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SOUHRN

Uvod a cil: Apikalni periodontitida (AP) je zané&tlivé one-
mocnéni zubnich periradikularnich tkani vyvolané bakte-
rialni infekci. Ke stanoveni bakterii osidlujicich kofenové
kanalky jsou vyuzivany rizné metodické pfistupy, analyza
bakteriomu celého kofenového systému zubu postizené-
ho AP je v3ak zatim stale vyzvou. Cilem nasi pfehledové
prace bylo vytvofit literarni reSerSi zamérfenou na postu-
py pro odbér vzorku a metodiku pro analyzu bakteriomu
a poté navrhnout vhodny metodicky pfistup k Ucelu stu-
dia etiopatogeneze tohoto onemocnéni.

Metodika: Po vyhledavaniv databazi PubMed jsme do re-
Serse vybrali pouze publikacni vystupy typu plvodni pra-
ce, ve kterych byla analyzovana bakterialni DNA lidskych
zubd.

Vysledky: Metodicky se studie mezi sebou velmi lisi, a to
jak zpUsobem odbéru vzorku, izolaci DNA, tak i samot-
nou analyzou bakterialni DNA. Castym zplsobem odbé-
ru vzorku je vyuziti sterilnich endodontickych papirovych
CepUl. Tento zpUsob odbéru vzorku je sice vhodny v rdm-
ci klinické praxe, aviak pro komplexni analyzu prostredi
kofenového systému je povazovan za nedostatecny, a to
kvdli samotné morfologii zubu a pfitomnosti ramifikaci.
Jinym zplsobem odbéru vzorku je resekce korenového
hrotu pomoci sterilnich fréz a nasledné rozemleti apexu
nebo provedeni stéru sterilnimi endodontickymi papiro-
vymi Cepy. Ke stanoveni bakteriomu je tak vyuzivana pou-
ze apikalni ¢ast zubu, tudiz bakterie, které kolonizuji koro-
narni ¢ast zubu a podileji se na etiopatogenezi onemoc-
néni, nemohou byt analyzovany. V recentnich studiich je

vyuzivana metoda, pfi které je cely extrahovany zub po-
stizeny AP nadrcen na jemny homogenni prach pomoci
kryogenniho mleti. Z prachu nadrceného zubu je mozné
stanovit komplexni bakteriom kofenového systému i dre-
nové dutiny, a proto se tento zpUsob z pohledu pfipra-
vy vzorku pro experimentalni studii jevi jako optimaini.
Nejcastéji je pri izolaci DNA vyuZzivana efektivni kolonkova
metoda rlznymi purifikacnimi soupravami a k nasledné
analyze DNA slouzi vétSinou metodiky zaloZené na prin-
cipu polymerazové fetézové reakce. Sekvenovani variabil-
nich oblasti genu pro 16S rRNA je v dnedni dobé jiz zlatym
standardem pro kategorizaci bakterii a charakterizaci bak-
teridlnich komunit.

Zaveér: Ke studiu bakteriomu AP se jevi jako nejvhodné&jsi
pouzit vzorky extrahovanych zubU a bezprostfedné je za-
mrazit bez dalSich preanalytickych krok(. Nadrceny zub
je pfi dodrzZeni sterilnich podminek pfi kryogennim mle-
ti vhodnou matrici pro izolaci mikrobialni DNA komer¢né
dostupnymi kity. V sou€asné dobé je pro stanoveni bak-
teriomu a ziskani informace o relativni abundanci bakte-
ridlnich rodd, a to z analytického i ekonomického hlediska,
sekvenovani nové generace nejlepsi volbou.

Klicova slova: apikalni periodontitida, kofenovy
kanalek, kryomlyn, bakteriom, sekvenovani
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SUMMARY

Introduction, aim: Apical periodontitis (AP) is an
inflammatory disease of the dental periradicular tissues
caused by a bacterial infection. Various methodological
approaches are used to determine the bacteria inhabiting
the root canals, however, the analysis of the entire root
system of a tooth affected by AP still remains a challenge.
The aim of our study was to perform a literature
search focused on sample collection procedures and
methodologies for bacteriome analysis, and then propose
a suitable methodological approach for the purpose of
studying the etiopathogenesis of this disease.

Methods: After searching the PubMed database, we
selected only publications of the original work type in
which the bacterial DNA of human teeth was analyzed, for
the search.

