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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 namésti Svobody, Znojmo (SEM imaging)
and from Majetin 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 namésti Svobody, Znojmo. In the sample from
Majetin 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

Uvod

Lidsky zubni kdmen vznika kalcifikaci zubniho plaku, po-
kud neni odstranén. Vzhledem k hygienickym navykim se
tedy do soucasnosti pro studium historickych populaci za-
choval zubni kdmen hojné napfi¢ ¢asem i prostorem. Zejmé-
na v poslednich letech se stal centrem pozornosti nékolika vy-
zkumi a pfinesl nové moznosti studia minulosti. V jeho struk-
tufe se mohou zachytit ¢astice rizného ptivodu (nositelovy,
prijaté s potravou, vdechnuté ¢i jinak vpravené do tstni duti-
ny) a diky kalcifikaci jsou dale uchovéany. Identifikovany byly
napiiklad ¢4sti rostlinnych vldken, fytolity, $krobova zrna, pyl
¢i zviteci srst (napt. Boyadjian, Eggers, & Reinhard, 2007; Buc-
kley, Usai, Jakob, Radini, & Hardy, 2014; Hardy et al., 2012;
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Hardy et al., 2009; Henry, Brooks, & Piperno, 2011; Power, Sa-
lazar-Garcia, Wittig, & Henry, 2014). DuleZitou komponen-
tou jsou kalcifikované bakterie spolu s jejich DNA, kterd byla
v historickém zubnim kameni objevena transmisni elektrono-
vou mikroskopii (TEM) u 4-5 tisic let starého vzorku teprve
v roce 2011 (Preus, Marvik, Selvig, & Bennike). Lze studovat
i prvkové slozeni kamene, a to i v souvislosti se zptisobem Zi-
vota (Fialova et al., 2017b; Radini et al., 2019).

Pfed pouzitim destruktivnich metod, jako jsou ty moleku-
larni, je vhodné o materidlu zjistit maximum nedestruktivné,
tedy napriklad skenovaci elektronovou mikroskopii (Fialova,
Drozdova, Skoupy, Mikulik, & Klima, 2017a), a to s vyuzitim
riznych detektort (Fialova et al., 2017b). Lze tak napfiklad
odhalit vy$$i mnozstvi kontaminace, které by mohlo ohrozit
vérohodnost molekuldrnich analyz. U podobnych vyzkumi
se problém v nynéjsi dobé dari ¢aste¢né resit bioinformatic-
kymi nastroji. Témi lze ¢ast mikroorganismd, které nejsou ve
vzorku puvodni, odfiltrovat in silico analyzou (napf. porovnd-
nim s databdzemi). Naslednymi analyzami se vSak nelze zbavit
veskeré kontaminace, je tfeba ji fesit jesté pred experimentem.
Vcasné odhalenti silné znecisténych vzorki tedy mize omezit
zkresleni zplisobené kontaminaci, ptipadné tyto vzorky vy-
loucit z analyz uplné.

Cil

Cilem vyzkumu bylo zjistit moznosti odhaleni kontaminace
povrchu zubniho kamene za pomoci nedestruktivni skenovaci
elektronové mikroskopie (SEM) a také v kombinaci s energiové
disperzni rentgenovou spektroskopii (EDX).

Material

K vyzkumu byly pouzity vzorky lidského zubniho kamene
ze hibitova na nameésti Svobody ve Znojmé (NSZ) a z lokali-
ty Majetin.

Kontaminace byla studovana pomoci SEM bez EDX na ¢ty-
fech jedincich (NSZ 19, NSZ 107, NSZ 116, NSZ 146). Hrbi-
tov na namésti Svobody ve Znojmé je datovan do 13.-16. stol.
Zéchranny archeologicky vyzkum vedl Cizmét v letech 2006
22007 pod Ustavem archeologické pamatkové péce Brno. Jednd
se o jedince pohibené u $pitdlniho kostela, kde byla zachovalost
koster postizena prestavbami kostela, prekryvanim hrobt, poz-
¢tyrech vybranych jedinct v8ak jde o primdrni pohteb s drob-
nymi nalezy, jako je keramika nebo kovové predméty. Antropo-
logické zpracovani provedla Pechnikovd (2008). Uréené pohlavi
a vék jsou uvedeny v tabulce 1. Pfiklad zubniho kamene pred
odbérem je na obrazku 1.

