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1J sl
JI sl/en
Al Prevalenca parodontitisa in drugih parodontalnih bolezni s starostjo nara$¢a in zaradi staranja

populacije se bo Stevilo posameznikov s parodontitisom v nekaj naslednjih desetletjih povecalo. Tako bo
parodontitis postal eden izmed glavnih vzrokov izgube zob pri odraslih po 35. letu starosti. Za razvoj
parodontitisa so vedno potrebne parodontopatogene bakterije, medtem ko ostali dejavniki, kot so kajenje,
genetska predispozicija, slaba ustna higiena, sistemske bolezni in stres, vplivajo na resnost bolezni in njen
odziv na zdravljenje. Mikrobioloska diagnostika kot pomoc¢ pri zdravljenju parodontitisa je relativno nov
vendar hitro se razvijajo¢ koncept v dentalni medicini. Zaradi Stevilnih slabosti klasicne bakterioloske
diagnostike se razvijajo molekularne metode. V diplomski nalogi smo primerjali klasi¢no kultivacijo vzorca
ter osamitev in identifikacijo in molekularno metodo micro-IDent (Hain Lifescience, Nehren, Nemcija) za
dokazovanje parodontopatogenih bakterij v vzorcih iz parodontalnih Zepov. V raziskavo smo vkljucili 65
vzorcev iz parodontalnih Zepov in 34 vzorcev sline, ki so bili odvzeti 16 bolnikom s parodontitisom pred in po
mehanskem zdravljenju. Molekularna metoda se je izkazala za hitrejSo, bolj obcutljivo in preprostejso
moznost dokazovanja parodontopatogenih bakterij. NajboljSe ujemanje rezultatov obeh metod smo zasledili
za bakterijo Actinobacillus actinomycetemcomitans. Klasi¢na diagnostika se je izkazala za nezanesljivo v
osamitvi vrste Porphyromonas gingivalis iz vzorcev in v razlikovanju vrste Prevotella intermedia od sorodne
vrste Prevotella nigrescens. Pred mehanskim zdravljenjem smo z molekularno metodo dokazali Bacteroides
forsythus pri 93,8 %, Treponema denticola pri 75 %, P. gingivalis pri 68,8 %, A. acinomycetemcomitans pri
50 % in P. intermedia pri 31,3 % vseh bolnikov. Mehansko zdravljenje je uspes$no znizalo deleZ pozitivnih
vzorcev za ve¢ino parodontopatogenih bakterij. Izjema je le bakterija A. acinomycetemcomitans, ki smo jo po
mehanskem zdravljenju dokazali v podoben delezu vzorcev oziroma bolnikov kot pred njim.
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LA sl
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AB The prevalence of periodontitis and other periodontal diseases increases with age and as more people
are living longer, the number of people developing periodontitis will increase in the next decades.
Periodontitis will become one of the most important causes for tooth loss in people over 35. year of age. For
periodontitis to evolve the presence of periodontopathogenic bacteria is always required, while other factors,
including smoking, genetic predisposition, poor oral hygiene, systemic diseases and stress, determine the
resulting disease severity and less-predictable response to treatment. Microbial identification as an aid to
patient management is a relatively new concept in dental medicine. Becuse of several disadvantages of
classical bacteriological diagnosis (culture) the molecular methods are evloving. In the present study classical
culture and molecular method micro-IDent (Hain Lifescience, Nehren, Germany) for detection of
periodontopathgenic bacteria in samples from periodontal pockets were compared. 65 samples from
periodontal pockets and 34 saliva samples, which were obtained from 16 periodontitis patient before and after
mechanical treatment were included in the study. Molecular method has proved to be faster, easier and more
sensitive option for detection of periodontopathogenic bacteria. The best agreement between two methods was
noticed for Actinobacillus actinomycetemcomitans. Classical bacteriological diagnosis has proved to be
unreliable for isolation of Porphyromonas gingivalis from samples and in distinguishing of Prevotella
intermedia from related species Prevotella nigrescens. Using molecular method before mechanical treatment
the presence of Bacteroides forsythus was detected in 93,8 %, Treponema denticola in 75 %, P. gingivalis in
68,8 %, A. actinomycetemcomitans in 50 % and P. intermedia in 31,3 % of patients with periodontal disease.
Mechanical treatment has successfully lowered the ratio of positive samples for the majority of
periodontopathogenic bacteria. The exception is A. actinomycetemcomitans, which was detected in
comparable percent of samples and patients after mechanical treatment.
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AAP American Academy of Periodontology
AP-PCR naklju¢ni PCR (angl. arbitrarily primed polymerase chain reaction)
ATCC American Type Culture Collection
BHI brain heart infusion
bp bazni par
CFuU colony forming units
CRP C-reaktivna beljakovina (angl. C-reactive protein)
DNK deoksiribonukleinska kislina
dNTP deoksinukleotidtrifosfati
IL-1 interlevkin 1
KVLB kanamycin-vancomycin laked blood
LPS lipopolisaharid
MCcF McFarland
ONPG o-nitrofenil-p-D-galaktopiranozid
PCR verizna reakcija s polimerazo
PROS pathogen-related oral spirohetes
rRNK ribosomalna ribonukleinska kislina
RTF reducirano transportno gojisce (angl. reduced transport fluid)
TNFa tumorje nekrozirajoci dejavnik o
TSBV tryptic soy-serum-bacitracin-vancomycin

VMGA Viability-maintaining Gothenburg anaerobe
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1 UVOD

S pojmom parodontalne bolezni zajamemo vrsto bolezenskih stanj, ki ogroZajo oporna in
obzobna tkiva. Mednje priStevamo tudi parodontitis, katerega osrednje dogajanje
predstavlja specifi¢en vnetni odziv, ki se razvije v obzobnem tkivu kot odgovor na
bakterijsko akumulacijo na zobu. Le-ta je povezan z aktivnim izraZzanjem katabolnih
citokinov in matriksnih metaloproteaz, ki povzrocijo poSkodbo tkiva dlesni in razvoj
parodontalnih Zepov. Vnetni odziv, ki je odgovoren za razvoj parodontitisa, je pravzaprav
dvorezni mec, na eni strani uni¢uje vdirajoCe parodontopatogene, na drugi strani pa sprozi

poskodbo obzobnega tkiva (Groselj in Gubina, 2002; Teng, 2003).

Prevalenca parodontalnih bolezni s starostjo naras¢a in ker vse vec¢ ljudi zivi dlje, naj bi se
Stevilo posameznikov s parodontalnimi boleznimi v nekaj naslednjih desetletjih povecalo.
Tako naj bi parodontitis postal eden izmed glavnih vzrokov izgube zob pri odraslih po 35.
letu starosti. V razvoj parodontitisa je vpletenih ve¢ dejavnikov, predvsem
parodontopatogene bakterije, genetska predispozicija, ki se odraza v imunskem odzivu,
slaba ustna higiena, kajenje, sistemske bolezni in stres. Za zacetek parodontitisa je vedno
potrebna prisotnost bakterij, medtem ko ostali dejavniki odlocajo o resnosti bolezni in o

njeni odzivnosti na zdravljenje (Kornman, 2001; Loesche in Grossman, 2001).

