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Souhrn

Cilem prace bylo zhodnoceni t¢inku samotného mléka a fluoridovaného mléka s obsahem 2,5 a 5,0 ppm fluoru
na progresi a remineralizaci kariéznich 1ézi na povrchu zubniho koifene pti cyklickych zménach pH prostiedi.
Kariézni 1éze na koreni zubu byly vytvoreny za pouziti kyseliny mlééné pti pH 4,6. Takto vytvorené léze byly podil-
né naiezany a analyzovany pomoci mikroskopie v polarizovaném svétle (PLM) a mikroradiografie (MRG). Jedno-
tlivé vzorky byly potom pokryty acidorezistentnim lakem kromé vytvorené kazivé 1éze. Kariézni 1éze byly nasled-
né vystaveny pusobeni vody, mléka nebo fluoridovaného mléka v pribéhu cyklickych zmén pH prostiedi —
demineralizace a remineralizace po dobu 2 tydnua. Po skonéeni experimentu byly 1éze opét hodnoceny pomoci PLM
a MRG. Obé metody prokazaly signifikantni redukei progrese kazivé 1éze (33,2%), a to jak v pripadé mléka samot-
ného, tak mléka fluoridovaného ve srovnani s kontrolou (voda). Kvantitativni mikroradiografie (MRG) sledovala
zmény mineralniho obsahu a distribuce minerala uvnitt 1éze. Vysledky potvrdily predpokladany protektivni efekt
fluoridavaného mléka na kaz zubniho koiene, nebot doslo jak k redukei progrese 1éze tak ke zvySeni obsahu mine-
ralt uvnitt 1éze.
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Ivancéakova R., Harless J. D., Hogan M. M., Wefel J. S.: Effect of Fluoridated Milk
on Progression of Root Surface Lesions in vitro under pH Cycling Conditions

Summary. The aim of this study was to assess the effect of milk with 0, 2.5 or 5 ppm F- on progression and
remineralization of caries-like root-surface lesions using a pH cycling model. The root-surface lesions were crea-
ted utilizing a partially saturated lactic acid buffer at pH 4.6. Longitudinal sections were cut through the lesion
and analyzed using polarized light microscopy (PLM) and microradiography (MRG). The sections were then coa-
ted with an acid resistant varnish, except the outer natural surface that would be exposed to water, milk or fluo-
ridated milk for 2 weeks and cycled in a de- and remineralizing system. The lesions were characterized again by
PLM and MRG after treatment. A significant reduction in lesion progression (33.2%) was found by PLM and MRG
after treatment with either non-fluoridated or fluoridated milk when compared to the control group. Using quan-
titative MRG, mineral change and distribution in the lesions were recorded. A possible protective effect of fluori-
dated milk on root surface caries was supported by a reduction in the progression of the lesions and an increase
in the mineral content within the lesion.
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UVOD k poklesu vyskytu kariéznich 1ézi na povrchu
kotene zubu.
Fluoridy hraji daleZitou roli v prevenci kazu Preventivni ucinek fluoridovaného mléka ve

skloviny a dentinu. Fluoridové ionty podobné  vztahu ke kazu skloviny byl prokazén jak na
jako ve skloviné vedou k redukei kazivych 1ézina  Fadé klinickych studii, tak experimentalné
povrchu ko¥ene zubu, omezuji progresi téchto 1ézi v laboratofi [ 20]. Zatim vSak nebyly publikovany
a podporuji jejich remineralizaci, coZ opakované Zadné informace, tykajici se mozného preventiv-
potvrdily klinické i laboratorni studie [13, 25, 2,  niho Géinku fluoridovaného mléka na kaz kotene,
11]. Nékolik klinickych studii potvrdilo, Ze fluo-  resp. dentinu. Biologickou dostupnost ionta fluo-
ridace vody [3, 4, 14], fluoridové vyplachy [ 24]  ru z fluoridovaného mléka potvrdily prace, prova-
a pouzivani fluoridové zubni pasty [15] vedly  déné jak in vitro, tak in vivo [19, 8]. Mléko samot-
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né je bohaté na vapenaté a fosfatové ionty, tuky
a bilkoviny a studie provadéné in vitro prokazaly
schopnost mléka remineralizovat kariézni 1éze ve
skloviné [17].

