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abstract
To detect surface contamination of ancient dental calculus 

scanning electron microscopy (SEM) was used independently 
as well as coupled with detector of energy-dispersive X-ray spec-
troscopy (EDX). Electron micrographs of samples from four in-
dividuals from locality náměstí Svobody, Znojmo (SEM imaging) 
and from Majetín man (EDX analysis) were taken. Significant 
contamination with recent fungi (hyphae and spores) and bacte-
ria (not the original part of ancient dental calculus) was found in 
all samples from náměstí Svobody, Znojmo. In the sample from 
Majetín man, the permeability of selected elements from the soil 
was determined, thus confirming the contamination of the ex-
ternal side (in contact with the soil) of the tartar. The inside was 
not contaminated.

The applied methods can be used non-destructively and to 
utilise comparative microscopy for ancient dental calculus. Thus, 
an increased amount of contamination from the external envi-
ronment can be detected before the following analyses. Further 
experiments can be modified based on this finding, or samples 
can be excluded from the research in time before costly destructi-
ve (especially molecular) analyses are applied.

Key words: SEM, tartar, dental anthropology, soil, fungi, EDX, 
elemental composition, contaminant

Úvod
Lidský zubní kámen vzniká kalcifikací zubního plaku, po-

kud není odstraněn. Vzhledem k hygienickým návykům se 
tedy do současnosti pro studium historických populací za-
choval zubní kámen hojně napříč časem i prostorem. Zejmé-
na v posledních letech se stal centrem pozornosti několika vý-
zkumů a přinesl nové možnosti studia minulosti. V jeho struk-
tuře se mohou zachytit částice různého původu (nositelovy, 
přijaté s potravou, vdechnuté či jinak vpravené do ústní duti-
ny) a díky kalcifikaci jsou dále uchovány. Identifikovány byly 
například části rostlinných vláken, fytolity, škrobová zrna, pyl 
či zvířecí srst (např. Boyadjian, Eggers, & Reinhard, 2007; Buc-
kley, Usai, Jakob, Radini, & Hardy, 2014; Hardy et al., 2012; 

Hardy et al., 2009; Henry, Brooks, & Piperno, 2011; Power, Sa-
lazar-García, Wittig, & Henry, 2014). Důležitou komponen-
tou jsou kalcifikované bakterie spolu s jejich DNA, která byla 
v historickém zubním kameni objevena transmisní elektrono-
vou mikroskopií (TEM) u 4-5 tisíc let starého vzorku teprve 
v roce 2011 (Preus, Marvik, Selvig, & Bennike). Lze studovat 
i prvkové složení kamene, a to i v souvislosti se způsobem ži-
vota (Fialová et al., 2017b; Radini et al., 2019).

Před použitím destruktivních metod, jako jsou ty moleku-
lární, je vhodné o materiálu zjistit maximum nedestruktivně, 
tedy například skenovací elektronovou mikroskopií (Fialová, 
Drozdová, Skoupý, Mikulík, & Klíma, 2017a), a to s využitím 
různých detektorů (Fialová et al., 2017b). Lze tak například 
odhalit vyšší množství kontaminace, které by mohlo ohrozit 
věrohodnost molekulárních analýz. U podobných výzkumů 
se problém v nynější době daří částečně řešit bioinformatic-
kými nástroji. Těmi lze část mikroorganismů, které nejsou ve 
vzorku původní, odfiltrovat in silico analýzou (např. porovná-
ním s databázemi). Následnými analýzami se však nelze zbavit 
veškeré kontaminace, je třeba ji řešit ještě před experimentem. 
Včasné odhalení silně znečistěných vzorků tedy může omezit 
zkreslení způsobené kontaminací, případně tyto vzorky vy-
loučit z analýz úplně.

cíl
Cílem výzkumu bylo zjistit možnosti odhalení kontaminace 

povrchu zubního kamene za pomoci nedestruktivní skenovací 
elektronové mikroskopie (SEM) a také v kombinaci s energiově 
disperzní rentgenovou spektroskopií (EDX).

materiál
K výzkumu byly použity vzorky lidského zubního kamene 

ze hřbitova na náměstí Svobody ve Znojmě (NSZ) a z  lokali-
ty Majetín.

