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Mikrobioloska dijagnostika u parodontologiji

Danasnji pristup terapiji bakterijskih
bolesti uklju¢uje najces¢e jedan od dva
smjera lijecenja: kauzalno i simptomat-
sko. Mikrobioloska dijagnostika kao kli-
nicki alat za dijagnosticiranje uzro¢nika
i primjenu adekvatne antibiotske terapije
ipak (jo$ uvijek) nije svakodnevni postu-
pak u dentalnoj medicini. Antibiotska
terapija najce$¢e se propisuje empirijski
(iskustveno). Ima li, medutim, i koja je
uloga mikrobioloske dijagnostike u kau-

zalnom parodontoloskom lijecenju?

Parodontitis je multifaktorijalna bolest
koja nastaje uslijed bakterijske disbioze u
osjetljivog domaéina (1, 2). Kauzalno pa-
rodontolosko lijecenje (i.e. inicijalna, ne-
kirurska parodontoloska terapija) uklju-
¢uje mehanicku instrumentaciju povrsine
korijena zuba. Ta vrsta terapije smatra se
zlatnim standardom u lijecenju. Valja
naglasiti da je antibiotska terapija u lije-
¢enju parodontitisa samo dodatan oblik
terapije koji, ako se primjenjuje, slijedi tek
po zavr$etku mehanicke instrumentacije
(o indikacijama dalje u tekstu). U veéini
sluajeva inicijalnom se terapijom postizu
Zeljeni rezultati kroz kontrolu infekcije,
i.e. znatajna redukcija broja parodonto-
patogena ¢ime se eliminira prisutnost
upale (3). Bez upotrebe antibiotika njome
se postize redukcija dubine dZepova od 1
— 1.7 mm i zatvaranje do 74% dZepova
(4). Valja napomenuti da su posljednje
Smjernice u lije¢enju parodontitisa stadi-
ja I — 1III jasno definirale da se rutinska
upotreba antibiotika kao dodatne terapije
uz nekirursko lije¢enje ne preporucuje,
ve¢ se njihova upotreba mozZe razmotriti

u pojedinim kategorijama pacijenata (pa-
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cijenti mlade dobi s generaliziranim paro-
dontitisom stadij III) (5).

Kod pacijenata kod kojih je izostao
uspjeh nekirurske terapije te je prisutna
progresija bolesti, mikrobiologka dijagno-
stiku mozZe pruZiti vrijedne informacije o
uzro¢nicima. Nadalje, mjeSoviti biofilm
sadrzi bakterije koje se, izmedu ostalog,
razlikuju i u svojoj osjetljivosti na razli-
dite antibiotike, a ta saznanja mogu po-
moéi u individualiziranijem propisivanju

antibiotika.

Kako se uzima uzorak za mikrobio-

losku analizu?

Prikupljanje uzoraka subgingivnog
plaka moZemo izvriiti kiretama ili endo-
dontskim papirnatim $tapi¢ima. Svaka
od metoda ima svoje indikacije i varira
u rezultatima. Npr. kirete ée skupiti sav
plak iz dZepa, dok ée $tapi¢ upiti samo
povrsinski sloj (za koji se smatra da sa-
drzi vi§e patogena). Nacin uzorkovanja
odabire klini¢ar ili se vodi preporukama
institucije koja vrsi analizu. Ako je na-
mjera sakupiti plak smjeten u apikal-
nijem podrudju, kireta se smatra boljim
instrumentom za sakupljanje uzorkaod
Stapiéa. Uzorkovanje mora biti prove-
deno $to opreznije kako bi se sprijecila
njegova kontaminacija. Stoga se mjesto s
kojeg se uzima uzorak najprije oéisti od
supragingivnih naslaga i osu$i. Zatim se,
u slucaju da se koristi paper point, $tapié
uvodi do dna dZepa te ostavi u dZepu 10
sekundi, ili prema preporukama koje je
dao laboratorij za analizu ili proizvoda¢
kori§tenog komercijalnog testa. Stapi¢ se
pazljivo izvadi i odloZi u sterilnu epruve-

tu s ili bez transportnog medija, ovisno o

metodi koju ée koristiti laboratorij (6, 7)
samples were taken first with a paper po-
int and then with a curet at the same site
(single-rooted teeth with probing depth

>5 mm).

Video snimku nacina uzorkovanja za
analizu koja se vr§i komercijalnim testom
PET test (MIP Pharma GmbH, Blieska-
stel, Njemacka) mozete pogledati skeni-
ranjem QR koda koji se nalazi u sklopu

¢lanka.