Histopatologie kazu kotene je odlisna od kazu
skloviny. Na rozdil od skloviny je remineralizace
nedochazi pouze ke ztratam minerala, ale také
k rozruseni kolagenové matrix proteolytickymi
enzymy [6]. Proto remineralizace dentinu je
ovlivnéna mnozstvim zbylych mineralt, organic-
ké matrix a ultrastrukturalni piestavbou zub-
nich tkani.

Pozitivni role fluoridi na mineralizaci zubnich
tkani je dobie znama. Neni vSak zrejmé, zda
mléko, bohaté na vapnik a fosfaty, bude potenco-
vat nebo naopak blokovat uéinek fluoridt na
tvorbu kariéznich defektt postihujicich zubni
koten. Cilem této prace bylo zhodnotit efekt
mléka samotného a mléka s obsahem 2,5 a 5 ppm
fluoru na progresi a reminaralizaci povrchovych
koienovych 1ézi na modelu imitujicim cyklické
zmény pH prostiedi tak, jak je tomu v ustni duti-
neé.

MATERIAL A METODIKA

Roztoky

Demineralizaéni a remineralizaéni roztoky
byly ptipraveny rozpu$ténim danych chemic-
kych latek v deionizované vodé. Demineralizaé-
ni roztok obsahoval 2,2 mM CaCl,, 2,2 mM
NaH,PO, a 0,05 M kyselinu octovou. pH rozto-
ku bylo upraveno na hodnotu 4,6 pomoci 1M
KOH. Remineralizaéni roztok obsahoval
1,5 mM CaCl,, 0,9 mM NaH,PO,, 0,15 M KCI
a jeho pH bylo upraveno na hodnotu 7. Tyto roz-
toky jsou shodné s témi, které ve svych studiich
pouzivali TenCate a Duijsters (1982). Testova-
nymi roztoky bylo pasterované mléko s obsa-
hem 2% tuku, fluoridované mléko s 2,5 ppm flu-
oru a 2% tuku a fluoridované mléko s 5 ppm flu-
oru 2% tuku. K piipravé fluoridovaného mléka
byl pouZit bézné dostupny standardni roztok
fluoru (Orion Research, Beverly, Mass.,USA)
obsahujici 100 ppm NaF. Veskeré mléko bylo
zakoupeno v mistni obchodni siti v Iowa City,
Towa, USA.

Priprava kariéznich 1ézi

K pripravé kariéznich 1ézi byly pouzity extra-
hované lidské molary. Zuby byly nejprve o¢istény
od zbytktt mékkych tkani a prohlédnuty, zda
nejsou poskozeny mechanicky, ¢i zda nejsou
v gingivalni tietiné zubni korunky napadeny
zubnim kazem. Zubni korunky poté byly pokryty
barevnym lakem na nehty, odolnym v kyselém
prostiedni tak, Ze na zdravém, intaktnim povr-
chu korene bylo ponechano tzké okénko Siroké
ptiblizné 1 mm a dlouhé 5 az 6 mm. Po dokona-
lém zaschnuti laku byly zuby ponoifeny do demi-
neralizaéniho roztoku (300 ml) na dobu 96 hodin,
aby doslo k vytvoreni kariéznich 1ézi o hloubce
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Obr. 1. Mikrofotografie v polarizovaném svétle
in vitro vytvorenych kariéznich 1ézi na povrchu
korene zubu po demineralizaci (obrazky na levé
strané) a po 2 tydnech experimentu (obrazky na
pravé strané) u kontrolni skupiny (a,b), u samot-
ného mléka (c,d), mléka + 2,5 ppm F (e,f) a mléka
+ 5 ppm F (g,h).

zhruba 150-180 pum. Takto vytvoirena léze na
povrchu koiene byla longitudinalné naiezana
vodou chlazenym diamantovym kotou¢enm na
jednotlivé fezy o sile ptiblizné 100-150 um pomo-
ci Silverston-Taylorova mikrotomu. Jednotlivé
fezy byly poté vyjmuty a uchovany v deionizova-
né vodé.