Kontaminace byla studována pomocí SEM bez EDX na čty-
řech jedincích (NSZ 19, NSZ 107, NSZ 116, NSZ 146). Hřbi-
tov na náměstí Svobody ve Znojmě je datován do 13.-16. stol. 
Záchranný archeologický výzkum vedl Čižmář v letech 2006 
a 2007 pod Ústavem archeologické památkové péče Brno. Jedná 
se o jedince pohřbené u špitálního kostela, kde byla zachovalost 
koster postižena přestavbami kostela, překrýváním hrobů, poz-
dější zástavbou a přesuny do osária (Pechníková, 2008). U všech 
čtyřech vybraných jedinců však jde o primární pohřeb s drob-
nými nálezy, jako je keramika nebo kovové předměty. Antropo-
logické zpracování provedla Pechníková (2008). Určené pohlaví 
a věk jsou uvedeny v tabulce 1. Příklad zubního kamene před 
odběrem je na obrázku 1.

Obrázek 1. Příklad zubního kamene jedince NSZ 146 před od-
běrem. Šipkou je označen kámen dále pozorovaný pomocí SEM.
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Prvkové složení zubního kamene bylo zkoumáno pomocí 
SEM s využitím detektoru EDX na vzorku muže ve věku 30-50 
let (H 801) nalezeného v obci Majetín. Byla u něj způsobem po-
tvrzena hypotéza, že se pravděpodobně jednalo o napoleonské-
ho vojáka (Fialová et al., 2017b; Šín & Vrána, 2014). Podrobnější 
informace o jedinci i odebraném zubním kameni jsou v tabulce 
1. Muž měl specificky opotřebovaný chrup, což bylo způsobe-
no používáním zubů při otevírání sáčků se střelným prachem 
a kulkou (Šín & Vrána, 2014). Zmíněnou metodou byla zjiště-
na přítomnost olova/síry v zubním kameni, což tuto hypotézu 
potvrdilo (Fialová et al., 2017b). Díky speciální úpravě vzorku 
zubního kamene (viz metody) řezem a vyleštěním, bylo možné 
pozorovat kontaminace vzorku prvky pocházejícími z vnějšího 
prostředí. A zároveň tím rozlišit kontaminaci od vlastních za-
komponovaných prvků.

Tabulka 1. Označení, pohlaví a věk studovaných jedinců, umís-
tění a stupeň rozvoje zubního kamene před odběrem.

označení 
jedince pohlaví věk

umístění 
zubního 
kamene

stupeň 
rozvoje

NSZ 19 Muž 25-29 let 36 linguálně 3

NSZ 107 Muž 35-39 let 15 bukálně 3

NSZ 116 Neurčeno 18-19 let 33 mesiálně 1

NSZ 146 Muž 20-25 let 41 labiálně 2

Majetín H 801 Muž 30-50 let 41 labiálně 2

Poznámka. NSZ (náměstí Svobody, Znojmo) (antropologicky Pech-
níková, 2008). Majetín (antropologicky Šín & Vrána, 2014). Značení 
typu zubu podle FDI (Fédération Dentaire Internationale – Světová 
dentální federace). Stupeň rozvoje zubního kamene (Brothwell, 1981) 
1 = mírný, 2 = střední, 3 = značný.

metody
Těsně před odběrem vzorků zubního kamene byl jeho stu-

peň rozvoje zaznamenán podle Brothwellova schématu (1981). 
Nejedná se tedy o původní rozsah postižení zubním kamenem 
při vyzvednutí pozůstatků.