Ustna votlina ¢loveka nudi okolje kompleksni in heterogeni mikrobni zdruzbi. Normalno je
v njej prisotnih nekaj sto razli¢nih bakterijskih vrst, katerih vecina je neSkodljivih (Kroes in
sod., 1999; Paster in sod., 2001). Z razvojem parodontitisa so povezali skupino mo¢no
patogenih, anaerobnih bakterij. Med najpomembnejSe povzrocitelje parodontitisa
priStevamo vrste Actinobacillus actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis,
Bacteroides forsythus, Prevotella intermedia in Treponema denticola. Seveda pa je nase
znanje o parodontopatogenih bakterijah omejeno na rezultate bakterioloskih gojitvenih
metod, ki bistveno podcenjujejo raznolikost mikrobne zdruzbe v parodontalnih Zepih.
Stevilne parodontopatogene bakterije tvorijo virulenéne dejavnike, ki bodisi sami po sebi
bodisi preko imunskega odziva prispevajo svoj delez k razvoju parodontalne bolezni

(Loesche in Grossman, 2001).
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Zaradi dejstva, da so primarni vzrok parodontitisa nastete paradontopatogene bakterije, je
vsekakor potrebna specifi¢na diagnostika, ki je Se vedno relativno nov vendar hkrati hitro
se razvijajo¢ koncept v dentalni medicini. Identifikacija parodontopatogenih bakterij bi
lahko usmerila zobozdravnika v specifi¢no antibioti¢no zdravljenje, kar je zlasti pomembno
v primerih kroni¢ne parodontalne bolezni, ki se ne odziva na tradicionalno zdravljenje, in

agresivne parodontalne bolezni (Listgarten in Loomer, 2003).

Klasi¢na bakterioloska diagnostika za dokazovanje parodontopatogernih bakterij je
zamudna, zapletena in manj zanesljiva, saj obsega delo s striktno anaerobnimi bakterijami
in je zato potrebna primerna obdelava vzorca (najbolje v anaerobni komori). Za osamitev
parodontopatogenih bakterij so potrebna Stevilna selektivna gojis¢a (Alsina in sod., 2001;

Jousimies-Somer in sod., 1995; Summanen in sod., 1993).

Zaradi Stevilnih problemov, ki jih prinasa klasi¢na bakterioloska diagnostika, molekularne
metode na drugi strani ponujajo hitrejSo, preprostejSo in bolj obcutljivo moznost

dokazovanja parodontopatogenih bakterij (Jousimies-Somer in sod., 1995).

1.1 NAMEN IN DELOVNE HIPOTEZE

V diplomski nalogi smo zeleli primerjati u€inkovitost molekularne metode in klasi¢nih
bakterioloskih diagnosticnih metod (osamitve, kultivacije in identifikacije bakterij) za

dolocanje parodontopatogenih bakterij.

Pricakovali smo, da bo molekularni test veliko hitrejsi, bolj obcutljiv in preprostejsi kot
klasi¢na bakterioloska diagnostika za dolocanje parodontopatogenih bakterij v vzorcih iz

parodontalnih Zepov.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 NORMALNA MIKROBNA FLORA CLOVESKE USTNE VOTLINE

Ustna votlina c¢loveka predstavlja okolje, ki ga naseljuje kompleksna in heterogena
mikrobna flora. Zobje in ustna votlina so neprestano v stiku z mikrobi iz okolice. Bakterije
se v ustih naseljujejo postopoma. Ob porodu je ustna votlina sterilna, vendar jo Ze po nekaj
urah (4-12 ur po porodu) poselijo bakterije, ki jim kisik ne Skoduje. To so predvsem
streptokoki (Streptococcus salivarius) in laktobacili. V prvem letu Zivljenja prevladujejo
vrste iz rodov Streptococcus (S. salivarius), Staphylococcus (Staphylococcus epidermidis),
Neisseria spp., Veillonella spp. Po izrastu prvih zob se v ustni votlini naselijo bakterije, ki
so prilagojene za rast na zobni povrsini in v gingivalnem sulkusu. To so Streptococcus
sanguis, Streptococcus mutans, Actinomyces spp., Lactobacillus spp., Rothia dentcariosa,
Capnocytophaga spp. Pri prenosu bakterij igra pomembno vlogo slina. S¢asoma, ko otrok
uziva vse bolj raznoliko hrano, za¢no prevladovati v ustih mikroaerofilne in anaerobne
palicaste bakterije, tako da se normalna ustna flora med 2. in 4. letom starosti Ze dokon¢no
oblikuje. Pri zdravih otrocih do pubertete najdemo naslednje bakterije: vrste Streptococcus
(S. salivarius, S. sanguis, S. mutans), Actinomyces spp., Peptostreptococcus spp.,
Lactobacillus spp., Leptotrichia bucalis, Porphyromonas spp., Prevotella spp. S
poglabljanjem gingivalnih Zepov po izrastu stalnih zob se ustvari niSa za anaerobne
bakterije. V zdravih ustih odraslih je deleZ anaerobnih bakterij vedno manjsi od 1 % vse
mikrobne flore. Oralna mikrobna flora pri odraslih je kompleksna in jo sestavljajo
Streptococcus spp., Neisseria spp., Corynebacterium spp., Actinomyces spp., Prevotella
spp., Fusobacterium spp., Lactobacillus spp., Rothia spp., Capnocytophaga spp. V ustih
odraslih lahko najdemo tudi treponeme (Treponema denticola, Treponema socranskii,
Treponema vincentii, Treponema pectinovorum). V velikih koli¢inah jih najdemo v
subgingivalni mikroflori, medtem ko jih na zdravi sluznici le redko zasledimo. Ustna
votlina starostnikov je podobna dojenckovi in tako ni moznosti za razrast anaerobnih
bakterij. Prevladujejo S. salivarius, S. epidermidis, Neisseria spp., Corynebacterium spp.,
Veillonella spp. (Seme, 2002; Groselj in Gubina, 2002).
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2.1 PARODONTITIS

Pojem parodontalne bolezni zajema vrsto bolezenskih stanj, ki prizadenejo oporna in
obzobna tkiva in mednje priStevamo tudi parodontitis (GroSelj in Gubina, 2002).
Parodontitis se v odvisnosti od imunskega sistema posameznika razvije v tkivu okoli zoba
kot odgovor na bakterijsko akumulacijo (zobno oblogo) na zobu. Bakterije redko
povzro€ijo ocitno okuzbo, toda imunski odgovor, ki ga sprozijo, je brez dvoma vzrok
napredujoci izgubi kolagenske povezave zoba na spodaj lezeCo celjustnico (Loesche in
Grossman, 2001). Parodontalna bolezen je napredujo¢i gingivitis. Tudi pri slednjem
obolenju osrednjo vlogo odigra nespecificen vnetni odziv dlesni kot odgovor na prisotnost
bakterijske obloge na zobnem vratu. Napredujoce vnetje zajame pozobnico in Celjustnico,
kar lahko imenujemo parodontalna bolezen oziroma parodontitis. Zanjo je znacilno, da se
gingivalno prirastiS¢e premika apikalno, kar klinicno opazimo kot poglabljanje
parodontalnih Zepov (Groselj in Gubina, 2002). Parodontalni Zepi so nastale Spranje med
zobno povrsino in bliznjega tkiva dlesni in njihova globina se giblje med 4 do 12 mm. Taki
7epi, odvisno od njihove globine in obsega, nudijo niSo kar od 10’ do skoraj 10’
bakterijskim celicam. Krvavenje iz dlesni in izguba kolagenske povezave, ki sta
spremljevalna dejavnika parodontalne bolezni, sta ponavadi neboleca in jih zato
posameznik hitro spregleda. Bolnik se pogosto prvi¢ zaveda problema, ko ga zobozdravnik
opozori na prisotnost parodontalnih Zepov v njegovi ustni votlini, ki so globlji od 4 mm.