OR kod. Skenirajte mobitelom za pogled video
snimke uzimanja mikrobioloskog uzorka. Al-
ternativno, unesite sliedecu poveznicu u internet
preglednik: https:/ /www.youtube.com/wat-
ch?v=k98U9PrbOSI

Koje su postojeée metode za analizu

mikrobioloskih uzoraka?

Do danas je razvijeno viSe metoda la-
boratorijskih metoda za analizu uzorka
biofilma. One ukljué¢uju mikroskopiju
tamnog polja/fazni kontrast, bakterijske
kulture, enzimatske i imunoloske testove,
testove za nukleinske kiseline i PCR (8,
9).

Prednost mikroskopije je $to se ona u
teoriji mozZe izvoditi u samoj ordinaciji

(ako ordinacija posjeduje mikroskop) i ne
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zahtijeva posebna bojanja preparata. Tim
postupkom promatraju se samo oblici
bakterija i moguénost njihove migracije
stoga se ne mogu utvrditi toéne vrste, no
moZe se odrediti aktivnost dZepa. Prisut-
nost nepomic¢nih koka i Stapiéa govori u
prilog manje, a spirohetaveée aktivnosti
dZepa. Kako ova metoda dijagnostike ne
pomaze u odredivanju antimikrobnog
sredstva i predvidanju tijeka bolesti, nije
u uobitajenoj primjeni. Jedna od njenih
moguéih prednosti jest motivacija paci-
jenta kroz vizualni prikaz bakterija u vid-

nom polju mikroskopa (10, 11).

Kultiviranje bakterija smatra se zlat-
nim standardom u mikrobiologiji, no
ova metoda ima i znacajne prepreke za
primjenu u parodontologiji. Njome se
moze odrediti i osjetljivost bakterija na
antimikrobne lijekove §to uvelike po-
maze u daljnjoj terapiji. Ipak, kultivacija
parodontopatogenih bakterija koje su
ponajvi$e anaerobi predstavlja problem u
vidu uzimanja, skladistenja i transporta
uzoraka. Kolonije pojedinih vrsta dugo
rastu te se vrlo tesko uzgajaju na hrani-
lidtima (npr. spirohete). Kada uraéunamo
velike trogkove, vrijeme i teskoéu izolacije
uzro¢nika ova metoda mozda i nije naj-

bolje rjesenje (12, 13).

Bakterije koje sadrZe enzim nalik
tripsinu mogu se dokazati enzimatskim
testovima (BANA test). Mehanizam
testa je promjena boje papira impregni-
ranog s N-benzoil-DL-arginin-2-nafti-
lamidom (BANA) koji mijenja boju iz
bezbojne u tamno plavu u ovisnosti o ko-
li¢ini bakterija. Na trzistu je viSe testova
razli¢itih proizvodaca, stoga se potrebno
drZati uputa tijekom testiranja. Sama
reakcija traje 15-ak minuta i odvija se na
37°C u posebnim bo¢icama s reagensima.
Test mozZe biti negativan, slabo ili jako
pozitivan §to se procjenjuje intenzitetom
boje. Relativno je lako izvediv, no ima i
svoje nedostatke. Kako je cilj testa do-

kazati prisutnost (samo) T. denticole, T.

forsythensis i P. gingivalis laZno pozitivni
rezultati koje daju neki manje patogeni
organizmi smetaju dijagnostici, stoga ga
je bolje koristiti u kombinaciji s jo§ nekim
metodama (14-16).

Imunoloske metode daju ipak nesto
vi§e specifi¢nosti. U njih pripadaju testo-
vi kao §to je lateks aglutinacija, ELISA ili
imunofluorescencija. Sve one se zasnivaju
na reakciji antigen-antitijelo u kojemu je
jedno od antitijela oznaceno. Na taj nadin
dolazi u konaénici do uo&avanja promje-
ne boje ako reakcija zadovoljava. ELISA
je jedna od jednostavnijih metoda za
izvedbu. Ovisno o nadinu izvodenja radi
se o antigen capture” ili ,antibody capture”,
Princip je slican, a za izvodenje su po-
trebne obiljeZzene podloge i set reagensa
s antitijelima. Ovi testovi su jeftini, brzi
i specifi¢ni na odredene mikroorganizme.
Nazalost, njihova dostupnost za ordina-

cije je upitna.