Původní umístění odebraných fragmentů zubního kame-
ne použitého při SEM jsou uvedena v tabulce 1 spolu se stup-
něm rozvoje. Pro zjednodušení jsou slovní popisy převedeny 
na číselnou stupnici – mírný stupeň rozvoje = 1, střední = 2 
a značný = 3.

Byla použita metodika dříve popsaná ve Fialová et al. 
(2017a). Zubní kámen byl fotograficky zdokumentován a poté 
sterilně odebrán v laminárním boxu stomatologickým nástro-
jem (dlátko a škrabadlo) do sterilního uzavíratelného sáčku. 
Mezi odběrem vzorků od různých jedinců byl laminární box 
dekontaminován.

Zobrazování pomocí SEM bylo provedeno v mikroskopu 
Magellan 400L (FEI). Přirozená vodivost vzorků byla dostateč-
ná i k pozorování ve vysokém vakuu, nebylo je tedy nutné ni-
jak povrchově upravovat (naprašovat tenkou vrstvu kovu nebo 
napařovat uhlík). Vzorky byly připevněny pomocí oboustran-
né uhlíkové pásky. Zubní kámen byl pozorován vždy z vnitřní 
strany, tedy té, která před odběrem přiléhala k zubu, kde neby-
la předpokládána kontaminace z vnějšího prostředí. V přípa-
dě jejího zjištění bylo potvrzeno nedokonalé přiléhání kame-
ne k zubu a možnost snížené věrohodnosti dalších výsledků. 
Vzorky byly pozorovány při proudu elektronového svazku 50 
pA a s různým urychlovacím napětím, které je vždy uvedeno 
na snímku. Vzorek z Majetína byl pozorován s urychlovacím 
napětím 30 kV.

Následné měření objektů ze snímků SEM bylo provedeno 
v programu ImageJ (Schneider, Rasband, & Eliceiri, 2012).

Vzorek zubního kamene odebraného od muže z Majetína (H 
801) byl speciálně upraven pro zobrazení plošného rozložení prv-
ků v příčném řezu (Fialová et al., 2017b). Pro tuto analýzu byl 
využitý detektor ED APOLLO X Silicon Drift Detector (EDAX). 
Úprava vzorku spočívala v  jeho zapuštění spolu s  ocelovými 
pružinami do bloku z epoxidové pryskyřice použitím EpoFix kit 
(Struers), kde pro vakuovou impregnaci (proti vzniku porozity) 
bylo použito speciálně vyrobené zařízení. Poté byl tento blok opa-
trně zbroušen a vyleštěn do konečné podoby použitím 1 µm dia-
mantové suspenze přístrojem Struers Tegramin. Řez byl proveden 
tak, aby na snímku bylo možné vidět případné přírůstky kamene 
a zároveň vnější strana (vlevo), která byla v kontaktu s vnějším 
prostředím (půdou). EDX spektrum půdy z okolí hrobu již bylo 
provedeno v předchozí publikaci Fialové et al. (2017b).

výsledky
U všech čtyř jedinců z náměstí Svobody, ze Znojma (NSZ 

19, NSZ 107, NSZ 116, NSZ 146) byla pomocí SEM nalezena 
kontaminace na vnitřní straně zubního kamene (Obrázek 2-6), 
tedy na straně původně přiléhající k zubu. V tabulce 2 je zobra-
zen přehled všech kontaminujících látek u jednotlivých hrobů. 
Na obrázku 2 lze vidět kontaminaci řetízky s kokoidními útva-
ry o velikosti od 0,2 do 0,7 µm a na obrázcích 3, 4 a 5 plísněmi. 
Dále lze na obrázku 6 pozorovat přítomnost recentní (kontami-
nující) bakterie o délce asi 2,3 µm a šířce přibližně 1 µm. Šířka 
hyf plísní (Obrázek 3 a 4) byla velmi variabilní v závislosti na 
pokrývaném povrchu. Spory plísní (Obrázek 5) měly průměr 
od 0,8 do 1,2 µm, tloušťku asi od 0,2 do 0,5 µm. Pro srovnání 
jsou na obrázku 7 otisky bakterií, které byly původní součástí 
zubního kamene, tedy ústního mikrobiomu jedince. Délka vy-
brané z nich je 1,6 µm a šířka 0,3-0,5 µm.