Obrdzek 1. Piiklad zubniho kamene jedince NSZ 146 pred od-
bérem. Sipkou je oznacen kdmen déle pozorovany pomoci SEM.
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Prvkové slozeni zubniho kamene bylo zkouméano pomoci
SEM s vyuzitim detektoru EDX na vzorku muze ve véku 30-50
let (H 801) nalezeného v obci Majetin. Byla u néj zptisobem po-
tvrzena hypotéza, ze se pravdépodobné jednalo o napoleonské-
ho vojéka (Fialovd et al., 2017b; Sin & Vréana, 2014). Podrobnéjsi
informace o jedinci i odebraném zubnim kameni jsou v tabulce
1. Muz mél specificky opotiebovany chrup, coz bylo zptsobe-
no pouzivanim zubt pti otevirdni sackd se stfelnym prachem
a kulkou (Sin & Vréna, 2014). Zminénou metodou byla zjisté-
na pritomnost olova/siry v zubnim kameni, coz tuto hypotézu
potvrdilo (Fialovd et al., 2017b). Diky specialni Gpravé vzorku
zubnfho kamene (viz metody) fezem a vyle$ténim, bylo mozné
pozorovat kontaminace vzorku prvky pochdzejicimi z vnéjsiho
prostredi. A zdroven tim rozlisit kontaminaci od vlastnich za-
komponovanych prvki.

Tabulka 1. Oznaceni, pohlavi a vék studovanych jedincii, umis-
téni a stuper rozvoje zubniho kamene pred odbérem.

Umisténi

;:E?:f:“i Pohlevi  Vek  zubniho f;;‘g:;
NSZ 19 Muz 25-291et 36 lingudlné 3
NSZ 107 Muz 35-391et 15 bukélné 3
NSZ 116 Neurc¢eno 18-19let 33 mesialné 1
NSZ 146 Muz 20-25let 41 labidlné 2
Majetin H 801 Muz 30-50let 41 labidlné 2

Pozndmka. NSZ (ndmésti Svobody, Znojmo) (antropologicky Pech-
nikovd, 2008). Majetin (antropologicky Sin & Vrdna, 2014). Znaceni
typu zubu podle FDI (Fédération Dentaire Internationale - Svétovd
dentdlni federace). Stupert rozvoje zubniho kamene (Brothwell, 1981)
1 = mirny, 2 = stfedni, 3 = znacny.

Metody

Tésné pred odbérem vzorka zubniho kamene byl jeho stu-
pen rozvoje zaznamendan podle Brothwellova schématu (1981).
Nejednd se tedy o puvodni rozsah postizeni zubnim kamenem
pti vyzvednuti pozistatkl.

Puvodni umisténi odebranych fragmentt zubniho kame-
ne pouzitého pri SEM jsou uvedena v tabulce 1 spolu se stup-
ném rozvoje. Pro zjednoduseni jsou slovni popisy prevedeny
na ¢iselnou stupnici — mirny stupei rozvoje = 1, stfedni = 2
aznacny = 3.

Byla pouZita metodika dfive popsand ve Fialova et al.
(2017a). Zubni kdmen byl fotograficky zdokumentovan a poté
sterilné odebrdn v laminarnim boxu stomatologickym néstro-
jem (dlatko a $krabadlo) do sterilniho uzaviratelného sacku.
Mezi odbérem vzorki od ruznych jedinct byl lamindrni box
dekontaminovan.

