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Sazetak

Cilj ovog rada je ispitati postotak mikrobnih morfotipova u uzorcima
subgingivnog plaka u bolesnika sa Secéernom bolesti i to metodom mikro-
skopa s tamnim poljem. U tu svrhu ispitana su 31 bolesnika sa Seéernom
bolesti Tipa I ili Tipa IlI, a komparativna skupina sastojala se od 22 sis-
temski zdrava ispitanika s parodontnom bolesti. Ispitanici u obje grupe su
imali duboke parodontne dzepove na mjestima uzimanja uzoraka (X = 6.0 vs
6.3), a slicne klinicke vrijednosti imali su i za upalu gingive (GI) i ipak in-
deks (Pl). Vecéi postotak dzepova sa supuracijom imali su bolesnici sa Se-
¢ernom bolesti.

Dobiveni nalazi ukazuju da je prosjecni postotak spiroheta veoma sli¢an
u obje grupe ispitanika (48,3 vs 48,1) kao i postotak Stapi¢a (30.2 vs 29.8).
Prosje¢an postotak pokretnih Stapi¢a bio je veéi u ispitanika sa Seéernom
bolesti (9.6 vs 5.5, P < 0.001), ali je postotak koka bio znacajno veci u sis-
temski zdravih ispitanika (7.6 vs 4.0, P < 0.001). Unato¢ odredenim ograni-
Genijma koje pruza tehnika mikroskopa s tamnim poljem moze se zaklju-
giti da u subgingivnoj flori bolesnika sa Secernom bolesti postoje pato-
geniji mikrobni morfotipovi nego u sistemski zdravoj skupini.

Kljuéne rijeci: eéerna bolest, bakterijski morfotipovi

uvob

Za razvoj mikrobioloske flore neophodan je odredeni mikro-ekomi-
lje (1). Milje parodontnog dZepa veoma je specifiCan i ovisi o stupnju
oralne higijene, sastavu gingivne tekuéine, moguénosti oksigenacije, du-
bini parodontnih dZepova i dr. Ovaj eko sistem moZe se mijenjati djelo-
vanjem nekih sistemskih stanja i bolesti. Tako se u Sec¢ernoj bolesti po-
vecava koli¢ina glukoze u gingivnoj tekuéini, a njezina razina ovisi o
razini glukoze u krvi (2). Mikroangiopatije u gingivnhom tkivu (3, 4) sma-
njena oksigenacija (5) te poremecena funkcija leukocita u bolesnika sa
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Secéernom bolesti takoder mogu utjecati na sastav mikrobioloske flore u
parodontnim dzepovima (6, 7).

Tehnika mikroskopa s tamnim poljem temelji se na ispitivanju mi-
kroorganizama iz uzoraka bakterijskog plaka na osnovi njihove morfolo-
gije i pokretljivosti. Primjenom ove tehnike moguce je identificirati poje-
dine forme mikroorganizama kao sto su: spirohete, koki, ravni i zavinuti
Stapici, filamenti, mobilne forme te odrediti njihov medusobni odnos izra-
Zen u postocima od njihova ukupnog broja.

Colyer je 1916 godine (cit. Gold) (8) prvi primijenio ovu tehniku u
istrazivanjima bakterijskog plaka i opisao izgled mikroorganizama uzetih
paradontnog dzepa. Glavni nalaz bile su spirohete, bacili i koki. U novije
vrijeme Listgarten i Hellden (9) ponovno su aktualizirali mogucénost pri-
mjene ove tehnike u istrazivanjima parodontnih bolesti. Rezultati njihova
istrazivanja ukazuju da u klinicki zdravim mjestima u bakterijskom plaku
predominiraju kokoidne forme, dok u mjestima s izrazenom upalom gin-
give ili s dubljim parodontnim dZepovima predominiraju $tapici, spirohete
i pokretne forme mikroorganizama. Njihove nalaze potvrdili su kasnije, uz
neke razlike, i mnogi drugi autori (10, 11,12, 13, 14,15,16,17,). Zappa i
sur. (18) istrazivali su odnos izmedu subgingivne flore i patohistologkog
nalaza u eksperimentalnom parodontitisu. Njihovi nalazi ukazuju da u
subgingivnom plaku prije indukcije parodontitisa dominiraju koki, ali su
prisutne fuziformne forme i razni $tapi¢i. U fazi razvoja parodontitisa
raste postotak spiroheta, pokretnih formi i filamenata. Histometrijska
analiza ukazuje na gubitak vezivnog privrstka i resorpciju alveolne kosti.
Nadena je i pozitivha korelacija izmedu destrukcije parodonta i totalnog
broja subgingivnih spiroheta.