Tabulka 2. Přehled kontaminant na povrchu historického zub-
ního kamene u zkoumaných jedinců z lokality náměstí Svobody, 
Znojmo (NSZ).

označení jedince nsz 19 nsz 107 nsz 116 nsz 146

Řetízky s kokoidní-
mi útvary – – + –

Bakterie + – + +

Hyfy plísní + + + +

Spory plísní + – – +

Poznámka. Nalezená kontaminanta +, nenalezená –.

Obrázek 2. Snímek vzorku NSZ 116. Šipkami je označena kon-
taminace z vnějšího prostředí. V okolí se nachází krystaly, které 
jsou součástí zubního kamene.
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Obrázek 3. Snímek vzorku NSZ 107. Šipkami je označena kon-
taminace (hyfy plísní).

Obrázek 4. Snímek vzorku NSZ 146. Šipkami je označena kon-
taminace (hyfy plísní).

Obrázek 5. Snímek vzorku NSZ 146. Šipkami je označena kon-
taminace (spory plísní).

Obrázek 6. Snímek vzorku NSZ 19. Šipkou je označena konta-
minace, pravděpodobně bakterie.

Obrázek 7. Snímek vzorku NSZ 19. Šipkou je označen příklad 
otisku bakterie, která byla původní v zubním kameni.

U muže z Majetína (H 801) byla zvolena metoda detekce 
prvkové kontaminace pomocí SEM s EDX detektorem. Labio-
linguálním řezem by bylo možné pozorovat přírůstky zubního 
kamene v čase (Obrázek 8a). V našem případě tím bylo možné 
vysledovat i chování jednotlivých prvků pocházejících z půdy 
(půda naléhala původně vlevo). V půdě byly potvrzeny tyto 
prvky (seřazené dle množství od nejvíce zastoupeného): kys-
lík, křemík, uhlík, hliník, sodík, železo, hořčík, draslík, vápník, 
fosfor (Fialová et al., 2017b). Snímky pořízené pomocí EDX 
detektoru (Obrázek 8b a 9a, b) ukazují distribuci jednotlivých 
prvků ve vzorku zubního kamene v řezu. Na obrázku 8b je pa-
trna jasná povrchová kontaminace křemíkem z vnějšího pro-
středí (z půdy), stejně tak hliníkem na obrázku 9a. Na obrázku 
9b je zobrazena distribuce železa, u kterého je zřetelný gradi-
ent prostupu tohoto prvku z vnějšího prostředí (jasná železná 
čára vlevo je ocelová výztuha). U zmíněných prvků pocházejí-
cích z půdy byl gradient znatelný pouze u železa, což je pravdě-
podobně dáno jeho rozpustností. Křemík a hliník byl zřetelný 
pouze na povrchu vzorku bez tendence prostupovat. Proto se 
tyto dva prvky zdají být vhodným ukazatelem případné vnitřní 
kontaminace, která se u našeho vzorku ale nevyskytla.
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Obrázek 8. Snímek vzorku zubního kamene muže z Majetína v řezu z skenovacího elektronového mikroskopu (a) (Fialová et al., 2017b) 
a distribuce křemíku (b) v řezu pomocí EDX detektoru.

  
Obrázek 9. Distribuce hliníku (a) a železa (b) v řezu pomocí EDX detektoru.

