanou formou parodontitidy), u kterych bakterie cerveného komplexu
zahrnovaly pouze 0,5 a 1,5 % vSech bakterii ptitomnych v daném vzorku. U osoby A 14 je
navic, oproti ostatnim vzorklim této skupiny, patrna vyssi cetnost bakterii asociovanych
s parodontalnim zdravim. Ackoliv bakterie ¢erveného komplexu u téchto vzorkl nebyly pfilis

cetné, onemocnéni doklada nélez jinych bakterii asociovanych s parodontitidou, jako
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naptiklad F. nucleatum, P. endodontalis ¢i P. intermedia. S agresivni parodontitidou, zejména
s jeji lokalizovanou formou byva v literatuie ¢asto spojovana bakterie A4.
actinomycetemcomitans, konkrétné specificky klon JP2 (Brogan a kol. 1994, K6nonen a
Miiller 2014). A actinomycetemcomitans je jako jeden z parodontalnich patogent vySetfovan i
komeréné doddvanymi soupravami StomaGene®, ParoCheck® ¢i MicrolDent® a spolu s P.
gingivalis, T. forsythia, T. denticola a P. intermedia je dokonce vyrobci komercnich souprav
pro molekulérni diagnostiku fazen mezi 5 nevyznamnéjSich paropatogenti. Ve sledované
skuping pacientil s agresivni formou parodontitidy byl pfitom A. actinomycetemcomitans
detekovan pouze u osoby A14, kde tato bakterie tvotila 3,6 % vSech zastoupenych taxond, u
ostatnich vzorkl byly hodnoty 0 nebo mensi nez 0,1 %. Na ndmi sekvenovaném tseku a na
urovni identity 98,5 % vSak nelze rozlisit, zda se jedna prave o specificky klon JP2. Z
ptedbéznych vysledki laboratotfe ani z vysledki této diplomové prace neni ziejmé asociace A.
actinomycetemcomitans s parodontitidou, jeho vyskyt ve vzorcich je ve vSech skupinach
zanedbatelny. Z dosud dostupné literatury vyplyva, ze kromé A. actinomycetemcomitans JP2,
nejsou mezi agresivni a chronickou formou parodontitidy pravdépodobné zadné kvalitativni
rozdily v bakteridlnim sloZeni ordlniho mikrobiomu, a s agresivni parodontitidou, stejné jako
s chronickou, jsou spojeny predevs§im bakterie ¢erveného a oranzového komplexu (Socransky
a kol. 1998, Kononen a Miiller 2014, Van der Velden 2017). Z obr. 17 vyplyva Castéjsi vyskyt
dosud nepfitazenych taxont F. fastidiosum, M. buccale, Bacteroidetes [G-6] Ci
Lachnospiraceae [G-8] u pacientl s agresivni formou parodontitidy, ovSem pro potvrzeni
asociace téchto taxonl prave s agresivni parodontitidou bude nutna rozsahlejsi analyza Sir§iho

souboru pacientil.

Soubor ChP v této praci zahrnuje pouze 7 osob, z nichZ 4 vykazuji spiSe mirné;si
ptiznaky onemocnéni a mikrobiom odpovidajici osobam v pfechodovém stadiu. Uvazujeme-li
ovSem pouze tii ChP osoby s nejvyraznéjSimi zndmkami onemocnéni (tj. ChP 1,10a 15s 9,
20 a 6 postizenymi zuby), pak se taxonomické sloZzeni mikrobiomu nelisi od toho u pacientl s
AP. Také NMDS analyza vychazejici z Bray-Curtis indext ekologickych vzdalenosti mezi
jednotlivymi vzorky jednoznacné fadila tyto osoby do jednoho klastru. Porovname-li ov§em
zastoupeni taxont cervené¢ho komplexu ve vzorcich skupiny AP a vzorcich celého souboru
chronickych pacientli z poc¢atku dlouhodobé studie (predbézné vysledky poskytnuté kolegyni

Lenkou Sabovou), pak je zfejmé, ze u pacientl s agresivni formou parodontitidy je vyrazné
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vy$$i suma relativnich abundanci taxonti cerveného komplexu, ptfedevsim pak P. gingivalis a
o néco méné 7. denticola. Jiny rozdil vysvétlujici rychlejsi nastup a progresi onemocnéni

nebyl z hlediska mikrobiologie identifikovan.