(Loesche in Grossman, 2001).

Parodontitis je v primerjavi z gingivitisom nepovratno stanje. Pri zdravljenju ne pride do
popolne obnove. Potrebni so ukrepi kot ustrezna ustna higiena, mehansko luscenje in
glajenje koreninske povrSine. V nasprotnem primeru se globina parodontalnih Zepov na
vnetnem predelu lahko Se poveca. S tem se razsiri ekoloska nisa za bakterije, ki tako niso
ve¢ izpostavljene naravnemu izpiranju s slino in mehanskim vplivom zvefenja ter
krtacenja. Zaradi vnetja se resorbira alveolarna kost (Celjustnica). Prirastis¢e dlesni se
pomakne iz prizadetega okolja v apikalni smeri proti zdravi koreninski povrSini. Ob

prizadetih zobeh nastajajo globoki parodontalni in kostni zepi (Groselj in Gubina, 2002).
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Za parodontitis lahko reCemo, da je oportunisticna okuzba, za katero morajo biti izpolnjeni
trije pogoji:

e prisotnost primernega Stevila izbranih bakterij, ki so sicer normalno prisotne,

e primerne ekoloske nise, ki omogocajo razvoj anaerobnih bakterij in

e oslabljeni gostiteljevi obrambni mehanizmi zaradi dejavnikov kot so genetska

predispozicija in razli¢na kroni¢na obolenja (Groselj in Gubina, 2002).

V razvoj parodontitisa je torej vpletenih ve¢ dejavnikov, predvsem parodontopatogene
bakterije (Socransky in Haffajee, 1992), genetska predispozicija, ki se odraza v imunskem
odzivu (Kornman, 2001), slaba ustna higiena (Loesche in Grossman, 2001), kajenje
(Bergstrom in sod., 2000; Persson in sod., 2001) in stres (Loesche in Grossman, 2001).
Sistemske bolezni oziroma kakr$nokoli zdravstveno stanje, ki vpliva na obrambni
mehanizem cloveka, prav tako povea moznost za razvoj parodontitisa. Med taka stanja
Stejemo sladkorno bolezen, okuzbo z virusom imunske pomanjkljivosti in nevtrofilne

nepravilnosti (Loesche in Grossman, 2001).

2.1.1 Razvoj zobne obloge in njena kompleksnost

Bakterijska kolonizacija gladkih zobnih povrSin se pojavi kot rezultat Cvrste povezave
posameznih bakterijskih celic na zobno povrsino in na ze pritrjene bakterijske celice, kateri
sledi rast bakterij v obliki mikrokolonij. Ze kmalu po &is¢enju zob se na zobni povrsini
razvije organska prevleka, debela nekaj mikrometrov, =zaradi pritrditve kislih
glikoproteinov, ki so prisotni v slini. Ta prevleka nudi bakterijam mesto, kamor se lahko
pritrdijo in rastejo. Kolonizacija glikoproteinske prevleke je moc¢no specificna in v njo je
vpletenih le nekaj vrst rodu Streptococcus (S. sanguis, Streptococcus sobrinus, S. mutans in
Streptococcus mitis). Zaradi rasti teh bakterij pride do razvoja debelejSe bakterijske
prevleke, ki jo imenujemo obloga. V nadaljnjem razvoju obloge se pojavijo filamentozne
bakterije, predvsem vrste iz rodu Fusobacterium. V povezavi s filamentoznimi bakterijami
in streptokoki se v oblogi pojavijo pozni kolonizatorji, med katere uvr§¢amo spirohete, po

Gramu pozitivne in negativne bacile in po Gramu negativne koke. V znatnih oblogah lahko
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prevladujejo anaerobne vrste iz rodu Actinomyces (Jin in Yip, 2002; Madigan in sod., 2000;
Marsh, 2004).

Anoksi¢ne razmere se razvijejo zaradi delovanja fakultativnih bakterij, ki rastejo aerobno
na organskem materialu. Gosta mreza obloge zmanjSuje difuzijo kisika do zobne povrSine
in tako Se dodatno prispeva k razvoju anaerobnega okolja. Zaradi aktivnosti bakterij v zobni
oblogi se poleg gradienta kisika razvijeta Se gradient vrednosti pH in gradient razpolozljivih

hranil (Madigan in sod., 2000; Marsh, 2004).

Tocno Stevilo bakterijski vrst, ki soobstajajo v zobni oblogi ni znano, je pa to Stevilo veliko
(Kroes in sod., 1999; Paster in sod., 2001). Ocene bakterijske raznolikosti v ustni votlini, ki
temeljijo tako na kultivacijskih metodah kot tudi na metodah, ki niso odvisne od
kultivacije, nakazujejo okoli 500 razli¢nih bakterijskih vrst. V samo zobni oblogi, ki se
tvori pod mejo dlesni, naj bi bilo okoli 415 razliénih bakterijskih vrst (Kolenbrander in
sod., 2002). To S$tevilénost razli¢nih bakterijskih vrst lahko razlozimo s heterogenostjo
okolja, ki ga predstavlja zobna obloga (Marsh, 2004). Sestava zobne obloge in odziv dlesni
na njeno prisotnost sta bili intenzivno raziskovani z uporabo t.i. modela eksperimentalnega
gingivitisa. Stevilne raziskave na to temo so vkljuéevale prostovoljce z zdravimi dlesnimi,
ki so opustili vse oblike ustne higiene. Kot Ze omenjeno, zacetni bakterijski kolonizatorji
zobne povrsine so predvsem streptokoki, ki predstavljajo kar od 60 do 90 % vseh bakterij,
vendar se ze po nekaj dneh mikrobna zdruzba spremeni in v njej prevladujejo vrste iz rodu
Actinomyces ter druge po Gramu pozitivne in negativne bakterijske vrste, kot so
Capnocytophaga spp., Eikenella spp., Haemophilus spp., Prevotella spp.,
Propionibacterium spp. in Veillonella spp. (Kolenbrander in sod., 2002; Syed in Loesche,
1978). Tri tedne stara zobna obloga predstavlja kompleksno mikrobno zdruzbo. Moore in
sod. (1982) so iz samo Stirih posameznikov in 96 vzorcev zobne obloge osamili 166
razliénih bakterijskih vrst. S staranjem zobne obloge se v njej, sicer v manjSem Stevilu,
poveca Stevilo anaerobnih vrst, kot so na primer spirohete. To nakazuje, da so vrednosti
oksidacijsko-redukcijskega potenciala padle in tako ustvarile okolje, v katerem se lahko
uveljavijo mikroaerofilne in anaerobne vrste. Po 3 do 4 tednih se eksperimentalni gingivitis

zaradi eti¢nih razlogov prekine.
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Ob tolik$ni bakterijski raznolikosti je teZko povezati razrast doloCene bakterijske vrste z
razvojem parodontitisa. Razlicne raziskave so pokazale, da razvoj parodontalne bolezni
lahko povezemo s povecanim deleZzem po Gramu negativnih anaerobnih vrst v zobni oblogi

(Kroes in sod., 1999; Loesche in Grossman, 2001).

