Dijagnosti¢ki postupci u procjeni
mikrobne flore parodontitisa

Sazetak

lako oralnu floru cini vise od 300 bakterijskih vrsta, smatra se da
samo nekoliko vrsta, pojedinacnih ili u kombinaciji, inicira progresiju
parodontitisa. Parodontnim patogenima smatraju se: Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Bacteroides forsythus,
Treponema denticola i drugi.Vec su vise od 20 godina tehnike kulture
primarne metode za identifikaciju i proucavanje patogena. Tehnike
kulture omogucuju da se otkrije najsiri spektar bakterija iz subgingivne
flore, odrede bakterijske vrste i antibakterijska osjetljivost. Selektivne
kulture ukljucuju upotrebu medija ogranicenih za odredene mikroor-
ganizme, a neselektivni mediji osiguravaju maksimalni rast najizra-
Zenijih mikroorganizama flore. S obzirom na tehnicke poteskoce, kul-
tiviranje mikroorganizmima moze biti nepovoljno i vremenski i finan-
cijski. Zato su imunotestovi, enzimski i DNA testovi razvijeni kao brze
i financijski povoljne alternative tehnikama kulture.

Molekularne dijagnosticke tehnike, DNA sonde i lancana reakcija
polimeraze, PCR, osobito su korisne za otkrivanje bakterija i virusa koji
se ne mogu uzgojiti in vitro ili su neosjetljivi na danasnje tehnike kul-
tiviranja. Senzitivnost i specificnost tih testova pokazala se je opti-
malnom s obzirom na postojanje brojnih bakterija u uzorcima plaka.

Kljucne rijeci: parodontitis, mikrobna flora, mikrobioloski testovi.
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Uvod povecanoj uspjesnosti terapije. Oni se temelje na
otkrivanju bakterija plaka, bilo pronalaZzenjem upal-

U parodontnoj su dijagnostici primjenom suv-
remenih mikrobioloskih metoda vidljivi znatni po-
maci. Tako dijagnosti¢ki testovi imaju sve vece
znac¢enje u pravodobnoj klini¢koj dijagnostici, u
odredivanju optimalnih terapijskih postupaka i u

nih medijatora, raspalih produkata tkiva ili otkri-
vanjem bakterijskih antigena.

Prema Socranskom (1) potrebno je postojanje
Cetiriju ¢imbenika za nastanak i razvitak parodon-
tnog procesa: sklonost domacina zbog oslabljela
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obrambenog mehanizma, povoljno lokalno okruZje,
povecani broj patogenih bakterija i reducirani broj
nepatogenih ¢imbenika koji inhibiraju proces.

Danas postoji misljenje da se pri parodontnoj
bolesti u prvome redu radi o polibakterijskoj mani-
festaciji povezanoj s dijelovanjem odredenih bakte-
rijskih patogena (1, 2).

Unatoc postojanja velikoga broja mikrorganizama
identificiranih iz parodontnog dZepa, parodont pato-
genim smatraju se: Actinobacillus actinomycetemco-
mitans, Porphyromonas gingivalis, Bacteroides for-
sythus, Prevotella intermedia, Eicenella corrodens,
Fusobacterium nucleatum i Treponema denticola.

Prema najnovijim spoznajama Pagea (3) uloga
bakterija je odlu¢ujuca, no ¢imbenici domacina od-
reduju nazoc¢nost, progresiju te ishod bolesti.

Tako su epidemioloska i klini¢ka ispitivanja pa-
rodontitisa navela klinicare i istraZzivace da paro-
dontitis povezuju s obiljeZjima osoba rizi¢nih za
parodontnu bolest. Naime, bolest se manifestira
fazama aktivnosti i remisije tako da vecina oboljelih
¢esto nema aktivnu fazu bolesti (mozZe biti po-
vremena i neredovita). No, u malom postotku pa-
rodontitisa progresija bolesti je Cesta i rapidna te
nepovoljno reagira na terapijske zahvate. Kako ne
moZemo predvidjeti aktivne od inaktivnih faza bo-
lesti, namece se i pitanje razlikovanja osoba s vi-
sokim rizikom na parodontnu bolest od osoba s nis-
kim rizikom na tu parodontnu bolest.