Pro vlastni studii bylo vybrano 40 ¥ezd, na kte-
rych byly kazivé léze uniformni pokud se tyka
hloubky, mineralnich ztrat a tloustky cementu.
Hloubka 1ézi byla méirena pomoci mikroskopie
v polarizovaném svétle (PLM). Mikroradiografie
(MRG) byla pouzita ke stanoveni hloubky a obsa-
hu mineralt uvnitt jednotlivych kazivych defek-
th. V8echny tezy zubnich tkani byly pied a po
dobu mikroskopického vySetieni uchovavany
pouze v deionizované vodé. Pred zahajenim vlast-
niho pokusu byl kazdy tez za pouziti stereomik-
roskopu pokryt vrstvickou transparentniho laku
kromé puavodniho zevniho povrchu zubu. Pro
lepsi manipulaci byla ke kazdému fezu piipevné-
na dentalni nit. Jednotlivé fezy koifenem zubu
byly nadhodné rozdéleny do 4 skupin, 10 feza
v kazdé skupiné.
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Testované skupiny

Ve skupiné 1 byla pokusnym roztokem deioni-
zovana voda a tato skupina slouzila jako kontro-
la. U skupiny 2 bylo tzv. lécebnym roztokem
samotné mléko s obsahem 2% tuku, zatimco ve
skupiné 3 a 4 bylo pouzito fluoridované mléko. Ve
skupiné 3 bylo testovano fluoridované mléko
s obsahem 2,5 ppm fluoru a ve skupiné 4 s obsa-
hem 5 ppm fluoru.

Model imitujici cyklické zmény pH

Schéma cyklickych zmén pH bylo stanoveno
priblizné tak, aby korespondovalo s dynamikou
pH dustniho prostiedi. Kazdy cyklus zahrnoval 4
hodiny demineralizace, 6 hodin byly 1éze vystave-
ny uc¢inku jednotlivych testovanych roztoku a 14
hodin remineralizace po dobu 2 tydna. Demine-
raliza¢éni a remineraliza¢ni roztoky byly cerstvé
pripravovany kazdy treti den, testované roztoky
(250 ml pro kazdou skupinu) byly pFipravovany
denné Cerstvé a kontinualné byly promichavany
po celou dobu trvani experimentu.

Techniky pouzité pro hodnoceni
experimentu

Vsechny fezy s vytvorenymi kariéznimi lézemi
byly po skonceni experimentu hodnoceny pomoci
PLM ve vodnim médiu (Olympus BH-2
s PM10AD mikrofotograficky systém, Olympus
Corp., Lake Success, N.Y., USA). Mikrofotografie
kazdé 1éze byly zhotovovany pred a po 2tydennim
experimentu na modelu imitujicim cyklické
zmény pH.

Jejich hloubka byla méfena promitnutim mik-
rofotografii na podlozku pies digitdlni zpétny
projektor. Léze vyfotografované pied a po vlast-
nim experimentu byly promitany za stejnych
podminek na jednu a tutéz podlozku a zakresle-
nim hloubky 1ézi jsme zjistovali jejich progresi.
Mikroradiografy jsme zhotovovali fixaci jednotli-
vych fezt na aluminiovy prouzek se stupnovité
délenou denzitou. Poté jsme vSe pfipevnili na
fotograficky film Kodak a jednotlivé vzorky jsme
ozarovali davkou 70 kV a 3 mA po dobu 2,5 minu-
ty (Faxitron Model 43855A). K vyvolani filmu
jsme pouzili standardni chemikalie dodavané fir-
mou Kodak. Mikroradiografy byly vyhodnoceny
pomoci CCD kamery a systému pro analyzu mik-
roradiografickych obrazka (Image Pro Plus, 4.1,
MediaCybernetics, Silver Spring, Md., USA). Pro
radiografické méreni denzity jednotlivych lézi
pred a po experimentu jsme pouzili odpovidajici
zobrazovaci software. Jednotlivd métreni denzity
byla prevedena pomoci specialné konstruovaného
pocitacového programu, ktery vyuzitim stupnice
denzity na aluminiovém prouzku kalkuloval
obsah mineralt uvniti 1ézi a porovnaval ho
s mineralnim obsahem zdravé tkané 26, 5 . Pied-
pokladali jsme, Ze mineralni obsah zdravé tkané
zubniho kotene je 47% v/v. Vysledky byly vyhod-
noceny jako hodnoty AZ a jednotkami byly vol%
um. Zmeény, ke kterym doslo v prabéhu experi-
mentu, byly porovnavany mezi vSemi ¢tyimi sku-
pinami. VSechna méreni hloubky 1ézi a mineral-
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ni denzity byla provadéna od ptavodniho horniho
okraje léze, ktery jsme standardné znacili vodo-
rovnou primkou. Tim jsme minimalizovali chyby,
kdy v dusledku vysychani 1ézi dochazi k jejich
smrsténi.

