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UVOD

Sluznica usne šupljine dobar je medij za rast brojnih 
mikroorganizama. Većina njih su sastavni dio normal-
ne flore, a u nekim slučajevima mogu biti i patogeni. 
Najčešće patogene promjene u usnoj šupljini koje se 
povezuju s virusnim, gljivičnim i bakterijskim infek-
cijama navedene su u tablici 1. Humani papiloma vi-
rusi (HPV) uzrokuju obične bradavice (verruca vul-
garis), papilome (dobroćudna proliferacija stanica 
pločastog epitela) i Heckovu bolest (fokalna epitelijal-
na hiperplazija), a povezani su s leukoplakijom (pro-
mjene mukoznih membrana sa zloćudnim potencija-
lom) (1). Teški oblik infekcije HPV-om su karcinom 
stanica pločastog epitela usne šupljine i orofaringealni 
karcinom, uzrokovani u oba slučaja tzv. visokorizičnim 
(karcinogenim) HPV tip 16, te rekurentna respirator-
na papilomatoza, teška komplikacija infekcijom nisko-
rizičnim HPV tipovima 6 ili 11 (2). Virus herpes sim-
plex (HSV) tipa 1 i 2 uzrokuje tipične erozije epitelnog 
tkiva u usnoj šupljini (gingivostomatitis herpetica) i na 
samoj usnici (herpes labialis) (3). Drugi pripadnici obi-
telji herpes virusa, citomegalovirus (CMV) i Epstein-
Barrov virus (EBV) povezani su s upalom žlijezda sli-
novnica (sialoadenitis) (4). CMV je također povezan sa 

oralnom ulceracijom, dok EBV s infekcioznom mono-
nukleozom (5,6).

U zdravih osoba, kandide, poglavito Candida albicans, 
smatraju se normalnim kvascima u usnoj šupljini. Me-
đutim, C. albicans može djelovati kao oportunistič-
ki patogen, naime, povezana je s upalom sluznice usta 
(stomatitis) (7).

Najčešće bakterije koje koloniziraju usnu šupljinu 
su streptokokne vrste, iako su česte i druge vrste kao 
Veillonella, Geamella, Rothia, Fusobacterium i Neisse-
ria (8). Dugo se sumnjalo da brojne bakterije uzrokuju 
zubni karijes i parodontitis (bolesti desni). Međutim, 
istraživanja genoma bakterija su pokazala da se sku-
pina bakterija koje uzrokuju karijes znatno razliku-
je od mikroorganizama prisutnih u zdravoj usnoj šu-
pljini (9). U slučaju parodontitisa, anaerobna bakterija 
Porphyromonas gingivalis smatra se etiološkim čimbe-
nikom parodontnog gubitka koštane mase (10). Heli-
cobacter pylori, uzročnik mnogih gastrointestinalnih 
poremećaja (11), u oralnoj medicini se također može 
povezati sa sindromom pečenja usta (stomatopiroza) 
(12) kao i infekcija kandidom (13). 
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Mnogi virusi se teško ili nikako ne mogu izolirati u 
kulturi stanica in vitro te je jedini način njihovog doka-
zivanja analiza njihovog genoma (DNA, deoksiribonu-
kleinska kiselina) ili transkripata (mRNA, messenger/
glasnička ribonukleinska kiselina), odnosno komple-
mentarne DNA (cDNA, complementary DNA). Tako 
npr. dokazivanje prisutnosti HPV-a jedino je moguća 
molekularnim metodama, dok se HSV vrlo lako može 
izolirati u in vitro kulturi stanica i potom tipizirati 
imunokolorimetrijskim metodama. Unatoč tome, sve 
više mikrobioloških laboratorija koriste molekularne 
metode za dokazivanje HSV-a, EBV-a, CMV-a i osta-
lih virusa, i to zbog brzine, osjetljivosti i specifičnosti 
testova. Molekularne metode su se također pokazale 
vrlo korisnima u dokazivanju gljiva i bakterija. Stoga je 
cilj ovog rada dati sažeti pregled molekularnih metoda 
koje se koriste za dokazivanje mikroorganizama koji 
koloniziraju usnu šupljinu, ali i druga sijela. 

uvjete pohranjivanja biološkog uzorka, međutim bolje 
se izolira ako je sačuvana u vodenoj otopini (fiziološ-
ka, Tris-EDTA-pufer) nego dehidrirana. Za razliku od 
DNA, jednolančane molekule RNA su podložne brzoj 
enzimatskoj (ribonukleaze) razgradnji i stoga se od-
mah nakon uzimanja biološki materijal mora pohra-
niti u odgovarajući pufer kako bi se sačuvao integritet 
RNA (14). 