Results: Methodologically, the studies differ greatly, in
terms of sample collection, DNA isolation, and bacterial
DNA analysis itself. A common method of sample
collection is the use of sterile endodontic paper points.
Although this method of sampling is suitable in clinical
practice, it is considered insufficient for a comprehensive
analysis of the environment of the root canal system, due
to the morphology of the tooth itself and the presence of
ramifications. Another method of sampling is resection of
the root tip using sterile burs and subsequent grinding of
the apex or smearing with sterile endodontic paper pins.
Only the apical part of the tooth is used to determine the
bacteriome, therefore bacteria that colonize the coronal

part of the tooth and participate in the etiopathogenesis
of the disease cannot be analyzed. In recent studies,
a method is used in which the entire extracted tooth
affected by AP is ground into a fine homogeneous powder
using cryogenic grinding. It is possible to determine the
complex bacteriome of the root canal system and the pulp
chamber from the dust of a crushed tooth, and therefore
this method seems optimal for the sample preparation
from an experimental study point of view. Most often, an
effective column method with various purification kits is
used for DNA isolation, and for subsequent DNA analysis,
methodologies based on the principle of the polymerase
chain reaction are mostly used. Sequencing the variable
regions of the gene for 16S rRNA is nowadays already the
gold standard for categorizing bacteria and characterizing
bacterial communities.

Conclusion: To study the AP bacteriome, it seems
most appropriate to use extracted tooth samples and
immediate freezing of the sample without further pre-
analytical steps. The crushed tooth is a suitable matrix for
the isolation of microbial DNA with commercially available
kits, provided that sterile conditions are maintained during
cryogenic grinding. Currently, next-generation sequencing
is the best choice for determining the bacteriome and
obtaining information about the relative abundance of
bacterial genera, both analytically and economically.

Key words: apical periodontitis, root canal, cryomill,
bacteriome, sequencing
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UvoD

bakterii s patogennim potencialem v oblasti

Apikalni periodontitida (AP) je onemocnéni
zubnich periradikuldrnich tkani zplGsobené
mikrobialni infekci. Dferova dutina nevitalni-
ho zubu je infikovana endogennimi oralnimi
mikroorganismy, které prostupuji ze zubniho
kazu nebo skrze praskliny zplsobené trau-
matem tvrdé zubni tkané i z parodontalniho
chobotu. Postupné dochazi k infikovani koFe-
novych kanalkd (KK). Pfitomnosti oralni mik-
robioty v kofenovém systému a pronikanim
bakterii ¢i jejich metabolitll pres foramen
apicale dochazi k iniciaci zanétlivé odpovédi
organismu. V pfipadé chronické formy zané-
tu dochazi k vytvofeni periapikalniho granu-
lomu. Bakterie, které jsou pfitomné a dlou-
hodobé osidluji apikalni koFenovy systém, se
tak pfimo podileji na etiopatogenezi tohoto
zanétlivého onemocnéni [1, 2].

Infekce KK ma heterogenni slozeni, kde
Zadny jednotlivy bakterialni druh nebo kmen
nelze povazovat za hlavni endodonticky pa-
togen. PFiCinou AP je dysbidza a vyskyt vicero

periradikularnich tkani [3, 4]. Mikrobialni ko-
munita systému KK zubu postizeného AP je
tvofena bakteriemi aerobnimi i anaerobni-
mi. Aerobni bakterie se nachazeji prevazné
v koronarni ¢asti kofene, protoZze je zde do-
statecCny prisun kysliku, ktery potfebuji nejen
pro preziti, ale predevsim pro rozmnoZova-
ni. V systému KK zubu s AP celkové prevla-
daji bakterie anaerobni, nejvice jsou pak za-
stoupené v apikalni ¢asti kofene. Nejcastéj-
Simi anaerobnimi bakteriemi, které osidluji
infikovany KK, jsou Fusobacterium nucleatum,
Porphyromonas gingivalis, Prevotella baroniae
a Olsenella uli. PFitomné jsou také Gemella
morbillorum nebo Streptococcus mitis, coz
jsou typicti zastupci fakultativné anaerobnich
bakterii [4-7]. U nevitalniho zubu s infikova-
nym KK (gangréna) se mohou vyskytovat také
houby, napf. Candida sp. [8].

V oblastech zubu s obtiznym pfistupem
pro nastroje a iriganty, jako je apikalni cast
KK, lateralni kandlky, ramifikace, isthmy
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a dentinové tubuly, je komplexni analyza
mikrobioty vyzvou. Bakterie, které kolonizu-
ji tato mista, mohou byt v pfimém kontaktu
s periodonciem, coz mUze vést k rozvoji per-
zistentni AP. DalSimi faktory, které se mohou
podilet na vzniku perzistentni formy AP, jsou
nedodrZeni aseptické kontroly, nenalezeni
KK pfi oSetfeni, Spatné provedeny debride-
ment neboli odstranéni nekrotické tkané, ne-
adekvatni opracovani stén KK, nedostate¢na
dezinfekce kofenového systému a také zho-
toveni netésné vyplné [13, 14]. Lécba AP spo-
Civa v oSetfeni infikovanych KK postizeného
zubu [11, 12]. Toto o3etfeni nemusi byt vzdy
Uspésné ani pri adekvatnim opracovani a za-
plnéni kofenového kanélku, napf. z dlvodu
extraradikularni infekce nebo pfitomnos-
ti biofilmu, a proto AP v takovych pFipadech
dale pretrvava [13]. Doporucenou lécbou pfi
perzistentni AP je odstranéni zdroje zanétu
operacnimi postupy. Chirurgicka |écba zahr-
nuje resekci kofenového hrotu s retrograd-
nim plnénim, pfipadné extrakci zubu [14].