Diskuze
Plísně jsou kontaminací, kterou lze očekávat v historických 

vzorcích, a komplikují další analýzy. Kontaminace kokoidními 
útvary na řetízku nalezená u vzorku NSZ 116 (Obrázek 2) je 
shodná s kontaminací popsanou v publikaci autorů Rollo, La 
Marca, & Amici (1987). V daném výzkumu korelovala s pří-
tomností kontaminace DNA hub a bakterií, která poskytovala 
falešně pozitivní výsledek testu přítomnosti aDNA ve vzorku. 
Hyfy plísní mohou podrůstat i neodchlípnutý zubní kámen. Je-
jich přítomnost může pocházet nejen z půdy, ale i z doby skla-
dování po vyzvednutí. Zejména nápadné to je u naleziště ná-
městí Svobody, ve Znojmě, kde byla kontaminace pozorována 
u všech 4 studovaných jedinců. Snímky s hyfami plísní a spora-
mi byly srovnány se snímky v odborných publikacích (Heikkilä, 
Kotimaa, Tuomi, Salmi, & Louhelainen, 1988; Mahmood et al., 
2017; Priyamvada et al., 2017; Xue et al., 2014) a odpovídají svý-
mi rozměry i tvarem. Spory svou velikostí přibližně spadají do 
rozmezí spor Actinomycetes sp. (Heikkilä et al., 1988), a je tedy 
možné, že patří k tomuto či příbuznému druhu.

Mikroskopicky lze kontaminaci poměrně snadno odlišit od 
částeček inkorporovaných do zubního kamene a tudíž původ-
ních. Původní bakterie se do struktury kamene zanořují, jsou 
pokryty krystaly, na lomu u nich lze vidět vnitřní krystalickou 

strukturu a zanechávají v kameni otisky. Příklad otisků původ-
ních bakterií je na obrázku 7. Bakterie z kontaminace je na ob-
rázku 6 a lze na ní vidět výrazně odlišný povrch a zachycení na 
povrchu kamene jen malou ploškou oproti bakteriím původ-
ním, které je možné porovnat s publikací Fialové et al. (2017a). 
Na obrázku 5 je viditelná dutinka v kameni vyplněná sporami 
plísní, které také nejsou součástí kamene.

U pozorovaných vzorků z náměstí Svobody, ze Znojma byly 
nalezeny jasné důkazy přítomnosti kontaminace, a to bakteri-
ální i houbové. Kontaminace se týká všech 4 vzorků z jednoho 
hřbitova, které prošly stejnými podmínkami v půdě i později 
během skladování. Lze tedy říci, že jejím zdrojem je pravděpo-
dobně půda či následující zacházení a skladování až do umístění 
v depozitáři. Další vzorky v daném depozitáři, které pocházejí 
z odlišných pohřebišť, nejsou kontaminovány vůbec nebo jen 
v malém měřítku. Zjištění nepůvodních mikroorganismů na 
straně zubního kamene přiléhající k zubu je výstrahou pro dal-
ší analýzy, zejména ty molekulární, a je nutné s ní počítat při 
návrhu i vyhodnocování následujících experimentů. Takto je 
možné odhalit kontaminaci nedestruktivní metodou a na zá-
kladě výsledků rozhodnout o dalším zpracování.

Další možností, jak identifikovat kontaminaci zubního ka-
mene zevním prostředím, je použití detektoru EDX. U vzorku 
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zubního kamene muže z Majetína se nacházela pouze na po-
vrchu, nikoliv uvnitř ani z vnitřní strany původně přiléhající 
k zubu. Tato možnost zjištění znečištění byla před předkláda-
nou studií využita pouze ve studii Warinner et al. (2014), kde 
byl na povrchu kamene a částečně i uvnitř identifikován křemík. 
Ostatní námi pozorované prvky (hliník a železo) byly v literatu-
ře doposud opomíjené. Před analýzou vlastního vzorku je totiž 
nutné identifikovat prvky pocházející z prostředí, v našem pří-
padě z půdy. Pro tento účel byla analýza pomocí EDX provedena 
i na vzorcích půdy obklopující jedince. Pro základní identifikaci 
kontaminujících prvků lze tedy kromě řezu (destruktivní analý-
zy, která odhalí případné vnitřní znečištění) využít bodové EDX 
analýzy tak, že jsou zjištěny prvky z prostředí (půdy) z vnější 
a vnitřní strany vzorku zubního kamene tak, jak to provedla Fia-
lová (2018) u vzorku z velkomoravské lokality Kopčany. Lze zde 
tedy využít námi zjištěného poznatku ověřeného na popsaném 
vzorku, že hliník a křemík nemají tendenci prostupovat vzor-
kem, na rozdíl od železa. Do budoucna by bylo vhodné tento 
poznatek ověřit na dalších vzorcích.