Izolacija nukleinskih kiselina

Inaktivirani biološki materijal na visokoj temperaturi 
(95° C) može poslužiti kao kalup za analizu DNA. Me-
đutim, takav materijal sadrži bjelančevine i tvari (inhi-
bitori) koje mogu smanjiti ili potpuno spriječiti enzim-
ske reakcije koje se široko primjenjuju u molekularnoj 
biologiji, kao npr. umnažanje DNA pomoću DNA-po-
limeraze. Stoga je korisno pročistiti DNA jednom od 
mogućih metoda izolacije DNA, od kojih su mnoge i 
komercijalno dostupne. Čistoj DNA se može odredi-
ti koncentracija spektrofotometrijom te koristiti u po-
znatoj količini (14). 

Hibridizacija	

Pojam hibridizacija (hybridisation) znači sparivanje 
homolognog slijeda nukleinske kiseline, DNA ili RNA 
sa DNA ili RNA. Da bi nastale hibridne molekule po-
trebno je razdvojiti (denaturirati) dvolančanu moleku-
lu DNA (kalup) u dvije jednolančane molekule u viso-
ko alkalnoj otopini ili na visokoj temperaturi (95° C), 
a potom smanjiti pH otopine ili temperaturu kako bi 
se probe mogle vezati za komplementarnu sekvencu. S 
obzirom da se adenozin (A) veže s timinom (T) ili ura-
cilom (U; u RNA) s dvije vodikove veze, a guanin (G) 
sa citozinom (C) s tri vodikove veze, uvjeti hibridizaci-
je ovise o udjelu [G + C]; što je on veći to uvjeti razdva-
janja i sparivanja moraju biti strožiji (14). 

Prvobitna metoda hibridizacije (tablica 1) koja se naj-
češće koristila u molekularnoj biologiji je tzv. Southern 
blot hibridizacija koja je dobila ime po svom izumi-
telju, britanskom biologu Edwinu Southeru (15). Me-
toda se zasniva na specifičnom fragmentiranju DNA 
restrikcijskim enzimom (restriction endonuclease), raz-
dvajanju fragmenata DNA elektroforezom, prijenosu 
na solidnu membranu, fiksiranju DNA na membranu 
(nitroceluloza na 80° C, a najlon izlaganjem ultralju-
bičastom zračenju), hibridizaciji s poznatom sondom/
probom DNA obilježenom radioizotopom, fluores-
centnom bojom ili kromogenom, te konačno detek-
cija hibrida autoradiografijom ili kemoluminiscen-
cijom. Metode sličnog principa su analogijom dobile 
ime, Northen blot i Western blot u kojima kao obilježe-
na proba služe RNA ili protein. 

Tablica 1.
Promjene usne šupljine i mogući uzročnici

Klinička dijagnoza Suspektni patogeni 
Verruca vulgaris
Papilom
Heckova bolest
Leukoplakija

HPV

Gingivostomatitis herpetica
Herpes labialis

HSV

Sialoadenitis
Infekciozna mononukleoza

EBV

Sialoadenitis
Oralna ulceracija

CMV

Stomatitis kandida
Stomatopiroza Helicobacter pylori
Paradontitis Porphyromonas gingivalis

HPV: humani papiloma virus; HSV: herpes simplex virus; 
EBV: Epstein-Barrov virus; CMV: citomegalovirus