Nejcetnéji se vyskytujici bakterii u vSech tfi skupin osob, tedy téch parodontalné
zdravych i téch s chronickou ¢i agresivni parodontitidou je F. nucleatum, coz je v souladu
s literaturou (Kolebrander a kol. 2006, Signat a kol. 2011). Tato bakterie se vyskytuje u vSech
analyzovanych vzorkt s vyjimkou vzorku osoby H2 odebrané¢ho v roce 2012. U této osoby
nejsou ve vzorku odebraném v roce 2012 patrné zadné bakterie asociované s parodontitidou a
hodnota R/G poméru je cca -5, coz dle nasich dosavadnich vysledkti znac¢i velmi dobré
parodontalni zdravi. Postupné vSak i u této osoby nartiista ¢etnost F. nucleatum i bakterii
asociovanych s parodontitidou. Pti sledovani vyvoje oralniho mikrobiomu osoby H5 je dobie
patrny postupny nariist Cetnosti této bakterie, kdy v roce 2012 tvotila neceld 3 % vSech
bakterii pfitomnych ve vzorku, o dva roky pozdéji témeét 7 % a v roce 2016, kdy byl u této
osoby identifikovan parodontalni chobot, jiz kolem 40 % vSech pfitomnych bakterii. ZvySena
Cetnost této bakterie je patrna také v parodontalnich chobotech ostatnich osob. Tyto udaje
potvrzuji ulohu F. nucleatum jako centralni slozky zubniho plaku a ptedevs§im druhu, ktery
vytvaii vhodné prostiedi pro pozdéjsi kolonizatory a tvoii urcity ,,most™ mezi bakteriemi
spojovanymi s parodontdlnim zdravim a parodontitidou (Kolebrander a kol. 2006). Diky
témto vlastnostem predstavuje zvySena Cetnost F. nucleatum ptedpoklad pro kolonizaci
parodontalnimi patogeny a tedy pro vznik a vyvoj parodontitidy, a je autory ¢asto fazena mezi
taxony asociované s parodontitidou (Kolebrander a kol. 2006, Griffen a kol. 2012, Kirst a kol.
2015, Szafranski a kol. 2015).

Tato diplomova prace potvrzuje odlisné sloZeni oralniho mikrobiomu u parodontalné
zdravych osob a pacientl s parodontitidou, coZ dokazuje vyznam mikrobiologického
vySetieni pii1 diagnostice parodontitidy. Diagnostika parodontitidy se vSak v soucasné dobé
opira pouze o klinické a rentgenologické vySetfeni a mikrobiologické testy se rutinné
nepouzivaji. Hlavni nevyhodou klinického a rentgenologického vySetieni je fakt, Ze odhaluje
pouze jiz probihajici onemocnéni a bohuzel Casto az v pokrocilé fazi, kdy jiz doslo k velké
ztraté parodontalnich tkani a postizeni alveolarni kosti a pacient jiZ pozoruje pozdni pfiznaky,

jako je napf. viklani zubl. Z dosavadnich vysledkti nasi laboratote i vysleda této diplomové
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préace (viz osoby H5, H6 a H 11) se vSak zda, Ze sloZeni oralniho mikrobiomu se méni jiz
dlouho pted prvnimi klinickymi projevy onemocnéni. Pokud se tato teorie v budoucnu potvrdi
jako pravdiva, bude mozné pouzit mikrobiologické vySetfeni nejen pii diagnostice
parodontitidy, ale pfedevSim v ramci screeningu osob se zvySenym rizikem vzniku tohoto
onemocnéni. VEasna diagnostika parodontitidy, popf. uréeni mozného rizika jejiho vzniku
muze mit pro budouci vyvoj onemocnéni obrovsky vyznam, nebot’ (jak dokazuje osoba H4 ¢i
H17, ale 1 literatura (Axelsson a kol. 2004)) se zda, ze precizni dentalni hygienou lze vyvoj
onemocnéni (a potazmo moznou ztratu chrupu) po dlouhou dobu odvratit ¢i mozna dokonce

zastavit, coz snizuje vysoké néklady na 1écbu tohoto onemocnéni.