Molekularnobioloske se metode tako-
der smatraju visoko osjetljivima. U tom
podrudju danas se primjenjuju testovi
hibridizacije nukleinskih kiselina i PCR.

Hibridizacija je zasnovana na spariva-
nju oligonukleotidnih ulomaka oznace-
nih radioaktivnim ili enzimatskim mar-
kerom s bakterijskim. Nakon razdvajanja
i fragmentacije, bakterijska DNA (od-
nosno RNA) fiksira se za membranu te
ju se izloZi oznadenim ulomcima. Slijedi
ispiranje nevezanih proba te analiza. Za
ovu metodu nisu potrebne Zive bakterije
§to je velika prednost, posebno u uvjetima

duljeg transporta.

Lanéana reakcija polimeraze ili PCR
(engl. polymerase chair reaction) najosjet-
ljiviji je od svih testova. Radi se metodi
umnozavanja DNA u velik broj kopija
pa ¢ak i kad je uzorak veoma mali. DNA
se razdvaja na visokoj temperaturi, veZe s
primerima i pomoéu polimeraze otporne
na toplinu udvostrucuje. Tako dobivamo

veéu koli¢inu DNA koja olak$ava daljnju

analizu.

Ove zadnje dvije metode zahtjevnije su
za izvodenje i vrie ih posebni laboratoriji.
Rezultati su vrlo informativni. Rezultati
daju podatak o broju bakterija u dZepu
(real-time PCR) i njihov udio u %. Uzorci
i analiza moZe se udiniti za pojedini dZep
ili se uzorak mozZe uzeti iz vi§e dZepova
u ustima (grupni uzorak — najée$ée naj-
dublji dZep u svako kvadrantu). Pojedine
kompanije koje vrie taj tip analize sugeri-
raju i potrebu za antibiotikom te odabir
antibiotika s obzirom na bakterijski sa-
stav (17, 18). Primjer rezultata dobivenih
ovim tipom analize prije i nakon terapije

prikazan je na Slikama 11 2.

Zaklju¢no, vise je razli¢itih metoda
za mikrobiolosku analizu koje se mogu
primijeniti u klinitkom radu u paro-
dontologiji. U lije¢enju kompleksnijih
parodontologkih bolesnika i onih koji ne
pokazuju znakove poboljfanja samom
mehani¢kom terapijom, treba razmisliti
o kori§tenju ovih metoda, izmedu ostalog
iu svrhu individualiziranijeg antimikrob-

nog lijecenja.

Napomena: Odabir i prikaz rezultata
kori§tenog komercijalnog real-time PCR
testa temeljeni su isklju¢ivo na njegovoj
upotrebi na Zavodu za parodontologiju.
Autori ¢lanka nisu ni na koji na¢in pove-

zani s proizvo&aéem testa. ¢
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Podaci o bolesniku Rezultati nalaza
PET-dijagnosticki set

[OPETstandard [XIPETplus [JPET deluxe

! ] o Union b e « Ubsgn v bateria I —
Ottermin - O2 termin

| Podaci o ordinaciji

[ Skupni
Mijesto uzorka: |

Uzroénika | Udio uzro- | *Kompleks

uuzorku | ¢énikau% | uzroénika i

32x10° 100 Ukupni broj bakterija (UBB)
Agg (Aa)
Porphyromonas gingivalis (Pg)
Treponema denticola (Td)

Tannerella forsythia (Tf)
Prevotella intermedia (Pi)

Peptostrep. (Micromonas) micros (Pm)
Fusobacterium nucleatum (Fn)

L rd asocirani (En)
Capnocytophag (Cg)

*prema Socransky ot al, 1998
n.d = nfje dokazivo, n L= nife testirano
“torapiiski relevantnl broj bakteria i udjela

Nalaz: Jako p

crvenog SuU pi . Prep o nalaze se na zadnjoj Strana 1 od 2
stranicl. |

Slika 1. Rezultati mikrobioloske real-time PCR analize subgingivnog uzorka prije provedene nekirurske pa-
rodontoloske terapije (prvi pregled — rujan 2020.) Koristen je PET test (MIP Pharma GmbH, Blieskastel,
Njemacka). Nalaz ustupila dr. Music.