OSNOVE METODA MOLEKULARNE 
DIJAGNOSTIKE

Uzorkovanje

Za detekciju gljiva, bakterija i većinu virusa koji se 
prvo uzgajaju u in vitro uvjetima, dovoljno je uzeti 
obrisak na predilekcijskom mjestu usne šupljine, a po-
tom iz dobivene kulture izolirati nukleinsku kiselinu, 
DNA ili RNA. Međutim, za viruse koji se teško uzga-
jaju i ne nalaze se u vanstaničnom prostoru, kao što je 
to slučaj kod HPV-a, potrebno je uzeti obrisak, strugo-
tinu ili mikrobiopsiju koji sadrži dovoljan broj epitel-
nih stanica sluznice usne šupljine za istodobnu izolaci-
ju stanične i virusne nukleinske kiseline. Dvolančana 
molekula DNA je vrlo stabilna i ne zahtijeva specijalne 



M. Grce
Molekularna dijagnostika oralnih infekcija

Acta Med Croatica 67 (2013) 425-432 

427

Princip tekućinske hibridizacije je stvaranje hibrida u 
otopini, vezivanje hibrida za solidnu podlogu (mikro-
titarska ploča) te detekcija hibrida imunokolorimetrij-
skom metodom. Komercijalni test Hybrid Capture® 2 
(HC2; Qiagen Gaithersburg, Inc, MD, USA [prethod-
no Digene Corp]) zasniva se na tekućinskoj hibridiza-
ciji probe RNA sa ciljnom DNA te se široko koristi u 
kliničkim laboratorijima za detekciju CMV-a i visoko-
rizičnih HPV-a (tablica 2). 

Analogno imunohistokemiji koja omogućava lokaliza-
ciju proteina u tkivu (in situ), koju je izumio Joseph G. 
Gall (16), hibridizacija in situ omogućava lokalizaciju 
ribonukleinske kiseline unutar tkiva ili slobodnih sta-
nica (npr. citološki obrisak). Fluorescentna hibridizaci-
ja in situ s DNA-probom, primjerice, koristi se za odre-
đivanje strukture kromosoma. Hibridizacija in situ s 
RNA-probom često se koristi za određivanje i lokali-
zaciju RNA (mRNA, glasničke RNA, transkript), kao 
npr. u dijagnostici HPV-a i CMV-a, odnosno mjerenju 
virusnih transkripata (tablica 2). 

Umnažanje DNA

Umnažanje ili amplifikacija DNA moguća je lančanom 
reakcijom polimeraze (PCR, polymerase chain reacti-
on) kojom se umnaža dio DNA iz jedne ili malog broja 
kopija na tisuću i nekoliko milijuna kopija (17). Prin-
cip PCR je jednostavan: u prvom koraku se DNA raz-
gradi na visokoj temperaturi (94-96° C), zatim hibri-

dizira s početnim oligonukleotidima (početnice) na 
nižoj temperaturi (55-65° C), a potom se dvolančana 
DNA sintetizira (elongacija početnica na 72° C) pomo-
ću Taq DNA-polimeraze (izolirana iz bakterije Ther-
mus aquaticus) i to tijekom 20-40 ciklusa. Za metodu 
PCR Kary Banks Mullis je dobio Nobelovu nagradu za 
biokemiju 1993. godine. Danas je PCR prvi korak u ve-
ćini metoda molekularne biologije koje omogućavaju 
široku primjenu u raznim genetskim istraživanjima. 
Najčešće metode detekcije oralnih infekcija u kojima 
se primjenjuje PCR navedene su u tablici 2. 

Da bi se povećala specifičnost PCR-a i smanjila koli-
čina nespecifičnih produkata PCR-a često se koristi 
ugniježđen (nested) PCR; produkt prve reakcije PCR-a 
koristi se kao kalup za drugu PCR-reakciju koja je di-
zajnirana da generira manji produkt PCR-a od prvog 
što zahtijeva detaljnije poznavanje ciljne sekvence koja 
se želi umnožiti. 