Na trhu je v soucasné dob¢ nékolik komeréné dodavanych testil zalozenych na
enzymatické a imunologické reakci ¢i hybridizaci. Piikladem je test Micro-IDent®, ktery
v odiivodnénych ptipadech hradi n€které pojistovny, a ktery umoziuje detekei 5 bakteridlnich
druhil. Paradoxem je, Ze jednim z téchto druhti je 4. actinomycetemcomitans, ktery se podle
aktudlnich poznatki, jak bylo uvedeno vyse, povazuje za vedlejsi slozku rezidentni oralni
mikroflory a za spiSe piilezitostného patogena (Kondnen a Miiller 2014), coz doklada
nedostate¢nost této metody pro praktické pouziti. Spole¢nym nedostatkem téchto metod vSak
je zejména schopnost detekovat pouze omezené mnozstvi bakteridlnich taxoni a také pouze
kvalitativni, popf. semikvantitativni informace o téchto bakteriich. Pro spravné posouzeni
stavu oralniho mikrobiomu je v§ak nutna informace o vSech bakteriich obsazenych v daném
vzorku a také o jejich pomérném zastoupeni, nebot’ 1 bakterie asociované s parodontitidou se
mohou vyskytovat u parodontalné zdravych osob a naopak. Dtllezité je vSak jejich mnoZstvi.
Ptikladem je bakterie F. nucleatum, ktera, jak jiz bylo feceno, se vyskytuje prakticky u vSech
osob, ale az jeji zvySena Cetnost miize znamenat varovny signal a urcité riziko budouciho
vyvoje onemocnéni. Dlikazem nutnosti celkového obrazu je naptiklad osoba H6, u které se
sice nevyskytuje jeden z nejvyznamnéjSich parodontalnich patogenti, P. gingivalis, ale 1ze u ni
pozorovat fadu dalSich bakterii asociovanych s parodontitidou, nebo také osoba H11, u které
doslo v pritb¢hu studie k poklesu bakterii cerveného komplexu, ale zaroven se zvysila ¢etnost
jinych vyznamnych parodontalnich patogenti. Tento komplexni pohled na oralni mikrobiom
umoziuji sekvenacni metody. R/G pomér definovany v ramci prvni faze této dlouhodobé
studie k jednoduchému popisu stavu oralniho mikrobiomu ma, zd4 se, dobrou vypovidaci

hodnotu. Vysoké hodnoty tohoto koeficientu lze, podle ptedpokladu, sledovat zejména u
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pacientl s parodontitidou a vzorkl odebiranych z parodontélnich chobotii piivodné
parodontalné zdravych osob, u kterych doslo k rozvoji onemocnéni. U téchto osob byly navic
v poslednim odbéru (odbérech) provedeném pied nalezem parodontalniho chobotu (tj. 2 nebo
3 roky) hodnoty R/G poméru v rozmezi -1/+1, coz odpovida nasemu piedpokladu, Ze tyto
hodnoty mohou znamenat jakysi prechodny stav a potencialni zvySené riziko vzniku
parodontitidy. O pouzitelnosti tohoto poméru vypovida také fakt, ze se pii shlukové (NMDS)
analyze rozd¢lily nejenom podle zdravotniho stavu, ale také praveé podle tohoto koeficientu. U
nekterych vzorki ze skupiny parodontalné zdravych osob byly patrné vyssi hodnoty R/G
pom¢éru, ackoliv u téchto osob nebyly pfitomny bakterie ¢erveného komplexu. Pro mozné
klinické pouziti tohoto koeficientu by bylo pravdépodobné vhodné tyto bakterie ve vypoctu
néjakym zplsobem zvyraznit, ¢i tyto tdaje uvadét jako dalsi parament parodontélniho zdravi,
nebot’ byla potvrzena jejich tiloha v tomto onemocnéni. Pro mozné pouziti R/G poméru

v klinické praxi je nutné rozsifit spektrum bakteridlnich taxont, které lze jednoznacné ptifadit
k parodontalnimu zdravi ¢i naopak parodontitidé, nebot’ téchto taxontl je prozatim malo a

v nékterych ptipadech byl R/G kalkulovan pouze z cca 35 % taxont identifikovanych

v daném vzorku. K tomuto ucelu slozi postupné rozsifovani souboru parodontalné zdravych
osob a také doplnéni o pacienty s agresivni formou onemocnéni, coz vsak jiz neni predmétem
této diplomové prace. Zcela jisté nejsou aktualné definované skupiny taxont ptifazenych

k parodontalnimu zdravi ¢i parodontitidé definitivni, ovSem s ohledem na metodiku pouzitou
pro definovani téchto skupin lze pfedpokladat, Ze dojde pouze k jejich rozsiteni o dalsi

taxony, ale nikoli ke kvalitativnimu posunu.