.....

bakterij, ki smo jih uspeli identificirati z molekularnimi metodami, kar pomeni, da je zobna
obloga ena izmed najboljse opisanih mesanih mikrobnih zdruzb. Ostale bakterijske vrste, ki
razvijajo¢ih molekularnih metod. Choi in sod. (1994) so v enem samem vzorcu zobne
obloge z oligonukleotidno lovko specificno za treponeme dokazali 23 razli¢nih vrst, od
katerih jih je bilo kar 19 $e neznanih vrst. Ceprav se $tevilo kultiviranih spirohet (T.
denticola in T. vincentii) povefa v zobni oblogi na prizadetih mestih, pa le-te niso
najStevilénejSe (Moter in sod., 1998). Do podobnega zakljucka so prisli tudi Nadkarni in
sod. (2004). S pomocjo verizne reakcije s polimerazo (PCR) v realnem ¢asu so pokazali
raznolikost bakterijskih vrst iz rodu Prevotella in podobnih bakterij v vzorcih iz kariozne
zobovine. Velika vecina pridobljenih sekvenc je predstavljala Se neznane vrste, ki so bile
hkrati tudi Steviléno najpogostejSe, medtem ko so bile kultivirane vrste prisotne v manjSem

.....

upostevati kot mozne parodontopatogene bakterije.

2.2.1.1 Nespecifi¢na teorija o razvoju zobne obloge

Nespecificna teorija o razvoju zobne obloge sega v 19. stoletje, ko je Willoughby Miller,
ucenec Roberta Kocha, skusSal z razvojem kariesa povezati specificne bakterijske vrste.
Zaradi omejenega znanja o ustnih bakterijah in ob neupoStevanju specifi¢nih mikrobnih ni$
v ustni votlini, je prisel do sklepa, da je karies bakteriolosko nespecificen. Ker kislina
nastala iz ogljikovih hidratov povzroca razgrajevanje zobovine in ker prakticno vse
bakterije v zobni oblogi tvorijo kislino, je Miller sklepal, da so vse bakterije odgovorne za

nastanek kariesa.
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Zgoraj opisana kompleksnost zobne obloge podpira nespecificno teorijo o nastanku zobne
obloge in trdi, da nespecifi¢na razrast bakterij sprozi imunski odziv gostitelja. Stevilni
mehanizmi, s katerimi bakterije izzovejo imunski sistem gostitelja, so nespecificni kot na
primer imunski odziv na bakterijski endotoksin oziroma lipopolisaharidni sloj bakterijske
celi¢ne stene LPS (Loesche in Grossman, 2001; Offenbacher in Salvi, 1999). Stevilne vrste
v zobni oblogi tvorijo hlapne mascobne kisline (butirat, propionat in izobutirat) in razli¢ne
sulfide (vodikov sulfid in metil merkaptan). S Stevilnimi Studijami na tkivnih kulturah so
pokazali, da so te spojine toksi¢ne za tkivo dlesni (Loesche in Grossman, 2001; Niederman
in sod., 1996; Ratcliff in Johnson, 1999). V nekaj raziskavah so pokazali, da je vnetni odziv
v tkivu dlesni direktno in statisticno pomembno povezan s tvorbo hlapnih, kratkoveriznih
mascobnih kislin ne pa tudi s posameznimi bakterijskimi vrstami ali kombinacijami
dolocenih bakterijskih vrst. Pri bolnikih z resnejSo obliko parodontitisa so koncentracije
hlapnih masc¢obnih kislin v parodontalnih Zepih bistveno vecje kot pri bolnikih z lazjo
obliko bolezni in so poleg ostalih klini¢nih parametrov povezane tudi s skupno bakterijsko
koncentracijo v zepu (Loesche in Grossman, 2001; Niederman in sod., 1996; Niederman in

sod. 1997).

2.2.1.2 Specifi¢na teorija o razvoju zobne obloge

Zaradi bakterijske tvorbe kisline iz ogljikovih hidratov, vrednosti pH v ustni votlini hitro
padejo na 5.0 do 5.5. Vecina bakterij v zobni oblogi lahko tvori kislino, vendar pa niso
aktivne pri tako nizkih vrednostih pH. Zaradi aktivnosti ustnih bakterij se torej ustvari
okolje, ki favorizira rast in namnozitev zeleneCih streptokokov in laktobacilov. Razvoj
zobne gnilobe je torej povezana s selekcijo specificnih bakterijskih vrst. Tudi za
parodontitis lahko re¢emo, da je bakteriolosko specificen, kar potrjuje preko 200 raziskav,
ki so bile izvedene v zadnjih 25 letih. Rezultati raziskav so v osnovi z razvojem
parodontitisa povezali omejeno Stevilo bakterijskih vrst, med katerimi prevladujejo po

Gramu negativne anaerobne bakterije (Loesche in Grossman, 2001).
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2.1.2 Oblike parodontitisa

Parodontitis zajema ve¢ bolezenskih stanj, ki jih lahko razdelimo kot prikazuje preglednica

1. V nadaljevanju so opisane oblike parodontitisa, ki so omenjene kasneje v tekstu.

Preglednica 1: Oblike parodontitisa glede na klasifikacijski sistem AAP- angl. American Academy of

Periodontology (Loesche in Grossman, 2001)

Nova razvrstitev (1999)

Stara razvrstitev (1989)

I. Kroni¢ni parodontitis

Lokalni
Razsirjen

Refraktorni

II. Agresivni parodontitis

Lokalni
Razsirjen

Refraktorni

III. Parodontitis kot manifestacija sistemske
bolezni
Povezan s krvnimi nepravilnostmi

Povezan z genetskimi napakami

IV. Nekroti¢na parodontalna bolezen

Parodontitis pri odraslih (> 35 let; angl. adult

periodontitis)

Refraktorni parodontitis
Nekroti¢ni ulcerozni parodontitis

Parodontitis povezan s sistemskimi boleznimi

Parodontitis pri mladih (<35 let; angl. early-onset

periodontotits)

Pubertetni
Lokalni
Razsirjen
Juvenilni (do 20. leta starosti)
Lokalni
Razsirjen

Hitro napredujo¢ (med 20-35. letom starosti)
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Lokalni juvenilni parodontitis se razvije pri najstnikih in je v klasi¢ni obliki omejen na
zobe, ki izpadejo okoli 6. leta starosti (ko¢niki in sekalci). Globoki parodontalni Zepi se
razvijejo ponavadi Sele po puberteti in le-ti vsebujejo majhne koli¢ine zobne obloge. Z
razvojem LJP so povezali mikroaerofilno bakterijo Actinobacillus actinomycetemcomitans,
glede na to, da je njena prevalenca vis§ja pri bolnikih z LJP kot pri bolnikih s kroni¢nim
parodontitisom ali pri zdravih posameznikih (Loesche in Grossman, 2001; Mandell in

Socransky, 1981; Slots, 1982).