Po najnovijim smjernicama u parodontologiji,
prema Pageu (4), nastoji se razjasniti povezanost
oralnoga zdravlja i sustavskih bolesti. Stovise, pro-
gresija bolesti parodonta nastaje u¢inkom mehani-
zama koji mogu imati uzrok u ¢vrstoj vezi oralnih
i sustavskih bolesti. To moZe ukljuditi: aktivaciju
odgovora domacina, prijelaz upalnih medijatora u
cirkulaciju te porast gram - negativnih bakterija i
njihovih sastavnica u subgingivnom biofilmu.

Mikrobna kolonizacija, proliferacija i plak for-
macija na povrsini zuba koji je pokriven razli¢itim
vrstama tkiva parodonta navode na razmisljanje je
li parodontitis jedinstveni entitet. Tako Lindhe (5)
smatra da je parodontitis zbog svojeg anatomskog
obiljeZja jedinstven entitet bolesti. U novije vrijeme
govori se o sudjelovanju herpes virusa u etiologiji i
patogenezi nekih agresivnih oblika parodontitisa,
nazvanih herpes virusu pridruzena parodontna bo-

lest. Epstein Barr virus tip 1 (EBV-1) napada pa-
rodontne B-limfocite i ljudski citomegalovirus
(HCMV), parodontne monocite/makrofage i T-lim-
focite. U parodontnim lezijama koje su pridruZene
herpes virusnoj infekciji ¢esto se nalazi poviSena
razina parodont patogenih bakterija (6).

Patogenetski gledano, parodontni patoloski pro-
ces moze biti posljedica ili primarno virusne in-
fekcije i replikacije ili virusom posredovanog os-
tecenja obrane domacina.

Testovi za procjenu parodontnih patogena

Suvremene spoznaje o etiopatogenezi (7) paro-
dontnih bolesti pomazu da se bolje razumijevaju
nastanak i tijek parodontnih bolesti, otkrivaju aktivne
faze bolesti i prepoznavanju aktualni ¢cimbenici koji
mogu uzrokovati osteéenje mehanizama obrane do-
macina. Uz to, saznanja o aktivnosti bolesti i me-
hanizmima patogeneze omogucit ¢e prakticaru da
parodontnu bolest lije¢i pravodobno i djelotvorno.

Odnos izmedu parodontnih patogena i aktivnosti
bolesti sluzi kao osnova za primjenu mikrobioloskih
testova u parodontologiji. Razne vrste mikrobio-
loskih testova mogu se rabiti za: evaluaciju etio-
loskih ¢imbenika, procjenu aktivnosti bolesti, od-
redivanje uc¢inka tretmana i pracenje recall intervala.

Postoje mnogi testovi koji se upotrebljavaju da
bi se dokazali subgingivni mikroorganizmi, kao $to
su faznokontrastna mikroskopija, mikroskopija tam-
noga polja, bakterijska kultura, imunoloski testovi,
testovi nukleinskih kiselina, enzimski testovi i PCR
(lan¢ana reakcija polimeraze).

Kakvoca mikrobioloskih testova mjeri se procje-
nom standardnih kriterija, kao §to su senzitivnost,
specifi¢nost, to¢nost, najc¢esce u usporedbi s bakterij-
skom kulturom koja sluzi kao “zlatni standard” (7).