Do sada postoji vrlo malo studija o mikrobiologiji subgingivnog plaka
u bolesnika sa Seéernom bolesti. Stoga je i svrha ovog rada istraziti da
li uz veoma sliéne klinicke uvjete, postoji razlika u postotku odredenih
mikrobnih morfotipova u subgingivnom plaku bolesnika sa $eéernom bo-
lesti i sistemski zdravih ispitanika.

ISPITANICI | METODE

Ispitana su 31 bolesnika sa Seéernom bolesti i 22 sistemski zdrava
ispitanika s izrazenom destrukcijom parodonta. Prosjeéna dob bolesnika
sa Seernom bolesti iznosila je 42 godine, a prosjecno trajanje Secerne
bolesti 11 godina. Prosjecan dob ispitanika komparativhe skupine iznosila
je 46 godina.

Klinicko ispitivanje parodonta

Dubina parodontnih dZzepova odredivana je na 3est mjesta oko sva-
kog zuba s parodontnom sondom promjera 0.5 mm. U toku mjerenja pa-
rodontnih dZepova registrirano je i krvarenje iz istih. Stupanj upale gin-
give i plaka odreden je prema metocdi Loe i Sillnesa (19). Supuracija iz
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dzepova odredivana je pritiskom postraniénog dijela parodontne sonde ili
pritiskom prsta na pri¢vr§éenu gingivu. Vrijednost supuracije izrazena
je kao postotak gnojnih dZepova. Za sva klinicka mjerenja izraCunate su
srednje vrijednosti za svakog ispitanika te posebno srednje vrijednosti za
mjesta gdje su uzimani uzorci.

Uzimanje i pripremanje uzoraka za mikrobiolosku analizu

Nakon klinickih mjerenja paZzljivo je odstranjen supragingivni plak i
sa sterilnom kiretom ili strugadem je iz najapikalnijeg dijela parodontnog
dZzepa uzet uzorak bakterijskog plaka. Ako u jednom poku$aju nije uzeto
dosta materijala postupak se ponavljao. Pripremanje uzoraka za analizu
kao i klasifikacija bakterijskih morfotipova (koki, spirohete, pokretni i
nepokretni Stapici i ostali) obavljao sam prema metodi Listgartena i Hell-
dena (9).

REZULTATI

Klinicko stanje parodonta

Prosjec¢na dubina parodontnih dZzepova iznosila je 4.3 mm u obje sku-
pine ispitanika. Prosje¢na dubina parodontnih dZepova gdje su uzimani
uzorci subgingivnog plaka za mikrobiologku analizu iznosila je 6.3 mm u
sistemski zdravih ispitanika i 6.0 mm x u bolesnika sa Se¢ernom boles-
ti. (Tablica 1).

Tablica 1. Prosjecne vrijednosti klinickih parametara u mjestima ispitivanih uzoraka
subgingivnog plaka

Dubina

~dZepova _ £l _ . SnL,/Jp (Ifr

X 4 Buw X 4 SD X -+ 8D 40 /0
Sistemski
zdravi ispitanici 6.3 + 0.8 1.7 4 06 16 4 0.6 35.2 100.0
Bolesnici
sa Seéernom
bolesti 6.0 + 0.7 2.1 + 0.7 1.8 &+ 0.7 43.8 100.0

Supuracija je registrirana u prosje¢no 30.8 posto parodontnih dZepova
u bolesnika sa eéernom bolesti i u 20.3 posto dzepova u ispitanika kom-
parativnhe skupine. (Slika 1) U mjestima uzimanja uzoraka plaka supura-
cija je registrirana u 43.8 posto dzepova u dijabetiCara i u 35.2 posto
dZepova sistemski zdravih ispitanika. Krvarenje nakon sondiranja je re-
gistrirano u 98 posto dZepova u dijabeti¢ara i u 90.8 posto dzepova kom-
parativne skupine. Na mjestima uzimanja uzoraka bakterijskog plaka kr-
varenje je registrirano u 100 posto slucajeva.

Prosjean Gl iznosio je 2.0 za dijabetiCare i 1.6 za ispitanike kompa-
rativne skupine. (Slika 2). U mjestima uzimanja plaka prosje¢ni Gl iznosio
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je 2.1 za dijabeticare i 1.7 za drugu grupu. (Tablica 1). Nalazi plaka bili su
takoder komparabilni (SI. 1).

o
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Slika 1. ProsjeGan

D
postotak
dzepova sa supuracijom i krvare-
njem na sniranje. Vertikalne linije
oznacuju standardne devijacije do-
bivenih poadtaka. (D) ispitanici sa

P

parodontnih

Slika 2.