Agresivne oblike parodontitisa prizadanejo osebe stare od 14. do 35. leta starosti, kamor
lahko uvrstimo tudi pravkar opisano obliko parodontitisa, LJP, vendar pa so te agresivne
oblike parodontitisa povezane z razvojem vecjih koli¢in zobne obloge in zobnega kamna in
se koncajo z izgubo zob Ze pred 20. letom starosti. Glavne parodontopatogene bakterije, ki
sprozijo razvoj agresivnih oblik so anaerobne bakterije kot so Prevotella intermedia,
Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium nucleatum in Bacteroides forsythus (Kamma in
sod., 1994; Kuru in sod., 1999; Loesche in Grossman, 2001).

NajpogostejSa oblika parodontitisa je kroni¢ni parodontitis, ki se razvije pri posameznikih
nad 35. letom starosti. NajpogostejSe bakterijske vrste, ki jih osamimo iz vzorcev odvzetih
pri bolnikih s kroni¢nim parodontitisom, so P. gingivalis, B. forsythus, P. intermedia, T.
denticola in ostale spirohete. Vse nastete bakterije so anaerobne vrste in so prisotne v 80 do

100 % vzorcev (Loesche in sod., 1992; Loesche in Grossman, 2001).

Posebna oblika parodontalnih bolezni je akutni nekroticni ulcerozni gingivitis, ki se
pojavlja pri mladih posameznikih, ponavadi mladih moskih, kadilcih s slabo ustno higieno.
Klini¢ni znaki so nenaden zadetek, akutna boledina in nekroza tkiva med zobmi. Ce se
bolnik ne zdravi, lahko vnetje napreduje v nekroti¢ni parodontitis ali stomatitis. Razlicne
raziskave, ki so primerjale obolela in zdrava mesta, so pokazale pomembno povecanje
Stevila spirohet in vrste P. intermedia v vzorcih odvzetih z obolelih mest (Groselj in

Gubina, 2002; Loesche in Grossman, 2001).
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2.1.3 Epidemiologija parodontalnih bolezni

Parodontitis postaja vse pogostejsi vzrok izgube zob pri odraslih po 35. letu starosti.
Njegova prevalenca s starostjo nara$ca in zaradi staranja populacije naj bi se Stevilo ljudi s
parodontitisom povecalo. Priblizno 50 % odrasle populacije ima razvit gingivitis (vnetje
dlesni brez izgube kosti in parodontalnih zepov globljih od 3mm) okoli treh oziroma Stirih
zob in 30 % ima razvit parodontitis (trije ali ve¢ zob s parodontalnimi Zepi globljimi od 4
mm). Priblizno 5 do 15 % bolnikov s parodontitisom razvije napredujoco obliko bolezni s
parodontalnimi Zepi globljimi od 6 mm. Agresivne oblike parodontitisa prizadenejo
posameznike med 14. in 35. letom in zajamejo le 3 do 4 % populacije. (Loesche in

Grossman, 2001).

2.1.4 Parodontitis je dejavnik tveganja za kardiovaskularno bolezen

Kroni¢ni, asimptomatski parodontitis pogosto poteka neopazno. Nedavne raziskave so
pokazale, da lahko take kroni¢ne okuzbe sluzijo kot vir vnetnih mediatorjev, LPS iz
bakterijske celi¢ne stene in drugih bioaktivnih molekul, ki lahko sprozijo kardiovaskularno
bolezen. V razvoj le-te naj bi bila vpletena C-reaktivna beljakovina (CRP; angl. C-reactive
protein) oziroma poviSana koncentracija omenjene beljakovine v serumu. (Kiechl in sod.,
2001; Noack in sod., 2001; Slade in sod., 2000). V primeru parodontalne bolezni je bila
mo¢ povezave s koncentracijo CRP primerljiva s povezavo v primeru kroni¢nega bronhitisa
in kajenja in je bila najmocnejSa pri posameznikih brez drugih zdravstvenih dejavnikov

tveganja, torej pri zdravih posameznikih (Slade in sod., 2000).

Drug mehanizem, preko katerega parodontopatogene bakterije verjetno sprozijo razvoj
kardiovaskularne bolezni, je antigenska podobnost nekaterih bakterijskih beljakovin z
gostiteljevimi beljakovinami (npr.: beljakovine stresa Hsp60; angl. heat shock protein).
Stevilna ¢&loveska tkiva, tudi endotelijski sloj krvnih Zil, tvorijo beljakovino Hsp60 kot
odgovor na nekatere stresne dejavnike, kot sta na primer visok krvni pritisk in LPS. V
razvoj ateroskleroze naj bi bil verjetno vpleten avtoimunski mehanizem, pri katerem se

gostitelj odzove na bakterijski Hsp60 (Xu in sod., 1999). Serum in vneto tkivo dlesni
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bolnikov s parodontalno boleznijo kazeta pozitivno serolosko reakcijo tako za Hsp, ki ga je
tvorila bakterija Porphyromonas gingivalis (GroEL Hsp60) kot tudi za humani Hsp60.
Protitelesa, uperjena proti GroEL Hsp60, so navzkrizno reagirala s humanim Hsp60 in
obratno. OCcitno protitelesa, ki so uperjena proti beljakovinam Hsp P. gingivalis, lahko
reagirajo s humanimi Hsp, ki so izpostavljeni na endoteliju kardiovaskularnega sistema, kar

posledi¢no vodi v poskodbo tkiva (Tabeta in sod., 2000).

2.1 OBRAMBA GOSTITELJA

2.1.1 Obstojece protimikrobne ovire

2.3.1.1 Obrambna vloga sline

Slina sama po sebi ni bogato gojisce za bakterije. Vsebuje okoli 0,5 % raztopljenih soli,
katerih polovica je anorganskih (predvsem kloridi, bikarbonati, fosfat, natrij, kalcij, kalij in
elementi v sledovih). Glavna organska komponenta sline so encimi, mukoproteini in
serumske beljakovine. V slini najdemo tudi manjSe koli¢ine ogljikovih hidratov, uree,
amonija, aminokislin in vitaminov. Poleg naStetega pa so v slini odkrili Se Stevilne
protibakterijske substance, od katerih sta najpomembnejSa encima lizocim in
laktoperoksidaza, ki imata protibakterijsko delovanje. Vrednosti pH sline so pod kontrolo
bikarbonatnega puferskega sistema in se gibljejo med 5,7 in 7,0 s povprecno vrednostjo pH
okoli 6,7. Sestava sline se razlikuje od posameznika do posameznika. Na njeno sestavo
lahko wvplivajo fizioloSki dejavniki kot sta prehrana in stres. Kljub aktivnosti
protibakterijskih substanc predstavlja ustna votlina ugodno okolje za razrast mikrobov
zaradi prisotnosti delcev hrane in ostankov epitelija (Madigan in sod., 2000). Globoki
parodontalni Zepi nudijo bakterijam okolje, ki je nedostopno spiranju s slino (Groselj in