Zobrazovani pomoci SEM bylo provedeno v mikroskopu
Magellan 400L (FEI). Pfirozend vodivost vzorkt byla dostate¢-
na i k pozorovani ve vysokém vakuu, nebylo je tedy nutné ni-
jak povrchové upravovat (naprasovat tenkou vrstvu kovu nebo
naparovat uhlik). Vzorky byly pfipevnény pomoci oboustran-
né uhlikové pasky. Zubni kimen byl pozorovan vzdy z vnitini
strany, tedy té, kterd pred odbérem priléhala k zubu, kde neby-
la pfedpokladdna kontaminace z vnéjsiho prostiedi. V pripa-
dé jejiho zjisténi bylo potvrzeno nedokonalé priléhani kame-
ne k zubu a moznost snizené vérohodnosti dalsich vysledk.
Vzorky byly pozorovény pti proudu elektronového svazku 50
pA a s riznym urychlovacim napétim, které je vidy uvedeno
na snimku. Vzorek z Majetina byl pozorovan s urychlovacim
napétim 30 kV.

Nésledné méreni objektt ze snimkt SEM bylo provedeno
v programu Image] (Schneider, Rasband, & Eliceiri, 2012).

Piwvodni prdce

Vzorek zubniho kamene odebraného od muze z Majetina (H
801) byl specidlné upraven pro zobrazeni plo§ného rozlozeni prv-
ki v pti¢ném fezu (Fialova et al., 2017b). Pro tuto analyzu byl
vyuzity detektor ED APOLLO X Silicon Drift Detector (EDAX).
Uprava vzorku spoéivala v jeho zapusténi spolu s ocelovymi
pruzinami do bloku z epoxidové pryskytice pouzitim EpoFix kit
(Struers), kde pro vakuovou impregnaci (proti vzniku porozity)
bylo pouzito specialné vyrobené zatizeni. Poté byl tento blok opa-
trné zbrousen a vylestén do kone¢né podoby pouzitim 1 um dia-
mantové suspenze pristrojem Struers Tegramin. Rez byl proveden
tak, aby na snimku bylo mozné vidét pfipadné prirtistky kamene
a zaroven vnéjsi strana (vlevo), kterd byla v kontaktu s vnéjsim
prosttedim (ptidou). EDX spektrum pidy z okoli hrobu jiz bylo
provedeno v predchozi publikaci Fialové et al. (2017b).

Vysledky

U vsech ¢tyt jedinch z ndmésti Svobody, ze Znojma (NSZ
19, NSZ 107, NSZ 116, NSZ 146) byla pomoci SEM nalezena
kontaminace na vnitini strané zubniho kamene (Obrazek 2-6),
tedy na strané pavodné ptiléhajici k zubu. V tabulce 2 je zobra-
zen prehled vSech kontaminujicich litek u jednotlivych hrobi.
Na obrazku 2 lze vidét kontaminaci fetizky s kokoidnimi ttva-
ry o velikosti od 0,2 do 0,7 um a na obrazcich 3, 4 a 5 plisnémi.
Déle Ize na obrazku 6 pozorovat pfitomnost recentni (kontami-
nujici) bakterie o délce asi 2,3 um a $ifce ptiblizné 1 um. Sitka
hyf plisni (Obrazek 3 a 4) byla velmi variabilni v zavislosti na
pokryvaném povrchu. Spory plisni (Obrazek 5) mély primér
od 0,8 do 1,2 um, tloustku asi od 0,2 do 0,5 pm. Pro srovnani
jsou na obrazku 7 otisky bakterii, které byly ptvodni soucasti
zubnfho kamene, tedy tstniho mikrobiomu jedince. Délka vy-
brané z nich je 1,6 um a $irka 0,3-0,5 um.

Tabulka 2. Ptehled kontaminant na povrchu historického zub-
niho kamene u zkoumanych jedincii z lokality ndmésti Svobody,
Znojmo (NSZ).

Oznaceni jedince =~ NSZ19 NSZ107 NSZ116 NSZ 146
Re.ti(zky s kokoidni- B _ N B

mi utvary

Bakterie + - + +
Hyfy plisni + + + +
Spory plisni + - - +

Pozndmka. Nalezend kontaminanta +, nenalezend —.