Fazno kontrastna mikroskopija i mikrosko-
pija tamnoga polja

Tom metodom procjenjuje se veli¢ina, oblik i
pokretljivost bakterija. Medusobno se razlikuju
uzorci plaka povezani sa zdravim stanjem koje
obiljezava malen broj vec¢inom nepokretnih koka i
uzorci plaka povezani s boleséu koju obiljezava
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veliki broj razli¢itih bakterijskih morfotipova. Dok
je klinicko ispitivanje izravna mjera gingivne upale,
mikroskopija tamnoga polja i faznokontrastna mi-
kroskopija mogu dati informacije koje nisu klinicki
vidljive. Klinic¢ka djelotvornost terapijskoga postup-
ka i ucinkovitost oralne higijene mogu se tako
prikazati pomacima od flore povezane s bolescu do
flore povezane sa zdravljem (8).

Bakterijska kultura

Mikroorganizmi koji se danas smatraju odgo-
vornim za parodontnu bolest ve¢inom su anaerobne
bakterije. Kultivacija anaerobnih bakterija relativno
je spora, komplicirana i skupa. Osobit problem pred-
stavljaju testovi osjetljivosti, odnosno odredivanja
rezistencije, pogotovo kod terapijski rezistentnih
parodontitisa. Osnovni mehanizam otpornosti na an-
tibiotike jest produkcija beta-laktamaza. Oko 70%
sojeva Prevotella spp. i Porphyromonas spp. osjet-
ljivi su na penicilin, ampicilin i skupinu anti-pse-
udomonas penicilina (tikarcilin, mezlocilin, pipe-
racilin), ali unutar skupine Bacteroides fragilis samo
5-20%. Posljednjih desetak godina pojavljuju se
sojevi rezistentni na metronidazol i amoksicilin-
-klavulanska kiselina (9).

Bakterijska kultura rabi se kao zlatni standard
prema kojoj se druge metode vrjednuju. Znatan je
problem u tome S$to se bakterije iz parodontnih
dZepova tesko mogu uzgojiti, a to rezultira lazno
negativnim testom u komparaciji s mikrobioloskim
testovima koji ne zahtijevaju kultivirajuce ili Zive
bakterije da bi se te vrste otkrile. Testovi kulture
odreduju bakterijske stanice ili jedinice koje tvore
kolonije, a imunotestovi i sonde nukleinskih kiselina
mjere antigene i sekvence nukleinskih kiselina.
Loeshe i sur. (10) usporedivali su razli¢ite mikro-
bioloske testove testiranjem 204 uzorka plaka na 4
vrste parodontnih patogena s pomocu testa kulture,
imunoloskih testova, DNA sondi i BANA testom.
Bakterijska kultura bila je najmanje pouzdana, s
to¢noscu od 61-79%, a DNA sonde bile su naj-
to¢nije metode, s pouzdanoscu od 88-96%.

Uporaba neselektivnih i selektivnih hranjivih
podloga pridonosi brZzem i boljem prepoznavanju i
identifikaciji. Neselektivne podloge se s obzirom na
svoj sastav razlikuju prema sposobnosti potpoma-
ganja rasta odredenih skupina bakterija. Selektivne

podloge uz dodatak antibiotika sluze za izolaciju,
primjerice gram-negativnih $tapica. Tako se upo-
trebljava TSBV, selektivna hranjiva podloga uz
dodatak antibiotika i konjski serum za izolaciju
Actiobacillus actinomycetemcomitans (11,12).

EnzimsKi testovi

Spoznaja da se infekcija moZe dijagnosticirati
tako da se otkriju aktivnosti enzima usmjerenih
prema proteinima i peptidima potakla je razvoj
enzimskih testova. Takav enzim je BANA (N-ben-
zoyl-DL-arginin-2 naphthylamide). Pophyromonas
gingivalis, Bacteroides forsythus i Treponema denti-
cola proizvode tripsinu slican enzim ¢ija se aktivnost
mjeri hidrolizom sintetskog peptida, BANA. Ta re-
akcija omogucuje da ih se otkrije. Ti testovi upucuju
na postojanje skupina parodontnih patogena otkri-
vanjem njihovih enzima, kao $to su kolagenaze,
peptidaze i tripsinu sli¢nih enzima koji razaraju
parodontno tkivo. Oni ipak ne omogucuju da se
otkriju patogeni koji nemaju odredeni enzimski
profil kao $to je npr. Actinobacillus actinomyce-
temcomitans (13,14).