Gubina, 2002).
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2.3.1.2 Tkivo dlesni kot oksidativna ovira za anaerobne bakterije

Tkivo dlesni je prepredeno z mrezo zil, ki predstavljajo uc¢inkovito oksidativno oviro za
anaerobne bakterije in poslediéno onemogoca prodiranje bakterij iz zobne obloge v
okolisko tkivo dlesni. Parcialni tlak kisika (pO;) v parodontalnem zepu globine 6 mm je
okoli 13 do 15 mm Hg, medtem ko je v tkivu dlesni bistveno visji, okoli 140 do 150 mm
Hg. V takem okolju anaerobne bakterije ne morejo preZiveti (Loesche in sod., 1983,
Loesche in Grossman, 2001). Nekatere bakterije kot na primer A. actinomycetemcomitans,
P. gingivalis in spirohete so Ze dokazali v tkivu, vendar pa so redko sposobne povzroditi
nekrozo tkiva. Do nekroze pride pri posameznikih z oslabelim imunskim odzivom. Kajenje
in stres sta dejavnika, ki zozita periferne arteriole, in sta posledicno dejavnika tveganja za
razvoj parodontitisa. ZmanjSan pretok krvi omogoca doloenim invazivnim anaerobom
preziveti dovolj dolgo v tkivu, da njihovi produkti aktivirajo latentne kolagenaze (Loesche

in Grossman, 2001).

2.1.2 Imunski odziv gostitelja

Globina parodontalnih Zepov odraza vnetni odziv posameznika, ki povzroc¢i otekanje tkiva
dlesni in izgubo kolagenske povezave zoba na spodaj lezeCo alveolarno kost. Globlji kot je
7ep, tem bolj je mikrobna zdruzba nedostopna &isCenju zob. Stevilo bakterij v
parodontalnem Zepu ostane bolj ali manj konstantno in njihova pocasna rast je
uravnotezena z izpiranjem ohlapno vezanih ali mrtvih bakterijskih celic iz parodontalnega
zepa s tkivno tekocino oziroma serumskim transudatom. Kot odgovor na stalno prisotnost
velikega Stevila bakterij v parodontalnem Zepu gostitelj v tkivu dlesni razvije Stevilne
obrambne mehanizme (preglednica 2), ki preprecujejo bakterijsko rast in njihovo invazijo v

okolisko tkivo dlesni (Loesche in Grossman, 2001).

Kot odgovor na spremembe v bakterijski sestavi (povecanje deleza po Gramu negativnih
vrst) v zobni oblogi se v okoliskem tkivu dlesni razvije vnetni odziv, ki preprecuje rast
bakterij v tkivu, odstranjuje produkte kot so antigeni, LPS bakterijske celi¢ne stene in
encimi, ki so prodrli v okolisko tkivo, in je povezan s tvorbo specifi¢nih protiteles. Tkivna

tekoCina prinasa v tkivo dlesni fagocitne celice (nevtofilce in monocite oziroma
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makrofage). V zacetnih fazah vnetnega odziva prevladujejo v tkivu celice T, medtem ko
kasneje zacno prevladovati celice B. Celice B povezujemo s tvorbo zascCitnih protiteles in
posledi¢no obvladanje okuzbe. Lahko pa ta protitelesa niso zas¢itna kar vodi v poSkodbo
tkiva. Kljub Stevilnim virulenénim dejavnikom, ki jih tvorijo parodotopatogene bakterije, je
danes sploSno sprejeto, da je za vecino Skode odgovoren specificen imunski odziv. Le-ta
vklju€uje aktivno izraZanje katabolnih citokinov in vnetnih mediatorjev (interlevkina 1,
interlevkin 6, tumorje nekrozirajocega dejavnika a, prostaglandina E,), ki so produkt
aktiviranih monocitov oziroma makrofagov, limfocitov, fibroblastov in drugih vpletenih
celic. Ti citokini in vnetni mediatorji lahko sami ali skupaj aktivirajo matriksne
metaloproteinaze, ki so odgovorne za izgubo kolagenske povezave in posledi¢no za
nastanek in poglabljanje parodontalnih Zepov (Gemmell in sod., 2002; Loesche in
Grossman, 2001; Teng, 2003). K aktivaciji metaloproteaz prispevajo tudi protezae, ki jih
tvorijo nekatere parodontopatogene bakterije, in reaktivne kisikove spojine obrambnih celic

(Loesche in Grossman, 2001; Sorsa in sod., 1992).

V zdravem tkivu fibroblasti tvorijo razlicne tipe kolagena. Kot odgovor na bakterijski
endotoksin in vnetne mediatorje, ki se izrazajo na prizadetih mestih, fibroblasti utiSajo gene
za tvorbo kolagena in gene za sintezo tkivnih inhibitorjev metaloproteaz, hkrati pa se za¢no
prepisovati geni za sintezo matriksinih metaloproteaz, ki z unicenjem tkiva dlesni odprejo

pot vnetnim celicam (Gemmell in sod., 2002)

Preglednica 2: Obrambni mehanizmi, ki jih gostitelj razvije kot odgovor na stalno prisotnost velikega Stevila

bakterij v parodontalnem zepu (Loesche in Grossman, 2001)

Obrambni mehanizmi gostitelja

e vecji pretok krvi

e veliko Stevilo nevtroflicev v tkivnem izcedku

e veliko Stevilo mononuklearnih celic v epiteliju

e povecani titri specificnih protiteles razreda G (IgG) in A (IgA)
e tvorba tkivnih protimikrobnih peptidov

e pospeseno obnavljanje epitelija dlesni
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2.1.3 Ali je parodontitis deden?

Bakterije so potrebne za zaCetek in razvoj parodontitisa, medtem ko dejavniki, kot je na

primer genetska predispozicija, lahko vplivajo na resnost bolezni in odziv na zdravljenje.

Z agresivnimi in resnejSimi oblikami parodontitisa lahko povezemo tri mediatorje vnetnega
odziva v tkivu dlesni: interlevkin 1 (IL-1), prostaglandin E2 in encime matriksne
metaloproteaze. IL-1 je primarni regulator slednjih dveh (Kornman, 2001). Asuma in sod.
(1998) so z eksperimentalnim paradontitisom povzrocenim pri opicah odkrili, da specificno
blokiranje IL-1 in tumorje nekrozirajocega dejavnika a (TNFa), bistveno zmanjsa izgubo

kosti in vpliva na vnetni odziv poskusne Zivali.