Gl

Pl

Prosje¢an indeks upale gingive
(GD) i plak indeks (P1) za obje gru-
pe ispitanika. Vertikalne linije oz-
nacuju standardne vrijednosti do-
bivenih podataka. (D) ispitanici sa

Secernom bolesti (P) sistemski 8eéernom bolesti (P) sistemski
zdravi ispitanici s parodontnom bo- zdravi ispitanici s parodontnom
lesti bolesti
Tablica 2. Postotak mikrobnih morfotipova u ispitanim uzorcima
Mikrobni morfotipovi
o Spirohete Stapici Ostali
= o P 0/ Koki e g/tall
c < _ o 0/ Nepokretni  Pokretni < [0
—_ 2 X4+ 8D _ i g X --8D
©'a 99 X + Sb _ e %
&2 a5 X +8D X 4 sD
Sistemski
zdravi
ispitanici 22 176 481 -+125 76-+42 298+ 10,3 55432 88127
Dijabeti- ] s4s ]
Cari 31 196 4834122 40414 302+ 95 96436 77427

e
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* znacajnost razlike na razini p < 0,001
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Proporcija mikrobnih morfotipova

Spiroheta je bilo 48.3 posto od ukupnog broja izbrojenih morfo-
tipova u uzrocima bakterijskog plaka bolesnika s Sec¢ernom bolesti odnos-
no 48.1 posto u komparativnoj skupini. (Tablica 2).

Koka je nadeno 4.0 posto u plaku dijabeti¢ara i 7.6 posto u uzorci-
ma plaka komparativne skupine, $to je statisticki znacajna razlika (P <
0.001). Nepokretni Stapic¢i su nadeni u pribliZno istom postotku
u uzorcima plaka obje grupe ispitanika (29.8 vs. 30.2 posto. Medutim pos-
totak pokretnih $tapiéa je bio znaCajno veci u uzorcima subgingivnog pla-
ka bolesnika s Seéernom bolesti (9.6 vs. 5.5, P < 0.001). (Tablica 2.

Iz dobivenih rezultata je takoder uocljivo da nema razlike u nadenom
postotku neklasificiranih morfotipova izmedu dvije ispitivane grupe.

DISKUSIJA

Mikrobioloska istrazivanja subgingivhog plaka tehnikom mikroskopa
s tamnim poljem zadnjih godina imaju Siroku primjenu u parodontoloskim
istrazivanjima. Prednosti ove tehnike oéituju se u brzoj identifikaciji mi-
kroorganizama, relativno je jeftina, zahtijeva malo opreme a pomocu nje
se mozZe izraCunati totalni broj mikroorganizama kao i njihova medusobna
proporcija (20).

Nedostaci ove tehnike su nemoguénost identifikacije pojedinih vrsta
mikroorganizama, a uzorak koji se uzima ne moze se sacuvati za ponovni
pregled (21). Takoder postoje dosta velike razlike u nalazu pojedinih au-
tora 8to ukazuje na Cesto prisutnu subjektivnost pojedinih istrazivaca (20).
Ipak tehnika je relativho visoko reproducibilna (22), a prema nalazima
Wilsona i sur. (21) postoji vrlo dobra reproducibilnost podataka dobivenih
s ovom tehnikom i tehnikom bojenja po Gramu i Rhodensovom metodom
za flagele.

Unato¢ svih nedostataka, tehnika mikroskopa s tamnim poljem pruza
mogucnost istrazivanja trenda pojedinih morfotipova mikroorganizama u
odnosu na razli¢ita klinicka stanja parodontnih tkiva. Poznato je da u ba-
kterijskom plaku klini¢ki zdrave gingive prevaliraju koki, prisutno je vrlo
malo spiroheta ili pokretnih Stapi¢a )9, 23, 12). Poveéanjem upale gingive,
a posebno produbljivanjem parodontnih dZepova, drasti¢no poraste posto-
tak spiroheta i pokretnih Stapi¢a, a smanjuje se postotak kokoidnih for-
mi. Medutim iako postoji jaka korelacija izmedu porasta ovih mikrobnih
morfotipova i dubine parodontnih dZepova, nije mogucée sa sigurno3céu
utvrditi da [i su oni uzro¢nici takvog stanja, da li su indikatori bolesti ili
se jednostavno naseljuju u ova podrucja nakon destrukcije tkiva (20). Po-
sebna paZnja u ovim istraZzivanjima posvecena je spirohetama, koje je
zbog njihove osjetljivosti na kisik i posebnih nutricijskih zahtjeva veoma
tesko uzgojiti na kulturama. Spirohete su Gram-negativni obligatni anaero-
bi koje je zbog njihove specificne grade i kretanja mogué¢e veoma lagano

Acta stom. croat., Vol. 21, Br. 4, 1987. 281



M. Bagi¢ Bakterijski morfotipovi u parodontnim dzepovima bolesnika

identificirati ovom tehnikom. Loesch i Laugham (24) ukazuju na njihovu
vaznost u etiologiji parodontnih bolesti i isticu da njihov patoloski poten-
cijal moze biti u vezi njihovih metabolickih produkata kao &to su indol,
amonijak i hidrogen sulfid ili zbog njihove enzimske aktivnosti.