S progresem molekularné biologickych
metod se k analyze bakterii KK u zubl po-
stizenych AP vyuZziva analyzy jejich genomu
(konkrétné bakteriomu, neboli souhrnné
bakteridlni genetické informace ve vzorku).
Hlavnim cilem naSeho ¢lanku bylo sumari-
zovat pouzivané metodické pristupy, disku-
tovat o jejich vyhodach a nevyhodach a na-
sledné navrhnout nejefektivné&jsi metodu ke
stanoveni komplexniho bakteriomu systému
KK zubu s AP v ramci studia etiopatogeneze
tohoto onemocnéni.

METODIKA

K vyhledavani informacnich zdrojd jsme
pouzili databazi PubMed. Do tohoto vyhleda-
vaciho nastroje jsme zadali klicova slova (api-
cal OR periapical) AND (periodontitis OR gra-
nulom* OR lesion OR cystogranulom#*) AND
(microb* OR bacter* OR infect* OR patho-
gen) AND (isolationion OR sampling). Zaradili
jsme pouze clanky, které i) byly publikovany
od roku 2010, z dlvodu aktualnosti moleku-
ldrné biologickych pfistupd pouzivanych ve
studiich, ii) jsou typu ,original articles” a ,ca-
se report”, iii) zabyvaji se stanovenim mikro-
biomu u pacientl s AP (primarni, sekundar-
ni i perzistentni). Vyhledavani podle stano-
venych kritérii provedli dva spoluautofi ne-
zavisle na sobg, nasledné jsme dvé literarni
reSerSe mezi sebou porovnali a provedli po
kontrole spornych polozek jejich slouceni.
Podle dohodnutych kritérii jsme provedli dal-
Si selekci informacnich zdrojd, a to vyrazeni
publikace, ktera i) je duplikdtem jiné zaraze-
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né publikace, ii) se vénuje mykobiomu a ni-
koli bakteriomu, iii) obsahuje sice vzorky od
pacientl s AP, ale nebyl analyzovan zub nebo
KK, a iv) neobsahovala dostatecny metodicky
popis analyzy bakteriomu KK.

Do literarni reSerSe jsme zahrnuli studie,
ve kterych je popsana analyza komplexniho
bakteriomu KK, ale i ty, jejichZ cilem bylo sta-
novit pouze jednu nebo nékolik vybranych
bakterii.

VYSLEDKY

Podle stanovenych kritérii jsme nalezli cel-
kem 67 c¢lankd vhodnych pro vytvoreni lite-
rarni reSerse, ktera je sumarizovana v dopln-
kové tabulce S1 (dostupna online na webu
www.cspzl.dent.cz). U kazdé studie jsme za-
znamenali: i) odbé&r vzorkt - jak byl vzorek
pro analyzu bakteriomu zubu odebiran, ii)
pFipravu vzorkl na analyzu - jak byl vzorek
zpracovan, iii) jak probéhla izolace DNA a iv)
analyza bakteriomu, a v) kolik vzork( bylo
analyzovano. Schéma metodického postu-
pu pfi odbéru biologického materialu a ana-
lyze bakteriomu KK zubu jsme sumarizovali
v obrazku 1.

Celkem bylo v téchto studiich analyzovano
2027 zubd, a to v rozmezi 5 az 231 zubd na
studii. Primérné bylo analyzovano 30 vzorkd
na studii. V 66 ¢lancich bylo uvedeno, Ze pred
odbérem vzorkd byla provedena dezinfek-
ce dutiny Ustni nebo samotného vzorku zu-
bu. V 78 % ze vSech vyhledanych studif vyuzili
k odbéru vzorku endodontické papirové Ce-
py. Ve 13 z 52 téchto studii byly navic k odbé-
ru dalSich vzork( pouZzity i jiné endodontické
¢i chirurgické nastroje. Invazivni zpUsob od-
béru vzorku zahrnujici extrakci a/nebo resek-
ci zubu byl vyuZit v necelé pétiné vSech studii.
V deviti studiich (13 % ze v3ech publikaci za-
fazenych do reSerse) byla k drceni zubu vy-
uzita metoda kryogenniho mleti, tyto studie
jsou shrnuty v tabulce 1 [10, 15-22]. V os-
mi z deviti téchto vyzkumu byly extrahova-
né zuby pred nadrcenim rozdéleny na apikal-
ni a koronarni ¢ast, aby bylo mozné stanovit
bakteriom v jednotlivych fragmentech a po-
rovnat vysledky.