Obrdzek 2. Snimek vzorku NSZ 116. Sipkami je oznacena kon-
taminace z vnéjsiho prostiedi. V okoli se nachdzi krystaly, které
jsou soucdsti zubniho kamene.

13



Ceskd antropologie 68/1-2, Olomouc, 2018

Pivodni prdce

Obrdzek 3. Snimek vzorku NSZ 107. Sipkami je oznaéena kon-
taminace (hyfy plisni).

Obrdzek 4. Snimek vzorku NSZ 146. Sipkami je oznacena kon-
taminace (hyfy plisni).

Obrdzek 5. Snimek vzorku NSZ 146. Sipkami je oznacena kon-
taminace (spory plisni).

Obrdzek 6. Snimek vzorku NSZ 19. Sipkou je oznacena konta-
minace, pravdépodobné bakterie.

Obrdzek 7. Snimek vzorku NSZ 19. Sipkou je oznacen ptiklad
otisku bakterie, kterd byla piivodni v zubnim kameni.

U muze z Majetina (H 801) byla zvolena metoda detekce
prvkové kontaminace pomoci SEM s EDX detektorem. Labio-
lingualnim fezem by bylo mozné pozorovat ptirastky zubniho
kamene v ¢ase (Obrazek 8a). V nasem ptipadé tim bylo mozné
vysledovat i chovani jednotlivych prvki pochazejicich z pudy
(ptda naléhala ptivodné vlevo). V pudé byly potvrzeny tyto
prvky (sefazené dle mnozstvi od nejvice zastoupeného): kys-
lik, ktemik, uhlik, hlinik, sodik, Zelezo, hof¢ik, draslik, vapnik,
fosfor (Fialova et al., 2017b). Snimky pofizené pomoci EDX
detektoru (Obrazek 8b a 9a, b) ukazuji distribuci jednotlivych
prvku ve vzorku zubniho kamene v fezu. Na obrazku 8b je pa-
trna jasnd povrchova kontaminace kfemikem z vnéjsiho pro-
stfedi (z pady), stejné tak hlinikem na obrazku 9a. Na obrazku
9b je zobrazena distribuce Zeleza, u kterého je zfetelny gradi-
ent prostupu tohoto prvku z vnéjsiho prostredi (jasnd zelezna
¢ara vlevo je ocelova vyztuha). U zminénych prvki pochazeji-
cich z pidy byl gradient znatelny pouze u Zeleza, coz je pravdé-
podobné dano jeho rozpustnosti. Kfemik a hlinik byl zfetelny
pouze na povrchu vzorku bez tendence prostupovat. Proto se
tyto dva prvky zdaji byt vhodnym ukazatelem ptipadné vnitfni
kontaminace, kterd se u naseho vzorku ale nevyskytla.
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Obrdzek 8. Snimek vzorku zubniho kamene muze z Majetina v fezu z skenovaciho elektronového mikroskopu (a) (Fialovd et al., 2017b)

a distribuce kiemiku (b) v fezu pomoci EDX detektoru.

Obrdzek 9. Distribuce hliniku (a) a Zeleza (b) v fezu pomoci EDX detektoru.

Diskuze

Plisné jsou kontaminaci, kterou lze o¢ekavat v historickych
vzorcich, a komplikuji dal$i analyzy. Kontaminace kokoidnimi
utvary na fetizku nalezend u vzorku NSZ 116 (Obrazek 2) je
shodnd s kontaminaci popsanou v publikaci autort Rollo, La
Marca, & Amici (1987). V daném vyzkumu korelovala s pri-
tomnosti kontaminace DNA hub a bakterii, ktera poskytovala
falesné pozitivni vysledek testu pritomnosti aDNA ve vzorku.
Hyfy plisni mohou podriistat i neodchlipnuty zubni kamen. Je-
jich pritomnost miize pochdzet nejen z pudy, ale i z doby skla-
dovani po vyzvednuti. Zejména népadné to je u nalezi$té na-
mésti Svobody, ve Znojmé, kde byla kontaminace pozorovédna
u vSech 4 studovanych jedincti. Snimky s hyfami plisni a spora-
mi byly srovnany se snimky v odbornych publikacich (Heikkil,
Kotimaa, Tuomi, Salmi, & Louhelainen, 1988; Mahmood et al.,
2017; Priyamvada et al., 2017; Xue et al., 2014) a odpovidaji svy-
mi rozméry i tvarem. Spory svou velikosti pfiblizné spadaji do
rozmezi spor Actinomycetes sp. (Heikkil4 et al., 1988), a je tedy
mozné, ze patfi k tomuto ¢i ptibuznému druhu.