Imunoloski testovi

Temelje se na specificnom vezanju monoklo-
nalnih protutijela na povrsinski antigen odredenoga
mikroorganizma. Za prikazivanje reakcije antigen-
-protutijelo upotrebljavaju se fluorescentne boje i
radioaktivni izotopi. Glavni im je nedostatak una-
krsna reaktivnost te nemogucnost detekcije pato-
gena za koji joS ne postoji protutijelo (13,14).

Jedna tehnika, imunofluoresentna mikroskopija,
¢ini se, pouzdano otkriva bakterijske razine vec od
10x103. Druga ucinkovita tehnika ELISA dovodi
do kolorimetrijske reakcije sekundarno vezujuci
protutijelo i enzimsku aktivnost.

Molekularno-dijagnosticke tehnike DNA
sondi i PCR
DNA analiticka metoda

Primjena DNA oligonukleotidnih sondi temelji se
na specifi¢noj vezi odsjecaka jednoga lanca nukle-
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inske kiseline s komplementarnim slijedom nukle-
inske kiseline bakterije. Nacelo detekcije produkta
hibridizacije specificnog slijeda nukleinske kiseline
s komplementarnim slijedom najcesce je radioaktivni
ili enzimski. DNA sonda najvise se primjenjuje za
identifikaciju Actinobacillus actinomycetemcomitans,
Porphyromonas gingivalis i Prevotellu intermediu te
drugih parodontnih patogena. Prednost je metode §to
omogucuje visoku specifi¢nost i odredivanje pri-
bliznoga broja testiranih patogena te detekciju vec
kod 103 bakterija u uzorku. Nedostatak je u ¢injenici
da odredeni mikrooganizmi imaju slicne gene te
nemogucnost da se odredi osjetljivosti patogena na
antibiotik (15). Socransky i sur. opisali su godine
1994. tehniku DNA-DNA hibridizacije za iden-
tifikaciju 40 subgingivnih vrsta (16).

Lancana reakcija polimeraze (PCR)

Lancana reakcija sinteze DNA s pomocu DNA
polimeraze ili lanc¢ana reakcija polimeraze (PCR,
polymerase chain reaction) je in vitro postupak um-
nazanja DNA, u tijeku kojeg se selektivho uvi-
Sestrukuju (amplificiraju) trazeni slijedovi gena. Pre-
duvjet za izradbu reakcije jest da se zna slijed nu-
kleotida rubnih dijelova odsjecaka DNA, na temelju
kojega se konstruiraju pocetni oligonukleotidi (pri-
mer) i postojenje barem jedne poc¢etne molekule DNA
koja u reakciji ima ulogu kalupa. Osnovni ciklus
PCR-a sastoji se od triju koraka koji se izvode u istoj
zatvorenoj epruveti, ali na razli¢itim temperaturama.

Metoda PCR smatra se najbrzom i najosjetlji-
vijom metodom za dokazivanje postojanja bak-
terijskih slijedova DNA, a o njezinoj se je primjeni
u identifikaciji parodontnih mikrooganizama izvje-
Stavalo u najnovijim radovima (17,18).

Zakljucak

Genetski, imunoloski i enzimski bakterioloski
testovi jesu brze i povoljne alternative za evaluaciju
infektivnih organizama parodonta. Glavni nedo-
statak specificnih metoda jest taj da su dostupne
samo za mali broj parodontnih patogena. Osim toga,
njima nije moguce odrediti antibiotsku osjetljivost.
Komercijalni dijagnosti¢ki testovi za rutinsku upo-
trebu, sli¢ni laboratorijskim testovima, nasiroko ce
se upotrebljavati za procjenu rizi¢nih mjesta i za
pracenje uspjeha terapije u parodontnih pacijenata.
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