V 54 studiich byl k izolaci DNA pouZit ko-
mercni kit, z ¢ehoz v 65 % byl vyuzivan
QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Némecko). Ve
44 studiich byla provedena sekvenacni ana-
lyza genu pro 16S rRNA. DalSimi pomérné
casto vyuzivanymi pFistupy pfi analyze bak-
terialni DNA byla kvantitativni polymerazo-
va Fetézova reakce (qPCR), ktera byla vyuzita
v téméF 18 % studii, nebo DNA hybridiza¢ni
metoda, ktera byla pouZzita v 16 % studii.
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DISKUSE

Odebrat reprezentativni vzorek z KK zubu
postizeného AP neinvazivnimi zpUsoby ne-
ni snadné. Dlvodem je samotna morfologie
systému KK a pfipadné pritomnost vyplfiové-
ho materialu, jedna-li se o zub s jiz oSetfenymi
KK. Bakterie, které se nachazeji v oblastech,
jako jsou akcesorni KK a apikalni ¢ast KK, je
tedy obtizné stanovit. Pokud je odebrano jen
omezené mnozstvi infekéniho materidlu z KK,
a pokud neni citlivost metody pouzité pro
identifikaci dostatecné vysoka, mnoho bakte-
rit nemusi byt pfi analyze zachyceno [10, 23].

POUZiVANE zPUSOBY ODBERU VZORKU
(ZE) ZUBU POSTIZENEHO AP

Odbér vzorku ze zubu nebo zubu postize-
ného AP je napfic studiemi rozli¢ny, v zdsadé
Ize odbéry klasifikovat jako neinvazivni (od-
bér pomoci endodontického papirového ce-
pu a jinych endodontickych nastrojd), které
Ize vyuZit v klinické praxi, a invazivni (extrak-
ce a/nebo resekce kofenového hrotu), pro je-
jichZ volbu musi byt indikace. Ve studiich je
uvedeno, Ze pred chirurgickymi zakroky md-
Ze byt Ustni dutina vyplachnuta dezinfek¢ni-
mi roztoky, pfipadné je zub nasledné omyt
fyziologickym roztokem, stejné jako u odbé-
ru vzorkll pomoci endodontickych papiro-
vych ¢epli [10, 19, 21, 25].

Neinvazivni odbéry vzorku ze zubu
postiZzeného infekci a jejich skladovani

Tento zpUsob je pouZivan nejcasté&ji, kvali
jeho jednoduchosti a pfedevsim neinvazivni-
mu pfistupu b&hem odbéru, tzn. postizeny
zub je endodonticky oSetfen s cilem, aby byl
zachranén. V pfipadé zubl postizenych per-
zistentni AP je pfed odbérem vzorku z KK od-
stranéna korenova vypln. Podle literarni re-
SerSe je analyza mikrobiomu KK provadéna
ve vzorcich odebranych pomoci stér(, endo-
dontickych papirovych ¢epl nebo z aspiratd.
K neinvazivnim zpUsoblm odbéru vzorku se
dale fadi odbér pomoci endodontickych na-
stroju (napf. K-file) [3, 14, 26].

Pfi odebirani vzorkdl z KK pomoci endo-
dontickych papirovych cepl je dulezité dbat
na to, aby Cep byl vloZzen co nejhloubéji do
KK a odbér probihal za prisnych aseptickych
podminek. V rlznych studiich jsou pouZiva-
ny odliSné dezinfekéni latky a roztoky pro
oCisténi Ustni dutiny i samotného vzorku zu-
bu, jako je napriklad 0,12% chlorhexidin ne-
bo roztoky H,0,, NaClO ¢&i Na,S,0, [3, 26, 27].
Ke kontrole dostatecné aseptické prace jsou
vyuzivany stéry z povrchu zubl [22]. Odbér
pomoci endodontickych papirovych cept je
provadén podle protokoll popsanych v dfi-
véjSich studiich [3, 24, 29, 30], tzn. pfistu-
pova kavita pro odbér vzorku je pfipravena

Tab. 1 Prehled metodickych postupl analyzy bakteriomu zubu postizeného apikalni periodontitidou - vybér pouze studii zahrnuji-
cich kryogenni mleti vzorku.

Tab. 1 Overview of methodological procedures for the analysis of the bacteriome of a tooth affected by apical periodontitis - selection of
only studies involving cryogenic grinding of the sample.

1. a 2. krok 3. krok 4. krok
Odbér a pFiprava vzorkd na analyzu Izolace DNA Analyza bakteriomu
- AGOWA
; Odstranénf . Norgen Fast DNA . DNA . B
Vy,plac,h Ociétent | Kontrola | okolnich | Extrakce | Reselce | YOBENN! | Qlhamp bacterial SPIN L 165 rRNA L Pocelzut?u :
Gstni ™ " mletf DNA ) DNA (TAB . .| QPCR | hybridizacni | zkoumanych | Citace
dutin wbu | sterility | tkdnikolem | zubu ubu 2ubu Min Kit DNA Extraction Isolation sekvenovan ve sudii
y ubu Extraction Kit Kit i metoda
ano ano ano ano ano ano ano - - 10 [15]
ano ano ano ano ano ano - - 4 [10]
ano ano ano ano ano ano ano ano - - 41 [16]
ano ano ano ano ano ano ano ano - 26 [17
ano ano ano ano ano ano ano ano ano - - 10 [18]
ano ano ano ano ano ano ano ano ano ano - 27 [19]
ano ano ano ano ano ano ano - - 25 [20]
ano ano ano ano ano ano ano* ano ano 15 [21]
ano ano ano ano ano ano ano* ano - - 10 [22]