Mikroskopicky Ize kontaminaci pomérné snadno odlisit od
castecek inkorporovanych do zubniho kamene a tudiz ptvod-
nich. Pavodni bakterie se do struktury kamene zanofuji, jsou
pokryty krystaly, na lomu u nich lze vidét vnitini krystalickou

strukturu a zanechévaji v kameni otisky. P¥iklad otiska ptvod-
nich bakterii je na obrazku 7. Bakterie z kontaminace je na ob-
razku 6 a lze na ni vidét vyrazné odlisny povrch a zachyceni na
povrchu kamene jen malou ploskou oproti bakteriim ptvod-
nim, které je mozné porovnat s publikaci Fialové et al. (2017a).
Na obrazku 5 je viditelnd dutinka v kameni vyplnéna sporami
plisni, které také nejsou soucasti kamene.

U pozorovanych vzorki z namésti Svobody, ze Znojma byly
nalezeny jasné diikazy pritomnosti kontaminace, a to bakteri-
alni i houbové. Kontaminace se tykd vsech 4 vzorki z jednoho
hrbitova, které prosly stejnymi podminkami v ptidé i pozdéji
béhem skladovani. Lze tedy Fici, Ze jejim zdrojem je pravdépo-
dobné ptida ¢i nasledujici zachazeni a skladovani az do umisténi
v depozitdti. Dalsi vzorky v daném depozitafi, které pochdzeji
z odli$nych pohfebist, nejsou kontaminovany viibec nebo jen
v malém meéfitku. Zjisténi neptiivodnich mikroorganismu na
strané zubniho kamene ptiléhajici k zubu je vystrahou pro dal-
§i analyzy, zejména ty molekuldrni, a je nutné s ni pocitat pfi
navrhu i vyhodnocovani nasledujicich experimenti. Takto je
mozné odhalit kontaminaci nedestruktivni metodou a na za-
kladé vysledkd rozhodnout o dal$im zpracovani.

Dal$i moznosti, jak identifikovat kontaminaci zubniho ka-
mene zevnim prostfedim, je pouziti detektoru EDX. U vzorku
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zubniho kamene muze z Majetina se nachazela pouze na po-
vrchu, nikoliv uvnitf ani z vnitfni strany ptvodné piiléhajici
k zubu. Tato mozZnost zjisténi znecisténi byla pred predklada-
nou studii vyuzita pouze ve studii Warinner et al. (2014), kde
byl na povrchu kamene a ¢aste¢né i uvnitt identifikovan kremik.
Ostatni nami pozorované prvky (hlinik a Zelezo) byly v literatu-
fe doposud opomijené. Pfed analyzou vlastniho vzorku je totiz
nutné identifikovat prvky pochdzejici z prostfedi, v naSem pti-
padé z pudy. Pro tento ucel byla analyza pomoci EDX provedena
i na vzorcich ptidy obklopujici jedince. Pro zdkladni identifikaci
kontaminujicich prvki Ize tedy kromé fezu (destruktivni analy-
zy, kterd odhali pfipadné vnitini znecisténi) vyuzit bodové EDX
analyzy tak, Ze jsou zji$tény prvky z prostiedi (pdy) z vnéjsi
a vnitfni strany vzorku zubniho kamene tak, jak to provedla Fia-
lova (2018) u vzorku z velkomoravské lokality Kopcany. Lze zde
tedy vyuzit ndmi zjisténého poznatku ovéreného na popsaném
vzorku, Ze hlinik a kfemik nemaji tendenci prostupovat vzor-
kem, na rozdil od Zeleza. Do budoucna by bylo vhodné tento
poznatek ovéfit na dal$ich vzorcich.