Kako bi se umnožio genom RNA-virusa ili transkrip-
ti DNA-virusa potrebno je prepisati RNA u cDNA, 
reverznom transkriptazom (RT) te potom umnožiti 
cDNA (RT-PCR). Nedostatak široke kliničke primje-
ne RT-PCR-a je stabilnost RNA koja je lako razgradi-
va. Treba imati u vidu adekvatno prikupljanje i obradu 
uzorka; treba ga što prije pohraniti u otopinu koja čuva 
integritet molekule RNA, što prije dostaviti u laborato-
rij, izolirati RNA i prepisati ga u cDNA. Primjerice, u 
slučaju RT-PCR-a na HPV, RNA izolirana iz uzoraka 
prikupljenih u mediju za tekućinsku citologiju (LBC, 

Tablica 2.
Glavne molekularne tehnike i metode korištene za ispitivanje raznih mikroorganizama.

Molekularne tehnike Metode Primjer mikroorganizma

Hibridizacija nukleinske kiseline 
sa specifičnim probama 

hibridizacija na solidnoj podlozi 
tekućinska hibridizacija
in situ hibridizacija

HPV, CMV

Umnažanje ciljne molekule 
nukleinske kiseline

umnažanje DNA (PCR) većina virusa, bakterija i gljiva
reverzna transkripcija te umnažanje cDNA (RT-PCR) RNA virusi ili mRNA DNA virusa
ugniježđen (nested) PCR herpes virusi
višestruki (multiplex) PCR herpes virusi, HPV
PCR u stvarnom vremenu (real-time PCR) većina virusa

petljom posredovano izotermsko umnažanje (LAMP) CMV, HSV, HPV

helikazom ovisno umnažanje (HDA) HSV 1 i 2

Umnažanje specifične probe 
ligazom posredovano umnažanje
klivazom posredovano umnažanje
izotermsko umnažanje kružne probe

HPV, HSV

Mikrotehnologija
mikročip sa DNA probama HPV
višestruki test posredovan mikrokuglicama HPV, HSV, CMV

Određivanje slijeda nukleotida razne metode sekvencioniranja produkata PCR većina virusa, bakterija i gljiva

HC, hybrid capture, vezivanje hibrida; PCR: polymerase chain reaction, lančana reakcija polimerazom; cDNA: complementary DNA, DNA 
komplementarni molekuli RNA; LAMP: loop-mediated isothermal amplification; HDA: helicase-dependent amplification; HPV: humani papiloma 
virus; CMV: citomegalovirus; HSV: Herpes simplex virus. 
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liquid base cytology) je bila dobro očuvana i nakon ne-
koliko tjedana (18). Prednost RT-PCR-a je detekcija 
transkripata onkogena E6 i E7 HPV-a (19) koji ukazu-
ju na aktivnost virusa u smislu njegove karcinogeneze 
u stanici domaćina, dok PCR na virusnu DNA može 
ukazivati jednako na latentnu (netransformirajuću) 
kao i aktivnu infekciju; naime, transkripcija onkogena 
je znatno povećavana u cervikalnim lezijama visokog 
stupnja (20).

Višestruki (multiplex) PCR sastoji se od više setova po-
četnica koje omogućavaju istodobno umnažanje većeg 
broja različitih produkata PCR u jednoj reakciji. Jed-
nim testom se može dobiti više rezultata i time se štedi 
na vremenu i sredstvima za izradu testa. Preduvjet je 
da temperatura mekšanja DNA mora biti slična za sve 
setove početnica. Poželjno je da su produkti PCR-a ra-
zličite veličine tako da ih se lako može razdvojiti elek-
troforezom u gelu agaroze (sl. 1). Višestruki PCR se ko-
risti za detekciju i identifikaciju raznih skupina virusa 
kao što su HPV-i (21) i herpesvirusi (22,23). Komerci-
jalna metoda višestrukog PCR-a SeptiFast test (Roche 
Molecular Systems, Mannheim, Germany) omogućava 
identifikaciju 20 patogenih prokariota (8 gram-nega-
tivnih bakterija, 6 gram-pozitivnih bakterija i 6 vrsta 
gljiva) (24). 