* inkubace s lyzozymem

* incubation with lysozyme
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Obr. 1

Schéma metodického
postupu pfi odbéru
biologického materialu

a analyze bakteriomu
korenového kanalku zubu.
Vytvofeno pomoci
BioRender.com.

Fig. 1

Scheme of the methodical
procedure for the collection
of biological material and the
analysis of the bacteriome of
the root canal of the tooth.
Created with BioRender.com.
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- QIAamp DNA Mini Kit/ DNeasy® Blood & Tissue Kit / QIAamp Micro Kit
- Norgen bacterial DNA Extraction Kit
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- MiniSpin DNA Extraction Kit

4. KROK - ANALYZA BAKTERIOMU A VYHODNOCENI DAT

SEKVENOVAN{
— 'm
TRRERENEERRY 3
DNA-DNA hybridizace Illumina sequencing
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Obr. 2

Extrahovany zub v mleci
patroné pred kryogennim
mletim a nadrceny zub ve

formé homogenniho prasku.

Fig. 2

Extracted tooth in a grinding
cartridge before cryogenic
grinding and crushed tooth in
the form of a homogeneous
powder.

vysokorychlostnim sterilnim karbidovym vr-
takem [24] a pfed obnazenim dfené je zub
oCistén. Obsah hlavniho KK je absorbovan
do endodontického papirového cepu, kte-
ry je pfenesen do sterilni zkumavky [30, 31].
Endodontické papirové cepy mohou byt
uchovavany v rliznych roztocich ¢i pufrech,
jako je napfiklad Tris-EDTA pufr, PBS aj.
[23, 24, 25-27]. Teplota skladovani odebra-
nych vzorkU je nejcastéji -20 °C nebo -80 °C.
Rovnéz rychlost zamrazeni vzorku po odbéru
je nutné standardizovat, a to proto, aby v do-
bé& mezi odbérem a uskladnénim nedoslo
k nardstu nékterych kmen( ve vzorku, coz by
ovlivnilo vysledek analyzy.

Invazivni zplsoby odbéru vzorku ze zubu
postiZzeného infekci a jejich skladovani
Kvali technickym omezenim vzorkova-
ni, které je dano morfologii KK, je pfi vyzku-
mu vhodng@jsi provést analyzu mikrobioty KK
u extrahovanych zubl postizenych AP. V ex-
trahovanych zubech je mozné identifikovat
bakterie, které jsou pfitomny v celém sys-
tému KK, a zaroven tak stanovit bakterie ve
vSech ¢astech zubu - v apikalni, stfedni a ko-
rondlni ¢asti [21, 22]. Limitaci tohoto pfistu-
pu je, Zze ho Ize aplikovat pouze v pfipadé zu-
bU s indikaci k periradikularni operaci nebo
extrakci. Extrakce zubu postizeného AP je in-
dikovana, pokud neni perspektiva dostatec-
né dlouhé Zivotnosti zubu po oSetfeni, ne-
bo v pfipadé vzniku radikularni cysty, kterou
je tfeba exstirpovat. Vzorek extrahovaného
zubu byva podroben kryogennimu mleti,
aby byla ziskdna vhodna matrice k nasledné
analyze, v jedné ze studii vSak byl pro odbér

materidlu KK z extrahovaného zubu pouZit
nastroj K-file a endodonticky papirovy Cep,
které byly zavedeny retrogradné po resekci
korenového hrotu [32].

PRIPRAVA VZORKU ZE ZUBU POSTIZENE-
HO AP PRO DALSI ANALYZY

PFiprava vzorku zahrnuje jeho zpracovani
do matrice vhodné pro dalsi analyzy (napf.
kryogenni mleti zubu) a/nebo provedenf kul-
tivace infekéniho materialu za specifickych
podminek.

Kryogenni mleti zubu

Kryogenni mleti zubl nebo jeho fragmentu
je metoda, ktera byla navrzena pro ziskanire-
prezentativniho vzorku pro selektivni a kom-
plexni analyzu mikrobiomu KK [7, 8, 12, 16,
35]. Do kryogenniho mlynku se vklada cely
extrahovany zub nebo pouze jeho urcity seg-
ment, ktery ma byt analyzovan. K separaci
zubu na apikalni a koronarni fragment pred
samotnym kryogennim mletim mUdZze byt pfi-
stoupeno z dlvodu stanoveni mikrobioty ve
specifické €asti koFenu, nicméné &im vice je
se zubem manipulovano, tim vétsi je riziko
vneseni mikrobialni kontaminace do vzorku
a znehodnoceni vzorku. Bylo zjiSténo, Ze mi-
krobiota apikalniho a koronarniho fragmen-
tu se vzajemné lisi [20, 25]. V apikalni ¢asti
kofene jsou pfitomny pomalu rostouci mik-
roorganismy, které vykazuji vétsi zavislost na
mezidruhovych interakcich nez ty, které kolo-
nizuji koronarni fragment [33].