Zavér

V rdmci této studie byla dokdzana pritomnost kontaminace
na povrchu zubniho kamene pomoci skenovaci elektronové mi-
kroskopie (SEM) i jeji kombinaci s energiové disperzni rentge-
novou spektroskopii (EDX). Vyrazné kontaminované na vnitfni
strané byly vSechny ¢tyfi zkoumané vzorky ze hibitova na na-
mésti Svobody ve Znojmé. Byly pozorovany cizorodé bakterie,
plisné a nezndmd kontaminace.

Pomoci EDX analyzy bylo moZné pozorovat na fezu vzor-
ku kamene od muze z Majetina pouze povrchové kontaminace
prvky z pudy, a to konkrétné kfemikem, hlinikem a zelezem.
Bylo zji$téno, Ze kiemik a hlinik neprostupuji vzorkem, na roz-
dil od zeleza. Tohoto poznatku lze vyuzit pti nedestruktivni bo-
dové EDX analyze pro zjiténi prvka z prostiedi (pudy) tak, Ze
jsou z vnéj$i a vnitfni strany vzorku zubniho kamene srovnany.

Témito nedestruktivnimi metodami tedy Ize odhalit mozné
komplikace pti nasledujicich molekuldrnich analyzach a dale
odpovidajicim zptisobem upravit ndvrh experimentu. Kontami-
nace totiz mohou ohrozit vérohodnost molekularnich analyz,
coz se nyni ¢aste¢né resi bioinformatickymi nastroji. Vysoky po-
dil DNA bakterii a plisni z pudy ale méni poméry zastoupenych
mikroorganismu pti metagenomickych analyzach. Dochazi tak
k fale$né pozitivnim vysledkum i pfi kvalitativnim vyzkumu
zastoupenych mikroorganismu. V pripadé v¢asného odhale-
ni kontaminace je umoznén vybér vhodnych metod zkoumani
vzorki i nastroju pro analyzu dat, které pomohou omezit zkres-
leni zptisobené kontaminaci. Lze se také tplné vyhnout dalsim
nakladnym analyzdm silné znecisténych vzorki.
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Souhrn

K detekci povrchové kontaminace historického zubniho ka-
mene byla vyuzita skenovaci elektronova mikroskopie (SEM)
a také jeji kombinace s detektorem energiové disperzni rent-
genové spektroskopie (EDX). Snimky byly pofizeny ze vzor-
ku od ¢tyt jedinct ze hibitova na namésti Svobody ve Znojmé
(uzitim SEM) a muze z Majetina (uzitim SEM-EDX). U vsech
vzorkll z ndmésti Svobody ze Znojma byla nalezena vyraz-
nd kontaminace recentnimi plisnémi (hyfami i sporami)

Pivodni prdce

a bakteriemi, které nejsou pivodni souéasti historického zub-
niho kamene. U muZe z Majetina byla stanovena prostupnost
vybranych prvka z pidy, a tim byla potvrzena kontaminace
vnéjsi strany (v kontaktu s ptidou) zubniho kamene. Vnitini
strana nebyla zneci$téna.

Pouzité metody lze aplikovat nedestruktivné a vyuzit tak
i komparativni mikroskopii na historicky zubni kdmen. Miize
tak byt odhaleno zvy$ené mnozstvi kontaminace z vnéjsiho pro-
sttedi pfed nasledujicimi analyzami. Dal$i experimenty lze na
zakladé tohoto zjisténi pfizpusobit ¢i vzorky véas vyloudit z vy-
zkumu jesté pred aplikaci ndkladnych destruktivnich (prede-
v$im molekuldrnich) analyz.

Kli¢ovd slova: SEM, zubni kdmen, dentdlni antropologie, piida,
houby, EDX, prvkové sloZeni, kontaminanta
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