závěr
V rámci této studie byla dokázána přítomnost kontaminace 

na povrchu zubního kamene pomocí skenovací elektronové mi-
kroskopie (SEM) i její kombinací s energiově disperzní rentge-
novou spektroskopií (EDX). Výrazně kontaminované na vnitřní 
straně byly všechny čtyři zkoumané vzorky ze hřbitova na ná-
městí Svobody ve Znojmě. Byly pozorovány cizorodé bakterie, 
plísně a neznámá kontaminace.

Pomocí EDX analýzy bylo možné pozorovat na řezu vzor-
ku kamene od muže z Majetína pouze povrchové kontaminace 
prvky z půdy, a to konkrétně křemíkem, hliníkem a železem. 
Bylo zjištěno, že křemík a hliník neprostupují vzorkem, na roz-
díl od železa. Tohoto poznatku lze využít při nedestruktivní bo-
dové EDX analýze pro zjištění prvků z prostředí (půdy) tak, že 
jsou z vnější a vnitřní strany vzorku zubního kamene srovnány.

Těmito nedestruktivními metodami tedy lze odhalit možné 
komplikace při následujících molekulárních analýzách a dále 
odpovídajícím způsobem upravit návrh experimentu. Kontami-
nace totiž mohou ohrozit věrohodnost molekulárních analýz, 
což se nyní částečně řeší bioinformatickými nástroji. Vysoký po-
díl DNA bakterií a plísní z půdy ale mění poměry zastoupených 
mikroorganismů při metagenomických analýzách. Dochází tak 
k falešně pozitivním výsledkům i při kvalitativním výzkumu 
zastoupených mikroorganismů. V případě včasného odhale-
ní kontaminace je umožněn výběr vhodných metod zkoumání 
vzorků i nástrojů pro analýzu dat, které pomohou omezit zkres-
lení způsobené kontaminací. Lze se také úplně vyhnout dalším 
nákladným analýzám silně znečištěných vzorků.
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souhrn
K detekci povrchové kontaminace historického zubního ka-

mene byla využita skenovací elektronová mikroskopie (SEM) 
a také její kombinace s detektorem energiově disperzní rent-
genové spektroskopie (EDX). Snímky byly pořízeny ze vzor-
ků od čtyř jedinců ze hřbitova na náměstí Svobody ve Znojmě 
(užitím SEM) a muže z Majetína (užitím SEM-EDX). U všech 
vzorků z náměstí Svobody ze Znojma byla nalezena výraz-
ná kontaminace recentními plísněmi (hyfami i  sporami) 

a bakteriemi, které nejsou původní součástí historického zub-
ního kamene. U muže z Majetína byla stanovena prostupnost 
vybraných prvků z půdy, a  tím byla potvrzena kontaminace 
vnější strany (v kontaktu s půdou) zubního kamene. Vnitřní 
strana nebyla znečištěna.

Použité metody lze aplikovat nedestruktivně a využít tak 
i komparativní mikroskopii na historický zubní kámen. Může 
tak být odhaleno zvýšené množství kontaminace z vnějšího pro-
středí před následujícími analýzami. Další experimenty lze na 
základě tohoto zjištění přizpůsobit či vzorky včas vyloučit z vý-
zkumu ještě před aplikací nákladných destruktivních (přede-
vším molekulárních) analýz.

Klíčová slova: SEM, zubní kámen, dentální antropologie, půda, 
houby, EDX, prvkové složení, kontaminanta
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