Princip drceni zubu v kryomlynu byl popr-
vé popsan v clanku Alvese a kol. z roku 2009
[19]. Ke kryogennimu mleti jsou vyuzivany
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kryomlyny (Spex, Metuchen, New Jersey),
které pracuji pfi teploté tekutého dusiku
(-197 °C). Po dobu mleti zlstava teplo-
ta v kryomlynu neménna. Extrahované zu-
by jsou vkladany do polykarbonatovych val-
cl s kovovymi zatkami, viz obrazek 2. Kon-
cové zatky z nerezové oceli, narazova tyc
a polykarbonat lahvicky musi byt pred kaz-
dym pouzitim dezinfikovany. Jeden z pou-
Zivanych zpUsob( uvedli Alves et al. ve své
studii [19], kde je uveden postup dezin-
fekce podle nasledujiciho protokolu: kar-
tacovani a myti neutralnim detergentem,
oplachnuti 70% etanolem, ponofeni do 2,5%
NaClO na jednu minutu, oplachnuti milliQ
vodou, suseni pfi 70 °C a sterilizace pod ul-
trafialovym svétlem po dobu 15 minut. Dal-
$im zpUsobem sterilizace polykarbonatovych
valcl je vyuZiti kyselého prostredi 0,17 M HCI.
V 0,1 M HCl dochazi pfedevsim k depurina-
ci DNA skrze kyselou hydrolyzu, ktera vede
postupné k tvorbé kratSich fragment( a po-
té k Uplné hydrolyze DNA. Je zndmo, Ze vét-
Sina bakterii neni schopna prezit v prostred;,
kde je pH mensi nez 4, tudiz 0,1 M HC|, jejiz
pH =1, je idealni ke sterilizaci polykarbonato-
vych valcl. Po omyti valct v kyseliné po dobu
jedné hodiny nasleduje ddkladné oplachnuti
milliQ H,O a oschnuti pfi laboratorni teploté
[34, 35].

Vzorky zub( jsou rozemlety magneticky se
pohybujicim ocelovym narazovym valcem
oscilujicim tam a zpét proti dvéma stacionar-
nim koncovym zatkdm z nerezové oceli, které
uzaviraji patronu. Tato patrona je béhem dr-
ceni ponorena v tekutém dusiku, diky které-
mu je i b8hem oscilace ocelového valce v pa-
troné zachovavana stala teplota. Pfed pou-
Zitim kryomlynu je nejprve nastaveno pred-
chlazeni patrony se vzorkem po dobu 15
minut. Nasleduje mleti vzorku v patroné po
dobu jedné minuty, a poté opétovné chlaze-
ni po dobu Sesti sekund, coz je obdobi me-
zi dvéma pracovnimi cykly, kdy byla oscilace
valce pferuSena, aby se zabranilo zahFivani
v dUsledku treni. U kazdého vzorku jsou stan-
dardné provedeny dva cykly drceni. Frekven-
ce narazové tyCe byva nastavena na 10, coz
je 20 skutecnych naraz( za sekundu (jeden
na kazdou stranu) [19]. Metoda kryogenniho
mleti je povazovana za velice jednoduchou
a rychlou k ziskani vhodné matrice k nasled-
né izolaci DNA ze vzorku zubu.

Diky rozmélnéni zubu jsou zachyceny bak-
terialni taxony, které se nachazeji v mistech,
jako jsou jiz zminéné vedlejSi KK a apikalni
¢ast korene, ze kterych neni mozné endo-
dontickymi papirovymi ¢epy vzorek odebrat.

@

Analyza zubu timto postupem je povazovana
za mnohem pfesnéjsi nez pfi odbérech z KK
pomoci endodontickych nastroji a papiro-
vych ¢epl [17, 18]. Hlavni nevyhodou pfistu-
pu zahrnujiciho kryogenniho mleti zubu je,
Ze jej Ize aplikovat pouze na zuby s indikaci
k periradikularni operaci nebo extrakci a ne-
Ize jej pouZit ke sledovani pfipadu ani ke kon-
trole eliminace bakterii po terapii. Ve vétsiné
studii se povaZuje za nezbytné provést pecli-
vou dezinfekci vnéjsich povrchd koren(l pred
nadrcenim, aby se odstranily vnéjsi kontami-
nanty a snizilo se riziko faleSné pozitivnich
vysledku. Je viak duleZité zdUraznit, Ze tento
pristup muze eliminovat bakterie, které po-
tencialné tvofi extraradikularni biofilm a kte-
ré mohou byt pfi¢inou onemocnéni po 1é¢bé.
Navic se mohou dezinfekcni roztoky béhem
jejich aplikace dostat do KK, a znehodnotit
tak vysledek analyzy [18]. V mnohych stu-
diich byl k nastaveni spravnych metodickych
postupl odebiran stér z povrchu dezinfiko-
vaného zubu ke kontrole dodrzeni aseptické
prace [29, 32, 36].