Ze nekaj let je znano, da nekateri ljudje tvorijo ve¢ IL-1 kot obrambni odgovor na
prisotnost parodontopatogenih bakterij. Visoka tvorba IL-1 se deduje in je povezana z
doloCenimi razli¢icami gena za IL-1, ki ob prisotnosti bakterij poskrbijo za njegovo
prekomerno tvorbo. Priblizno 30 % bele rase ima ta genetski potencial (Kornman, 2001).
Podobno, je verjetno tudi polimorfizem gena za TNFo dejavnik tveganja za razvoj

parodontitisa (Gemmell in sod., 2002).

McGuire in Nunn (1999) sta pri bolnikih s parodontitisom ugotovila, da sta genetska
predispozicija in kajenje mocno povezana z razvojem in potekom parodontitisa. Za bolnike
z genetsko predispozicijo je bilo 2,7-krat verjetneje, da bodo izgubili zobe, kot za bolnike
brez genetske predispozicije in za kadilce je bilo kar 2,9-krat verjetneje, da bodo izgubili
zobe kot za bolnike z genetsko predispozicijo. Kombiniran vpliv genetske predispozicije in

kajenja poveca tveganje za izgubo zob za 7,7-krat.

2.1 PARODONTOPATOGENE BAKTERIJE

Med nekaj sto bakterijskimi vrstami, ki so normalno prisotne v ustni votlini ¢loveka (Paster
in sod, 2001), je le nekaj takih, ki lahko sprozijo razvoj parodontalne bolezni in so

predstavljene v preglednici 3. Le-te sodijo v skupino mo¢no patogenih, striktno anaerobnih
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bakterij in so primarni vzrok progresivne parodontalne bolezni. Med najpomembnejse
parodontopatogene bakterije Stejemo vrste A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, P.
intermedia, B. forsythus in T. denticola (Loesche in Grossman, 2001). Stevilne med njimi
tvorijo virulenne dejavnike, ki sami po sebi ali preko imunskega odziva prispevajo k

razvoju parodontitisa (Sorsa in sod., 1992).

Preglednica 3: Bakterije, ki so vpletene v razvoj parodontitisa

Pogosto povezane Vcasih povezane
Actinobacillus actinomycetemcomitans Streptococcus intermedius
Porphyromonas gingivalis Fusobacterium nucleatum
Bacteroides forsythus Eikenella corrodens
Prevotella intermedia Peptostreptococcus micros
Treponema spp. Capnocytophaga spp.

Campylobacter rectus

Eubacterium nodatum

Parodontopatogene bakterije glede na odnos do kisika sodijo v skupino anaerobnih in
mikroaerofilnih bakterij. Morfolosko so to po Gramu negativni bacili ter nitaste in spiralne

bakterije (Groselj in Gubina, 2002).

Parodontopatogene bakterije, katere bomo podrobneje predstavili v sledecih poglavjih, v
manjS$ih koli¢inah lahko dokazemo tudi pri niZjem delezu zdravih posameznikov
(posameznikov brez parodontitisa), zato so za razvoj parodontitisa pomembne le velike
koli¢ine parodontopatogenih bakterij (Eick in Pfister, 2002; Griffen in sod., 1998; Tran in
Rudney, 1999).

2.1.1 Actinobacillus actinomycetemcomitans

Bakterija sodi v rod Actinobacillus (druzina Pasteurellaceae), katerega predstavniki so

.....

..........
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vsebujejo sladkorje, pa so celice daljse, pali¢aste oblike. Predstavniki rodu Actinobacillus
so nagnjeni k bipolarnemu obarvanju. Celice se urejajo posami¢no, v pare ali kratke

verizice.

Stevilne vrste iz rodu Actinobacillus so osamili iz vzorcev Zivali. Poleg A.
actinomycetemcomitans pri ¢loveku najdemo tudi Actinobacillus ureae in Actinobacillus
hominis. A. actinomycetemcomitans je glede na homologijo DNK in sekvenco 16S rRNK
blizje Haemophilus aphrophilus in Haemophilus parahaemophilus kot ostalim

aktinobacilom. Normalno ga najdemo v ustni votlini ¢loveka ne pa tudi pri zivalih.

Rast aktinobacilov zahteva obogatena gojis¢a in je izboljSana v atmosferi s 5 do 10 %
ogljikovim dioksidom (CO,). Kolonije A. actinomycetemcomitans imajo prvotno temnejsi

center, ki se tekom nadaljnje inkubacije razvije v zvezdasto strukturo, kar da kolonijam

.....

.....

(von Graevenitz in sod., 1995). Zrna predstavljajo lepljiv, tezko odstranljiv, gost biofilm, ki
ga tvori bakterija kadar raste na trdnih povrSinah kot sta na primer plastika ali
hidroksiapatit. Za tako mo¢no povezavo biofilma na trdne povrSine so odgovorni dolgi, v
Sop zaviti pili, ki se tvorijo na celi¢ni povrSini. Biofilm je zelo tezko odstraniti z detergenti,
proteazami, vrocino, ultrazvokom ali vorteksiranjem. V primerjavi s prostimi celicami
biofilm izkazuje povecano odpornost na antibiotike. Zaradi nastetih lastnosti je bakterija
sposobna kolonizirati ustno votlino in tam povzrociti bolezen, kar so Ze dokazali na
podganjem modelu, verjetno pa enako velja za ¢loveka (Kaplan in sod, 2003; Schreiner in

sod., 2003).

A. actinomycetemcomitans so povezali z lokalnim juvenilnim parodontitisom in drugimi
agresivnimi oblikami parodontitisa. Bakterijo pridobimo v zgodnjem otrostvu, verjetno od
druzinskih ¢lanov (Loesche in Grossman, 2001). A. actinomycetemcomitans je ena izmed
redkih bakterij v zobni oblogi, ki lahko prodre v tkivo dlesni. Njena navzoc¢nost sprozi
povecanje titra protiteles proti antigenu LPS, proti ogljikovim hidratom, ki so specifi¢ni za

serotip, in proti levkotoksinom.
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Glede na povrSinske ogljikove hidrate lo¢imo pet serotipv. Serotipi od a do ¢ so
najpogostejsi. Serotip b povezujejo s parodontitisom, tvorbo B-laktmaz, bakteremijo in
endokarditisom. Serotip ¢ je v glavnem odgovoren za okuzbe izven ustne votline, lahko pa
je vpleten tudi v razvoj parodontitisa. Vrsta A. actinomycetemcomitans ima Stevilne
virulen¢ne dejavnike, med katerimi so najpomembnejsi levkotoksini in kolagenaze.
Levkotoksini so toksi¢ni za polimorfonuklearne levkocite in monocite in njihova tvorba ni
vezana le na en serotip, najpogosteje pa je znacilna za seve serotipa b. Prisotnost
levkotokisnov doloc¢a virulenco, saj so pri bolnikih s parodontitisom nasli bistveno visje
deleze sevov, ki tvorijo levkotoksine. Levkotoksini omogocajo bakteriji, da ostane v tkivu
dlesni in iz ustne votline celo vstopi v krvni obtok ter povzro¢i okuzbe izven ustne votline
kot so bakteriemija, endokarditis in lokalni abscesi. Bakterijo skupaj s Se nekaterimi
drugimi bakterijskimi rodovi, ki jih prav tako lahko najdemo v ustni votlini ¢loveka,
uvrs¢amo v skupino HACEK (Loesche in Grossman, 2001; von Graevenitz in sod., 1995).
Bakterija se lahko pojavlja v kombinaciji z Actinomyces spp., predvsem pri okuzbah

mehkih tkiv, kjer je lahko prisotna v Zveplenih zrnih (von Graevenitz in sod., 1995).