PCR u stvarnom vremenu (real-time PCR) je ujedno i 
kvantitativni PCR (qPCR, quantitative PCR) u uspo-
redbi s običnim PCR-om koji je kvalitativan i iz kojega 
se teško može precizno odrediti količina proizvedenog 
produkta PCR-a. PCR u stvarnom vremenu se obično 
koristi kako bi se utvrdilo je li određena DNA ili cDNA 
prisutna u uzorku i u kojem broju kopija (sl. 2). PCR u 
stvarnom vremenu je vrlo precizan s obzirom da meto-
da koristiti fluorescentne boje ili fluorofor kojeg sadrži 
proba DNA (TaqMan, FRET) (25,26).

Umnažanje specifične probe, a ne ciljne DNA, ligazom 
posredovanog PCR-a pokazalo se vrlo korisnim pri-
stupom kod djelomično poznatog slijeda nukleotida 
ciljne DNA te se koristi za otkrivanje genotipova HPV-
a i HSV-a (27). 

Druge metode umnažanja DNA su se razvile u svrhu 
što jednostavnije detekcije i tipizacije pojedinih viru-
sa kao petljom posredovano izotermsko umnažanje 
(LAMP, loop-mediated isothermal amplification) i he-
likazom ovisno umnažanje (HDA, helicase-dependent 
amplification). Prednost tih metoda je da ne zahtijeva-
ju aparat za umnažanje DNA već se odvijaju na jednoj 
temperaturi u vodenoj kupelji ili termobloku. LAMP se 
uspješno koristi za otkrivanje HSV-a, CMV-a i HPV-a 
(28–30), dok HDA za otkrivanje HSV-a (31).

Iako je skupa, sve češće se koristi mikrotehnologija kao 
npr. mikročip s probama DNA za otkrivanje brojnih 
genotipova HPV-a u jednom testu (HPVDNA Chip®, 
Biomedlab Co., Seoul, Korea) (32), te test posredovan 
mikrokuglicama (Luminex® technology) za višestruku 
detekciju HPV-a, HSV-a i CMV-a (33). 

Sl. 1. Primjer elektroforeze produkta PCR u 2%-om gelu aga-
roze; DNA dobivena PCR-om je vizualizirana bojenjem etidi-
um bromidom pri 254 nm te korištenjem sustav ImageMaster 
VDS (Pharmacia Amersham Biotech) i UVItec Cambridge 
(program Alliance 4,7); jažica 1-5: produkt PCR umnoženog 
b-globina (268 pb – viša trakica) i HPV-a zajedničkim počet-
nicama GP5+/6+ (produkt 150 pb – niža trakica); jažica 1: 
pozitivna kontrola – DNA izolirana iz stanica HeLa koje sa-
drže HPV tip 18; jažica 2-4: DNA izolirana iz obrisaka usne 
šupljine – uzorak u jažici 4 je HPV pozitivan; jažica 5: nega-
tivna kontrola.
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Amplification: umnažanje; RFU: relative fluorescence unit, relativna jedinica 
fluorescencije; Cycles: ciklusi; prva krivulja ukazuje na uzorak s najvećom početnom 
koncentracijom, dok zadnja na uzorak s najmanjom početnom koncentracijom. 

 
Sl. 2. Primjer obrasca PCR-a u stvarnom vremenu. 

 
 

Sl. 2. Primjer obrasca PCR-a u stvarnom vremenu.
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Određivanje slijeda nukleotida

Metoda određivanje slijeda nukleotida ili sekvencio-
niranje (34), za koju su Frederick Sanger i Walter Gil-
bert dobili Nobelovu nagradu za kemiju 1980. godine, 
omogućila je očitavanje cjelokupnog ljudskog genoma. 
Metoda se uglavnom koristi u istraživačkim laborato-
rijima, međutim sve češće i u kliničkim laboratorijima. 
Sekvencioniranje (sl. 3) daje točan profil slijeda nukle-
otida određenog produkta PCR-a i nakon usporedbe 
s referentnim sekvencama (www.ncbi.nlm.nih.gov/re-
fseq/ i druge baze podataka) omogućava spoznaju o 
vrsti, tipu ili varijanti određenog mikroorganizma. U 
bakteriologiji sekvencioniranje djelomičnog ili cjelo-
kupnog genoma se često koristi za određivanje rezi-
stencije na antibiotike (35). 