Statistické hodnoceni

Pro deskriptivni statistiku jsme pouzili pra-
mérné hodnoty jednotlivych méreni u vSech expe-
rimentalnich skupin a standardni odchylku. Sta-
tistické hodnoceni jsme provadéli pomoci ANOVA
testu a Student-Newman-Keuls testu, ktery
porovnaval rozdily mezi jednotlivymi skupinami
(GraphPad InStat 3.00 pro Windows 95, Grap-
hPad Software, San Diego, Calif. USA). Hladina
statistické vyznamnosti pro vSechny testy byla
stanovena p< 0,05.

VYSLEDKY

Obrazek 1 znazornuje kariézni 1éze na povrchu
kotene zubu zobrazené pomoci PLM. Obrazky na
levé strané piedstavuji 1éze vzniklé po inicialni
demineralizaci (pre-treatment), na pravé strané
jsou potom zobrazeny identické 1éze po 2 tydnech
cyklickych zmén pH prostiedi (post-treatment).
Na obrazcich jsou patrné rozdily mezi jednotlivy-
mi skupinami, tj. kontrolni skupinou (obr. 1a, b),
skupinou, kde testovacim roztokem bylo samotné
mléko (obr. 1c, d), skupinou mléko + 2,5 ppm F
(obr. 1e, f) a skupinou mléko + 5,0 ppm F (obr. 1g,
h). V pripadé, ze k uchovani jednotlivych fezt ve
vlhkém prostiedi byla pouzita voda, hodnoceni
pomoci PLM umoznilo p#imé stanoveni hloubky
kariéznich 1ézi, nebof hranice mezi télem léze
a zdravou tkani byla zietelna. Po 2 tydnech expe-
rimentu doslo u vSech 1ézi k jejich prohloubeni ve
srovnani s pavodnim defektem.

V tabulce 1 jsou uvedeny pramérné hodnoty
hloubky kariéznich 1ézi v jednotlivych experi-
mentalnich skupinach pfed a po experimentu
méiené pomoci PLM, rozdily mezi skupinami
a jejich statisticka vyznamnost. Podobné vysled-
ky, pokud se tyka hloubky 1ézi, jsme ziskali pii
pouziti MRG. Pomoci vodorovné piimky, kterou
jsme oznadili ptuvodni okraj léze od kterého se
pak métila vlastni hloubka, jsme minimalizovali
chybu, vzniklou smrsténim 1éze v duasledku jejiho
vysychani. Hloubka kariéznich 1ézi u kontrolni
skupiny se zvétsila podstatné vice (p < 0,05) ve
srovnani s ostatnimi tremi experimentalnimi
skupinami. K nejmensi progresi 1ézi doslo u sku-
piny, kde experimentalnim roztokem bylo mléko
s 5,0 ppm F (skupina 4). U této skupiny se hloub-
ka kariéznich defektt zvétsila pouze o 16 %, coz
byl statisticky vyznamny rozdil oproti vSem
ostatnim skupinam, véetné skupiny mléko + 2,5
ppm F. Samotné mléko mélo piiblizné stejny uéi-
nek jako mléko s 2,5 ppm F.

V tabulce 2 jsou uvedeny hodnoty obsahu
mineralt (AZ) uvnitt téla 1éze pred a po experi-
mentu ziskané pomoci kvantitativni mikroradio-
grafie. Vzestup hodnoty AZ znamena zvySenou
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Tab. 1. Hloubka kariéznich 1ézi na povrchu zubniho koiene v pm (prumér = SD). Hodnoty zjisténé
pomoci mikroskopie v polarizovanim svétle (PLM)