Samotné sekvenacni metody, v€etné nasledného vyhodnocovani velkych soubort dat
jsou v soucasné dob¢ pro klinické pouziti ptili§ komplikované. Nicméné po urcité
optimalizaci metodického postupu, v€etné automatizace piipravy sekvenacni knihovny a
vyhodnoceni ziskanych vysledki a véetné vybéru vhodnych jednoduchych koeficienti, které
by soubor ziskanych sekvenci pfifadily k n€kterému z klinicky definovanych stavii, by mohly
piedstavovat uZitecny a levny nastroj pro charakterizaci oralniho mikrobiomu. AvSak jak
ukazuje naptiklad osoba H4, ani komplexni charakterizace oralniho mikrobiomu vcetné
pfifazeni identifikovanych taxoni k jednomu ¢i druhému stavu neni jednozna¢nym
ukazatelem parodontélniho zdravi. Taxonomické sloZeni oralniho mikrobiomu je v ¢ase

dynamické a tudiz nelze z jediného odbéru ¢init jednoznacné zavéry (Mira a kol. 2017).
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Vznik a rozvoj onemocnéni navic zavisi na celé fad¢ dalSich faktort (Hatem 2012, Genco a
Borgnakke 2013). Nicméné jako indikace rizika vzniku parodontitidy je charakterizace

oralniho mikrobiomu vhodn4, stejné tak jako pro monitorovani priitbéhu 1éCby.
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Souhrn

» Bylo potvrzeno, ze vysledky ziskané sekvenénimi metodami 454 pyrosekvenovani a
[Mlumina jsou srovnatelné, a ze v ramci dlouhodobé studie 1ze na vysledky ziskané
metodou 454 pyrosekvenovani navazat metodou Illumina, aniz by doslo z diivodu

zmény sekvenaéni metody ke zkresleni vysledki.
» Byla vyhodnocena ¢ast dlouhodobé studie, jiz je tato diplomova prace soucasti.

» U tiech osob ptivodné parodontalné zdravych osob, u kterych doslo v pribéhu
studie ke vzniku parodontalniho chobotu, byl uveden do souvislosti stav oralniho
mikrobiomu a vznik klinickych pfiznakt. Z vysledkti jednoznacné vyplyva, ze
ke zméné¢ slozeni ordlniho mikrobiomu dochazi jesté pred projevem klinickych

ptiznakti onemocnéni.

» Pravidelnou a precizni dentalni hygienou lze i v ptipadé velice nepiiznivého
slozeni oralniho mikrobiomu nastup onemocnéni oddalit ¢i mozna dokonce
zastavit. Pfekvapive bylo zjisténo, Ze i u jiz probihajiciho onemocnéni
pravdépodobné lze spravnou 1écbou a hygienou zvratit dysbidzu a postup

onemocnéni tak zpomalit €i zastavit a oddalit ztratu chrupu.

» Agresivni parodontitida se vyznacuje zejména vysokou relativni abundanci
F. nucleatum, bakterii cerveného komplexu (P. gingivalis, T. forsythia a T. denticola)

a velmi nizkou Cetnosti bakterii asociovanych s parodontalnim zdravim.

» Nebyl pozorovan vyznamny rozdil mezi slozenim oralniho mikrobiomu u pacientti
s chronickou a agresivni formou parodontitidy vysvétlujici rychlejsi néstup a progresi

této formy onemocnéni.

» Pti zavedeni vhodnych parametrti (jako jsou naptiklad v této praci navrhované R/G
pomer a suma bakterii cerveného komplexu) mohou sekvenacni metody slouzit jako
vhodny nastroj pro odhaleni rizika budouciho rozvoje onemocnéni a také pro

monitorovani ispésnosti 1€Cby
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