Analyza bakterii pomoci kultiva€nich
metod

Metody analyzy a identifikace bakterii v KK
zubu postizeném AP mohou byt velice varia-
bilni, jak vyplyva z literarni reSerSe. K analy-
ze bakterii KK ze vzorkd odebiranych pomo-
ci endodontickych papirovych ¢epl a jinych
jiz zminénych endodontickych nastrojd byly
Casto pouzivany kultivacni metody. Identifi-
kace bakterii po kultivaci je standardné pro-
vadéna metodami, jako jsou Gramovo bar-
veni, biochemické testy, mikroskopické po-
zorovani a v neposledni fadé pocitani bak-
teridlnich kolonii (CFU), pfipadné MALDI-TOF
MS (Biotyper Microflex, Bruker Daltonics)
[36-38]. Limitaci tohoto zpUsobu analyzy je
nejen ¢asova narocnost, ale pfedevsim to, Ze
je mozZné stanovit pouze kultivovatelné bak-
terie [39].

IZOLACE DNA

Dulezitym krokem pfi analyze bakteriomu
je volba postupu extrakce DNA ze vzorku.
Nutno podotknout, Ze ze vzorku je bez spe-
cifického o3etfeni izolovana DNA nejen ze Zi-
vych, ale i z mrtvych bunék. V drtivé vétsiné
publikovanych studii se pouZzivaji k extrakci
DNA urcené k nasledné analyze bakteriomu
komercni izola¢ni sady (kity) - QlAamp DNA
Mini kit (Qiagen, Némecko), QlAamp DNeasy
Blood and Tissue Kit (Qiagen, Némecko), QIA-
amp Fast DNA Kit (Qiagen, Némecko), Direct
DNA Extraction Kit (Bacteria) (Norgen, Kanada),
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QIAamp Micro Kit (Qiagen, Némecko), Mag
Mini DNA Isolation Kit (AGOWA, LGC Geno-
mics, Némecko) apod. Tyto izola¢ni techniky
vyuzivaji adsorpce DNA na pevny podklad.
Zatimco Mag Mini DNA Isolation Kit vyuZiva
pro vazbu DNA magnetické kulicky, u ostat-
nich kitd, které jsou zaloZeny na kolonkové
izolaci, dochéazi k selektivni vazbé nukleové
kyseliny na silikagelovou membranu s na-
slednym promyvanim kolonky pufry, opako-
vanymi kroky s centrifugaci vzorku a finalni
eluci DNA do specifického pufru [40]. Velkou
vyhodou této metody, oproti jinym izola¢nim
technikam, je jeji vysoka specifita a zisk Cisté
DNA bez pfipadnych inhibitord nasledujicich
PCR reakci nebo Next Generation Sequen-
cing (NGS) [41]. Pfed izolaci mlzZe byt vzorek
mechanicky zpracovan a/nebo inkubovan
s lyzozymem nebo jinymi enzymy pfipad-
né jejich smési, diky ¢emuz je mozné izolo-
vat DNA i grampozitivnich bakterii. Z reSerSe
vyplynulo, Ze pro extrakci DNA urcené k na-
sledné analyze bakteriomu KK zubu s AP je ve
studiich dominantné vyuzivan QlAamp DNA
Mini kit (Qiagen, Némecko), navic u Ctyr stu-
dii bylo s timto kitem pouZito oSetfeni vzorku
lyzozymem [17, 22, 26, 31], coZ se jevi v sou-
Casné dobé jako optimalni pFistup, aby ne-
byly podcenény v celkovém obraze grampo-
zitivni bakterie. Vzhledem k tomu, Ze rGizné
kity obsahuji riizné kontaminanty, je zpUsob
izola¢niho procesu nutno zohlednit pfi kom-
paraci vysledkd studii.

ANALYZA BAKTERIOMU

Diky technikdm molekularni biologie je
mozné studovat mikrobidlni osidleni KK zubd
postizenych AP, a to v€etné stanoveni mik-
robidlnich taxond, které jsou obtizné kultivo-
vatelné. Ve studiich vyuZivajicich molekular-
né biologické metody tak byla odhalena vys-
Si komplexnost endodontické mikroflory, nez
jak bylo dFive uvadéno ve studiich pouZivaji-
cich kultiva¢ni pfistupy [16].