Metoda koja se bazira na analizi krivulja mekšanja vi-
soke razlučivosti (HRM, high resolution melting) omo-
gućava detekciju razlike u jednom nukleotidu te se 
često koristi za razlučivanje različitih sekvenci od refe-
rentnih (sl. 4) (36). Metoda se može koristiti kao brza 
metoda probira (screening) prije selektivnog sekven-
cioniranja samo onih krivulja HRM koje se razlikuju. 
Najveća prednost je ta što metoda HRM omogućava 
uštedu vremena i novca. 

ZAMKE UMNAŽANJA DNA

Metode molekularne biologije nude mnoge prednosti, 
veću osjetljivost i specifičnost testa, ali kriju i mnoge 
zamke koje mogu dovesti do lažno pozitivnih ili lažno 
negativnih rezultata (37). 

Odabir početnica i proba

Prvi korak upotrebe metode PCR je dobar odabir po-
četnih oligonukleotida koji se vežu za ciljnu DNA te 
služe kao kalup Taq DNA-polimerazi; početnice su 
najčešće dužine 20 parova baza s ne više od 50 % udje-
la [G + C] kako bi temperatura sparivanja početnice na 
ciljnu DNA bila od 55 do 65° C. Potom se PCR mora 
optimizirati mijenjanjem jednog po jednog parametra 
(koncentracija početnica, magnezija i drugih kompo-
nenti reakcije) (38).

Za brzu detekciju obitelji mikroorganizma često se ko-
riste početnice odabrane u sačuvanoj regiji genoma. 
Primjerice, za identifikaciju prokariota koriste se po-
četnice odabrane u vrlo konzerviranoj ribozomalnoj 
DNA (regija između 16S i 23S bakterijskog rDNA te 
18S i 5.8S rDNA gljiva) (39). Slično, za detekciju obite-
lji virusa, npr. HPV-a, koriste se zajedničke početnice 
komplementarne regiji L1 koja kodira za kapsidni pro-
tein virusa (40). Za detekciju spolnih HPV-tipova naj-
češće se koriste tzv. početnice MY09/11 (41) i GP5+/
GP6+ (42); ove posljednje se mogu koristiti u izravnom 
ili ugniježđenom PCR-u nakon umnažanja s prethod-
nim početnicama. Za detekciju još šireg spektra HPV-
tipova, kožnih (b-HPV) i genitalnih (a-HPV) koriste 
se početnice FAP59 i FAP64 koje su također komple-
mentarne regiji L1 HPV-a (43). Za određivanje pojedi-
nog tipa HPV-a najjednostavnije je odabrati početnice 
u varijabilnim regijama genoma HPV-a, kao npr. E6 i 
E7, te ih koristiti u pojedinačnom ili višestrukom PCR-
u (21). Mnoge metode genotipizacije HPV-a zasnivaju 
se na analizi produkta PCR-a dobivenog zajedničkim 
početnicama koji se može pocijepati restrikcijskim en-
zimima, dobiveni fragmenti razdvojiti elektroforezom 
te prema dobivenom profilu fragmenata DNA odredi-
ti tip HPV-a (40); metoda nije idealna i vremenski je 
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HRM: high resolution melting, krivulja mekšanja visoke razlučivosti; -dF/dT: promjena 
fluorescencije u vremenu; Temperature: temperatura; dvije krivulje odstupaju od referentnog 
soja HPV 16  one se odnose na jednu od mogućih varijanti u regiji E6.  
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zahtjevna. Alternativna metoda je metoda hibridizacije 
produkta PCR sa HPV-tip-specifičnim probama veza-
nim na najlon membranu gdje se hibrid detektira ko-
lorimetrijski; komercijalne metode na tom principu su 
INNO-LiPA HPV Genotyping Assay (Innogenetics Gro-
up, Gent, Belgium) i Roche LBA (Molecular Systems, 
Pleasanton, CA, USA), obje dizajnirane za identifika-
ciju visokorizičnih i niskorizičnih tipova HPV-a. Me-
đutim, ti komercijalni testovi genotipizacije HPV-a su 
korisni za epidemiološke studije, ali ne i za klinička is-
pitivanja zbog svojih prednosti i mana (44). Jedini kli-
nički validirani testovi za primarni cervikalni probir 
HPV-om su HC2, GP5+/6+ PCR, Cobas® 4800 PCR 
(Roche Molecular Systems Inc., Alameda, CA, USA) i 
Abbott Real Time PCR (Abbott Molecular, Des Plaines, 
IL, USA) (45). 