| Pacijent ‘
|
Preporuke za terapiju prema rezultatu testa T PET
fest na p
Kompleks |\ Uzorel Kinda- = Metro- Amoksi- Doksl- ~ Gipro- | Klari- Ostalian- ¥
uzrocnika 1 ‘ 2 3|4 micin nidazol cilin ciklin tromicin  tibiotici ‘ E
A - ntintnt] - - v (v) v - g
Porphyromonas gingivalis ntintnt| v v v v (V) ) %
Treponema denticola nt|ntint v v n.p. n.p. n.p. n.p. 2
Tannerella forsythia - |ntintint v v v v ) - §
Prevotella intermedia + nt|nt|nt v v ) (2] ) (v) 5
Peptostrep. (Micromonas) micros + ntintint v ) v ) ) - %
Fusobacterium nucleatum + ntintint v v ) ) ) - é
na. asocir. | Eubacterium nodatum - nt/nt|nt v ) v v n.p. v &
Capnocytophaga gingivalis + [nt/ntnt] v/ - ) ) (v) ) 5
+++ = Broj uzrocnika (BU) visok ++= BU srednj + = BU ogranicen - = nije dokazivo nL = nije testirano (po boji spada u terapijski relevantan broj bakterija il udjela)
/ =osjelljv () =umjereno osjetljiv  — = Gesto odnosno preteZio rezistentan  n.p. = nije poznato
Prep za bojom je preporuceno doziranje i trajanje terapije (kod visekratnog oznacavanja kao kombinirana terapija)
Djelatna tvar Kl icin i A icili Doksiciklin Cip i Klaritromicin Ostali antibiotici
Preporuka za dozi- 2 x 600mg/d 3 x 400mg/d 3 x 500mg/d 1. dan: 1x200mg, = 2 x250mg/d 2 x 250mg/d
ranje zatim: 1x100 mg/d
Preporuceno traja- 7 dana 7 dana 7 dana 19 dana 7 dana 7 dana
nje terapije
Alternativna terapija: bojom polja (kod kao terapija)
Doziranje/Trajanje: | ’ ’
vidi gore

Upute: Kod planiranja terapije potrebno jo uzeti u obzir pusenjo; odvikavanje od pusenja moze poboljSati uspjoh terapije. Antibiotska terapija mora se nastaviti na mehaniéku terapju  Strana 2 od 2
(SRP). Uz to se preporutuje ispiranje usne Supline (otopinom Klorheksidina 0,2%) i pojacana oraina higijena. Za procjenu mikrobioloske uspjeSnosti terapije preporuéuje se kontrolna
analiza (npr. 8 tjedana nakon zavr3etka antibiotske terapije testiranjem s <PET deluxen).

| Datum Prijem uzorka | Br. uputnice | Datum nalaza | Opaske: H . I
Pt . Ot i

Slika 2. Preporuke za antibiotsku terapiju prema rezultatu analize. Klinicar procjenjuje potrebu za dodat-
nom antibiotskom terapijom uz nekirursko lijecenje (indikacije su veoma ogranicene — konzultirati tekst
clankal).
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Podaci 0 Rez_l_.lltaﬂ na_la;a ["Podaci o ordinacil
PET-dijagnosticki set
[JPETstandard [XPET plus [JPET deluxe
Ui e serie l
O1.termin O 2. termin
Skupni
Mijesto uzorka:
uuzorku | énikau% | uzroénika | UZOSMK
1,8x10% 100 Ukupni broj bakterija (UBB)
Agg Y (Aa)
Porphyromonas gingivalis (Pg)
Treponema denticola (Td)
Tannerella forsythia (Tf)
Prevotella intermedia (Pi)
Peptostrep. (Micromonas) micros (Pm)
Fusobacterium nucleatum (Fn)
narancasti
n.d. nd. asocirani | EUPacterium nodatum (En)

Capnocytophaga gingivalis (Cg)

*prema Socransky et al., 1998

nd .= nijo dokazivo, n L= nije testirano

“terapiski relevantai bioj baklerija il udjela

Nalaz: U uvom uzorku nema P . Vjerojatno je dovoljno ¢isenje (SRP). Ako Strana 1 od 2
Je, ovisno o klinickoj slici, p terapija, prep o Cim lije nalaze se na posljednjoj stranici.

Slika 3. Rezultati mikrobioloske real-time PCR analize subgingivnog uzorka nakon provedene nekirurske
parodontoloske terapije (re-evaluacija — prosinac 2020.) Vidljiva je znacajna razlika u kolicini i udjelu pri-
sutnib parodontopatogena. Nalaz ustupila dr. Music.
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