U ovom istraZivanju uziman je uzorak nakierijskog plaka iz dubokih
parodontnih dZepova (= 6 mm). Rezultati ukazuju na visoki postotak spi-
roheta u ispitivanim uzorcima subgingivnog plaka u obje grupe ispitanika
8to je u skladu s nalazima drugih autora (9,23, 11,16, 17). U obje grupe
ispitanika postojali su vrlo sliéni uvjeti tj. slicna prosje¢na dubina paro-
dontnih dzepova, upala gingive i plak indeks, a procentualni sastav mikro-
bioloske flore u obje grupe ispitanika je vrlo slican. Kako je iz epidemiolo8-
kih studija poznato, bolesnici sa Seéernom bolesti imaju znatno jaci in-
tenzitet parodontne bolesti, to je mogucée za pretpostaviti da ili su u pa-
togenetskim mehanizmima vazniji poremecéaji obrane organizma ili da kva-
litativne promjene u mikrobioloskoj flori nisu uotljive s ovom tehnikom.

Poznato je da je parodontna bolest ciklicke prirode tj. kratkim perio-
dima progresije slijede kraéi ili duzi periodi mirovanja (25). Vjerojatno i
sastav mikrobiolodke flore ovisi i o periodu aktivnosti parodontne lezije
Sto takoder moze imati utjecaja na dobivene rezultate. Podatak da boles-
nici sa Seéernom bolesti imaju veéi postotak parodontnih dZepova sa
supuracijom i da se nalazi veéi postotak pokretnih 3tapi¢a, a manje koka,
ipak ukazuje na destruktivniju aktivnost parodontne bolesti u dijabetiCara
nego u komparativnoj skupini (26).

Ispitivanja subgingivne bakterijske flore metodom kultivacije i imu-
nofluorescencije, pokazala su da je sastav bakterijske flore specifican tj.
predominira Bacteroides gingivalis (27), odnosno Wolinella recta, Bacte-
roides intermedius i Bacteroides gingivalis (1). To ukazuje da za sada, teh-
nika mikroskopa s tamnim poljem ima ograni¢enu vrijednost u ispitivanju
mikrobioloske flore takvih bolesnika. Vrijednost ove tehnike u daljnjim
istraZivanjima ovisit ¢e vjerojatno o saznanjima u kojoj mjeri su parodont-
ne bolesti uzrokovane pojedinim specificnim tipovima subgingivne mikro-
bioloske flore ili u kojem su odnosu s pojedinim formama prisutnih mikro-
organizama u bakterijskom plaku (21). Nova usavrSavanja ove tehnike koja
omogucuju brojenje pojedinih formi mikroorganizama i promatranje po-
jedinih morfotipova na njihov ukupan broj, zatim grupiranje pojedinih mor-
fotipova vjerojatno ¢e doprinijeti Siroj primjeni ove tehnike u istraZiva-
njima subgingivne mikrobioloske flore. (28)

BACTERIAL MORPHOTYPES IN PERIODONTAL POCKETS OF DIABETIC
PATIENTS

Summary

The aim of this study was to assess the percentage of microbial mor-
photypes in samples of subgingival plaque taken from diabetic patients,
using a darkfield microscope technique. The group consisted of 31 patiens
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suffering from type | or type Il diabetes, and a comparative group compri-
sed of 22 systemically normal subjects with a periodontal disease. The sub-
jects of both groups had deep periodontal pockets at the sites of sampling
(X = 6.0 vs. 6.3) and they were also found to have similar clinical values
for both gingivitis (GI) and plaque index (Pl). The percentag of pockets with
suppuration was higher in patients with diabetes mellitus.

The findings obtained indicated the mean percentage of spirochaetes to
be very similar in the two groups examined (48.3 vs. 48.1), and so was
the percentage of rods (30.2 vs. 29. 8). The mean percentage of motile
rods was higher in diabetic patients (9.6 vs. 5.5; P < 0.001), but the per-
centage of cocci was significantly higher in systemically healthy subjects
(7.6 vs. 4.0; P < 0.001). In spite of limitations posed by a technige of dark-
field microscope, a conclusion is suggested that in the subingival flora of
patients suffering from diabetes mellitus some more pathogenic microbial
morphotypes are present as compared to the control group of subjects.

Key words: diabetes mellitus, periodontal disease, bacterial morphotypes.
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