Provjera uspješnosti reakcije 

Da bi reakcija PCR bila uspješna, treba voditi računa 
o kontroli kvalitete izrade reakcije PCR. Za svaku seri-
ju reakcija treba uzeti u obzir nekoliko parametara: 1) 
negativna (smjesa bez DNA te smjesa sa neutralnom 
DNA) i pozitivna kontrola (pročišćena DNA mikroor-
ganizma ili poznate ciljne DNA koja se želi umnožiti; 
2) interna (geni prisutni u svim uzorcima kao npr. al-
bumin, β-globin, α- i β-aktin, α- i β-tubulin, 18S i 28S 
rRNA) ili egzogena kontrola (dodana u uzorak prije 
ekstrakcije DNA ili u smjesu PCR-reakcije prije umna-
žanja); te 3) čista (primjerice, stolica i sputum sadrže 
više inhibitora od seruma ili plazme, a izolirana DNA 
najmanje) i optimalna količina DNA koja se umnaža 
(uvijek je bolje u reakcijsku smjesu staviti manje nego 
više ciljne DNA) (38). 

Kontaminacije

U molekularnom laboratoriju se treba ponašati kao u 
visoko zaraznom okruženju i voditi računa o dobroj 
laboratorijskoj praksi kako bi se izbjegle kontaminaci-
je s jednog biološkog uzorka na drugi, pogotovo ako se 
radi o dijagnostici virusa. Najbolje je postupke izolaci-
je DNA, pripreme smjese PCR-a, reakciju PCR i ana-
lizu produkata PCR-a raditi u posebnim prostorijama 
ili radnim prostorima. Osim toga, svaki postupak treba 
raditi s posebnim mikropipetama i novim rukavicama 
uz čišćenje mikropipeta nakon svakog pipetiranja no-
vog uzorka biološkog materijala ili DNA. Stoga je za 
uspješnost PCR-a i sestrinskih metoda iznimno važno 
voditi računa o edukaciji djelatnika koji rade moleku-
larne metode te redovnom održavanju laboratorijskih 
instrumenata (38). 

ZAKLJUČAK

Testovi molekularne biologije, hibridizacija, konven-
cionalni PCR-u i PCR u stvarnom vremenu, osjetljivi 
su, objektivni, lako izvodljivi i manje su zahtjevni od 
klasičnih mikrobioloških metoda, u smislu edukacije 
i osiguranja kvalitete i stoga sve češće nadopunjuju ili 
zamjenjuju klasične testove u kliničkim laboratorijima. 
Kako mnogi virusi, gljive i bakterijske vrste nastanju-
ju usnu šupljinu, PCR u kombinaciji sa sekvencionira-
njem DNA omogućit će njihovu bolju dijagnostiku i 
epidemiološku sliku. Sljedeći logičan korak bit će ana-
liza transkripata kako bi se razumjele veze između za-
raza i promjena usne šupljine. U tome će zasigurno po-
moći nova generacija sekvencioniranja (46,47). 
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S U M M A R Y

MOLECULAR DIAGNOSIS OF ORAL INFECTIONS

M. GRCE

Rudjer Bošković Institute, Department of Molecular Medicine, Zagreb, Croatia

Many viruses, fungi and bacteria inhabit the mouth. Most of these microorganisms can be easily cultured and identified by clas-
sical microbiological tests, but some of them, such as human papilloma virus, can only be identified by the methods of molecular 
biology. Some microorganisms are present in a very small amount and cannot be detected by classical tests; therefore, in this 
case, molecular diagnosis is also a logical alternative. Molecular biology assays are sensitive, objective, easy to perform and less 
demanding than conventional microbiological methods in terms of training and quality assurance. This paper describes the mo-
lecular methods that are commonly used for the detection of microorganisms that colonize the oral cavity.
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