Ke stanoveni diverzity a relativni abundan-
ce bakterialnich taxond, resp. pritomnosti je-
jich DNA v daném vzorku, se vyuziva profilo-
vani pomoci amplifikace genu pro 16S rRNA
metodou zaloZenou na PCR. Pomoci analyzy
oblasti genu pro 16S rRNA je moZzné analyzo-
vat bakteriom i bez pfedchozi kultivace vzor-
ku. Sekvence tohoto genu obsahuje hyperva-
riabilni oblasti, které mohou poskytnout dru-
hové specifické sekvence uZitecné pro identi-
fikaci bakterii. K sekvenovani se v dnesni dobé
nejcastéji pouziva platforma Illlumina, coz re-
flektuji i vysledky nasi reSerse, kdy vétSina stu-
dii analyzy bakteriomu KK zub( s AP byla na

sekvenaci hypervariabilnich oblasti genu pro
16S rRNA pomoci lllumina kit na pfistroji Mi-
Seq zaloZena. Av3ak i tato metoda ma sva tech-
nicka omezeni, napf. v nékterych pfipadech je
komplikované rozlisit blizce pfibuzné druhy
podle variability genu pro 16S rRNA [42].

DalSi €asto pouzivanou molekularné biolo-
gickou technikou k detekci odliSnych bakte-
ridlnich taxon( u analyzy vzorkd KK zubd je
hybridizace DNA-DNA. Tato metoda je rychla
a citlivatechnika molekularniidentifikace, kte-
ré umoznuje stanoveni pfitomnosti vice dru-
hd bakterii ve velmi velkém poctu vzorkl ob-
sahujicich komplexni smési mikroorganismu.
Limitaci této techniky je to, Ze mize deteko-
vat pouze druhy, pro které byly pfipraveny
DNA sondy, a navic nedetekuje mikroorganis-
my, které jsou pod detekénimi limity metody
(103 az 10* bunék) [30, 44, 45].

Ve studiich zamérenych na kvantifikaci endo-
dontickych patogent zpUsobujicich AP se pou-
Zivd metoda qPCR[27, 46, 47]. Vyhodou qPCR je
moznost kvantifikace vybranych bakteridlnich
taxon( v redlném case. Tato metoda je velice
citliva a poskytuje kvalitnivysledky, avsak nepo-
skytuje komplexni obraz o bakterialni DNA ve
vzorku. Kvantitativni analyza specifickych bak-
teridlnich kmen( na bazi gPCR je jednoducha,
ma vysoky aplikacni potencial v klinické praxi
a ve srovnani s analyzou bakteriomu pomo-
ci NGS je méné finan¢né narocna. Doporucu-
je se, aby kvantitativni profilovani mikrobiomu
zaloZené na gPCR genu pro 16S rRNA bylo sou-
Casti standardni analyzy mikrobiomu pomoci
NGS [47].

Méné casto vyuzivanymi metodami, kte-
ré byly pouzity pfi studiu bakterii osidlujicich
KK zubu postizeného AP, jsou PCR-DGGE (de-
naturacni gradientova gelova elektroforé-
za), AP-PCR (neboli libovolné aktivovana PCR,
ktera k amplifikaci vyuziva primery, jez na-
sedaji za nizké stringence na ndhodna mista
templatové DNA za vzniku charakteristické-
ho souboru amplikond pro dany bakterialni
druh) aj. DGGE je jedna z metod pfimé DNA
diagnostiky, pfi které jsou separované DNA
fragmenty pfi elektroforéze v gradientovém
denaturacnim gelu. Jedna se o velmi citlivou
metodu, kterd je v mikrobiologii vyuzivana
k vyhodnoceni diverzity bakteriomu [48].
ZAVER

V nasem prehledovém ¢lanku jsme shrnuli
moznosti analyzy bakteriomu KK zubu posti-
Zeného AP. Jako nejvhodnéjsi postup pfi stu-
diu tiopatogeneze AP a snaze ziskat komplexni

vysledek o bakterialni DNA celého zubu se je-
vi ten, ktery zahrnuje extrakci celého zubu bez
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oSetreni dezinfekcnimi roztoky, jeho kryogen-
ni mleti pro ziskani homogenni matrice k izo-
laci DNA pomoci komercniho kitu a nasled-
né sekvenovani genu pro 16S rRNA. Postup
muZe byt doplnén o analyzu pomoci qPCR
pro identifikaci a kvantifikaci specifickych bak-
terialnich kmen( ve vzorku. Je vhodné zaradit
i analyzu bakterialni DNA ze stéru z daného zu-
bu a postupovat pfi izolaci a sekvenaci/qPCR
podle stejného protokolu. V preanalytické fa-
zi je nutné dodrzet zplsob skladovani vzorku
tak, aby nedoslo k jeho znehodnoceni a vnese-
ni chyby do celé analyzy. Pfi vyzkumu etiopato-
geneze tohoto onemocnént je klicové provést
odbér vzorku pouze od téch pacientd, ktefi ne-
prodélali v poslednim mésici antimikrobialni
terapii, jez by ovlivnila vysledky analyz.
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