Skupina N PRE POST Zvétseni hloubky % Porov.
skupin

1 10 172.5 + 21.5 229.5 + 229 570+ 7.1 33.2+49 A

2 10 163.5 + 8.5 199.0 = 9.9 35.5+6.4 21.7+4.3 BC

3 10 159.0 + 11.5 1925+ 9.5 33.5+4.1 21.1+35 C

4 10 169.0 = 12.5 196.5 = 11.3 27.5 +4.2 164 3.5 D

% = ( post - pre) | pre * 100

Tab. 2. Zmény obsahu mineralt uvnity téla kariézni 1éze (AZ) (pramér + SD). Hodnoty zjisténé pomo-

ci kvantitativni mikroradiografie (MRG)

Skupina N PRE AZ POST AZ Vzestup AZ % Porov.
skupin
1 10 5665 + 599 7702 + 353 2038 + 498 37.0111.5 A
2 10 5355 + 373 7125 + 265 1770 + 379 3351 8.7 ABC
3 10 5545 + 726 6667 + 830 1123 + 789 21.2116.6 C
4 10 5456 + 898 6781 + 689 1325 + 489 259112.5 ABC

mineralni ztratu z oblasti kazivé 1éze. K mineral-
nim ztratam doslo u vSech zkoumanych skupin
v duasledku cyklickych zmén pH prostredi, ale
v téch skupinach, kde experimentalnim roztokem
bylo mléko samotné nebo fluoridované mléko,
byly mineralni ztraty mens$i v porovnani s kon-
trolni skupinou (skupina 1). Statisticky vyznam-
ny rozdil v mineralnich ztratach oproti kontrole
byl zaznamenan pouze u skupiny 3 (p < 0,05).
Vysledky ziskané pomoci MRG naznacuji, zZe jak
mléko samotné, tak fluoridované, by mohlo mit
protektivni u¢inek na kaz zubniho kofene a byly
podobné tém, které jsme ziskali pomoci PLM. P#i-

klady mineralniho profilu kariézni 1éze z kazdé
skupiny stanovené pied a po 2tydennim experi-
mentu jsou znazornény na grafu 1. Na téchto
kiivkach lze zaznamenat povrchovou ztratu
minerala (smrsténi) jako vzdalenost mezi zacat-
kem kiivky (0 um) na ose x a bodem, kde byly
poprvé mineraly detekovany (50 — 75 um).

DISKUSE

Vysoky obsah vapniku v mléku (1200 mg/l)
vedl v minulosti k domnénce, Ze u fluoridovaného

Profil mineralniho obsahu Profil minerainiho obsahu
kontrolni skupina miéko + 2,5 ppmF
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Graf 1. Mineralni profily identickych 1ézi po demineralizaci (pre-treatment) a po 2 tydnech experi-
mentu (post-treatment) u kontrolni skuopiny (a), samotného mléka (b), mléka + 2,5 ppm F (c) a mléka

+ 5 ppm F (d).
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mléka dochazikinterakei mezi vapenatymi a fluo-
ridovym ionty a néasledné precipitaci fluoridu
vapenatého. Pozdéjsi vyzkum v této oblasti vsak
prokazal, Ze pokud se koncentrace fluoru ve fluo-
ridovaném mléku pohybuje v rozmezi 2-5 ppm
(mg/l), k této precipitaci nedochazi. U fluoridova-
ného mléka je pouze malé mnozZstvi vapniku (80
mg/1) ve formé volnych iontt [12], coZ je nedosta-
te¢né pro tvorbu precipitata fluoridu vapenatého.

Nase vysledky prokazaly statisticky vyznam-
nou redukci progrese kariéznich 1ézi na koreni
zubu, pokud tyto byly vystaveny pusobeni nefluo-
ridovaného i fluoridovaného mléka ve srovnani
s kontrolni skupinou. Rada studii prokazala, zZe
pozitivni ucinek fluoridu je zavisly na davce [9] ,
coZz se projevuje tvorbou mineralnich bariér
uvniti téla 1éze. Heilman a spol. [11] popsali tvor-
bu mineralnich bariér v ptipadé, ze fluor byl p¥i-
tomen v demineralizaénim a remineraliza¢nim
roztoku. Jini autoii popisuji vzestup obsahu
minerala jak uvniti téla 1éze, tak na jejim povr-
chu [1, 2, 16, 18 ]. Tyto experimenty se vSak pro-
vadély za ponékud odlisnych podminek. Budto
byly kotenové 1éze trvale ponoteny v deminerali-
za¢nim roztoku, nebo byla v experimentu pouzita
mnohem vyssi koncentrace fluoru.

V porovnani s vysledky studii, hodnoticich u¢i-
nek fluoridd p#i remineralizaci kariéznich defek-
ta na kofeni zubu, byla tvorba mineralnich bari-
ér v naSem experimentu mnohem méné patrna.
To lze vysvétlit tim, Ze jsme studii provadéli
v prostiedi cyklickych zmén pH, kdy pravidelné
dochazelo k opétovné demineralizaci. Dalsi piici-
nou by mohla byt skutec¢nost, ze koncentrace fluo-
ridi v nasem experimentu byly podstatné nizsi
ve srovnani s pracemi, kde je popisovana zietel-
na tvorba mineralnich bariér.

Ackoli profil mineralniho obsahu neukazal
zadny ostry vzestup charakterizujici zvysSenou
depozici minerali v téle 1éze, presto 1ze jak mléko
samotné tak fluoridované povazovat za prospés-
né ve vztahu k rozvoji kazivych defektt na povr-
chu kotene zubu. Toto lze vysvétlit nékolika fak-
tory. Za prvé, koncentrace fluoridit v mléce je
limitovana, abychom predesli tvorbé precipitata
fluoridu vapenatého. Koncentrace 5,0 ppm fluo-
ru, pouzitd v naSem experimentu, je relativné
nizka ve srovnani s koncentraci fluoridu v zub-
nich pastach a fluoridovych roztocich pouziva-
nych k vyplachtim dstni dutiny. Za druhé, remi-
neralizace muze byt také podminéna ¢asem, po
ktery jsou zubni tkané v kontaktu s latkou navo-
zujici mineralizaci. Doba trvani naseho experi-
mentu, 2 tydny, pti cyklickych zménach pH pro-
stredi zirejmé nebyla dostateéna pro manifestaci
podstatnéjsich zmén uvniti téla kazivé 1éze.

Mozna se muze zdat prekvapivé, Ze mléko
samotné mélo témér stejny protektivni dcinek
jako mléko s obsahem 2,5 ppm fluoru. Vapnik
obsazeny v mléce muZe potencovat reminerali-
zacni ac¢inek roztoku pii cyklickych zménach pH
prostiedi. Je také mozné, Ze existuje urcéita mini-
malni koncentrace fluoridd, kdy jesté 1ze hovorit
o protektivnim tuéinku. At se jedna o jakykoli
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mechanismus, pozitivni déinek fluoridovaného
mléka byl v nasi studii prokazan tim, Ze doslo
k statisticky vyznamné redukci progrese kariéz-
nich 1ézi.

Presto, Ze nase prace je zaméiena zejména na
lokalni ucinek fluoridovaného mléka, je dulezité
pripomenout, Ze fluoridované mléko piedstavuje
rovnéz zdroj systémové fluoridové suplementace,
podobné jak tomu je v piipadé fluoridované vody.
Epidemiologické studie prokazaly, ze u jedinct
zijicich v oblastech s fluoridovanou vodou doslo
az k 50% redukci vyskytu kazu na povrchu zub-
niho kotene [4, 14]. Daraz na prevenci kazu kote-
ne by nemél byt podminén pouze vyssi rozpust-
nosti dentinu, ale také tim, Ze oSetieni téchto
defekta je velmi obtizné.

To je dulezité zvlasté pro dospélé jedince, kteii
jsou vystaveni zvySenému riziku vzniku kazu
kotene v dusledku vy$siho poc¢tu gingivalnich
recesu a obnazenych ploch na koieni zubu.

Fluoridované mléko ma ziejmé vyznamny
ochranny ucinek na zubni sklovinu. Rada klinic-
kych studii potvrdila ochranny efekt fluoridova-
ného mléka v pripadé kazu skloviny u déti. Nase
studie piinesla prvni vysledky dokumentujici
ochranny uéinek fluoridovaného mléka na dentin
v danych experimentalnich podminkach. Pokud
se tyto vysledky potvrdi klinicky, fluoridované
mléko muze hrat vyznamnou roli v prevenci zub-
niho kazu u déti i dospélych. Dalsi vyzkum je
zapotiebi k potvrzeni této domnénky a ke stano-
veni koncentrace fluoridu, ktera by byla dostatec-
na v prevenci kazu na povrchu kofene zubu.
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