Levkotoksini so imunogeni in sprozijo razvoj protiteles, ki omejijo okuzbo le na prve zobe.
Prisotnost teh protiteles selekcionira seve, ki ne tvorijo levkotoksinov, v starejSih

posameznikih (Loesche in Grossman, 2001).

Morfolosko in biokemi¢no je bakterija A. actinomycetemcomitans zelo podobna H.
aphrophilus (von Graevenitz in sod., 1995). Obe bakteriji lahko najdemo v vzorcih zobne
obloge. Kljub podobnostim pa se bakteriji locita v njuni vpletenosti v razvoj parodontitisa,
saj za H. aphrophilus ni dokaza, da bi bil sposoben povzrociti parodontitis (Tempro in
Slots, 1986). Vzrok temu bi lahko bile razlike v sestavi in strukturi LPS, ki ga najdemo v
celic¢ni steni obeh bakterij. LPS A. actinomycetemcomitans ob sprostitvi stimulira imunski

sistem, ki poskoduje obzobno tkivo (Brondz in Olsen, 1989).

Za osamitev in gojenje bakterije so razvili razlicna selektivna gojisca, ki vsebujejo zaviralce
rasti po Gramu pozitivnih vrst (Alsina in sod., 2001; Slots, 1982). Za dokaz A.
actinomycetemcomitans lahko uporabljamo tudi PCR, katere tare so gen za levkotoksin ali

specifi¢ne sekvence gena za 16S rRNA. Tipizacija bakterije A. actinomycetemcomitans je
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klasicno seroloska, toda doloCene prenose med druzinskimi Clani je lazje izslediti z
molekularnimi metodami (Preus in sod., 1993). Bakterija A. actinomycetemcomitans je
povecini obcutljiva za cefalosporine, tetracikline in fluorokinolone, odpornost na penicilin,

amikacin in makrolide je redka (von Graevenitz in sod., 1995).

2.1.2 Rodova Prevotella in Porphyromonas

Oba rodova, ki sta sprva spadala v rod Bacteroides, obsegata po Gramu negativne,
anaerobne, paliCaste bakterije in sta bila v nedavnih letih predmet Stevilnih taksonomskih
sprememb na podlagi hibridizacije DNK-DNK in sekvenc gena za 16S rRNK. (Jousimies-
Somer in sod., 1995; Summanen in sod., 1993). Rod Prevotella zdruZzuje pigmentirane in
nepigmentirane, saharoliticne vrste. V rod Porphyromonas so vkljuéene pigmentirane in
nepigmentirane vrste, ki so asaharoliti¢ne ali Sibko saharoliticne. Predstavniki obeh rodov

povzroc¢ajo okuzbe razli¢nih delov telesa.

Pigmentirane, anaerobne pali¢aste bakterije predstavljajo tako saharoliticne kot
nesaharoliti¢ne vrste iz rodov Prevotella in Porphyromonas (Jousimies-Somer in sod.,

1995). V preglednici 4 so nastete vrste, ki jih najdemo v ustni votlini ¢loveka.

Preglednica 4: Pigmentirane vrste iz rodov Prevotella in Porphyromonas, ki jih najdemo v ustni votlini

¢loveka (Jousimies-Somer in sod., 1995)

Rod Prevotella Rod Porphyromonas
P. corporis P. endodontalis’
P. denticola P. gingivalis

P. intermedia P. catoniae®
P. loescheii

P. melaninogenica
P. nigrescens
P. pallens

P. tannerae

'v ustni votlini se nahajajo tudi nepigmentirni sevi, > nepigmentirana vrsta
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Nekatere od zgoraj nastetih vrst so pomembni povzrocitelji okuzb v ustni votlini, okuzb po
ugrizih zivali in drugih okuzb. P. gingivalis je pomembna parodontopatogena bakterija.
Povezujejo jo z agresivnimi oblikami parodontitisa pri odraslih in, skupaj z vrsto P.
endodontalis, je pogosto vpletena v okuzbe zobne korenine in zaplete teh okuzb (Matto in
sod., 1997). Griffen in sod. (1998) so odkrili bakterijo P. gingivalis v 79 % vzorcev iz
parodontalnih Zepov, medtem ko je bila v skupini z zdravimi posamezniki prisotna v

manjSem Stevilu.

Od pigmentiranih vrst Prevotella najpogosteje v vzorcih iz ustne votline najdemo vrsti P.
intermedia in P. nigrescens. Prvotno sta bili to ena vrsta, ki pa so ju lo€ili pred priblizno
desetimi leti na podlagi homologije DNK, seroloskih testov, raziskav izoencimov in
celokupnih celi¢nih beljakovin. Stevilni avtorji so poro¢ali o razli¢ni zastopanosti obeh vrst
v vzorcih iz razlicnih delov ustne votline. P. intermedia je tako pogostejSa v vzorcih iz
parodontalnih Zzepov, medtem ko je P. nigrescens pogostejsa v vzorcih odvzetih z zdravih
mest. Fenotipsko sta obe vrsti zelo podobni, zato je biokemicna in seroloska locitev tezavna
in pogosto nezanesljiva (Frandsen in sod., 1995; Gmur in Thurnheer, 2002; Jousimies-
Somer in sod., 1995). Ostale pigmentirane vrste so redkeje dokazali v vzorcih iz

parodontalnih Zepov (Dahlen, 1993; Hillman in sod., 1993)

Pigmentirane vrste Prevotella in Porphyromonas lahko tekom rasti na gojis¢ih, ki vsebujejo
kri, tvorijo pigment (hem oziroma zelezov protoporfirin IX) in ga kopi¢ijo na celi¢ni
povrsini. Za nastanek pigmenta so potrebne molekule hemoglobina in kisik. Skupki
pigmenta na celi¢ni povrsini sluzijo kot ovira pred vdorom kisika in reaktivnih kisikovih
spojin v notranjost celice in so tako pomemben virulen¢ni dejavnik (Smalley in sod.,
2003). Vrste iz obeh rodov tvorijo Se Stevilne druge virulenéne dejavnike. Za P. gingivalis
je zlasti znacilna tvorba razli¢nih proteinaz, ki cepijo protitelesa in komponente
komplementnega sistema, medtem ko je za P. intermedia znacilno zlepljanje eritrocitov in
hemoliticna aktivnost. Pomembno dejstvo je tudi to, da so klini¢ni izolati P. intermedia
odporni na doloc¢ene antibiotike. P. intermedia tako predstavlja pomemben vir genov, ki
posredujejo odpornost na antibiotike, in ti se lahko prenasajo na druge ustne bakterije

(Duncan, 2003)
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Podobna okolja kot zgoraj opisane bakterije naseljujejo tudi nepigmentirane, saharoliti¢ne
vrste Prevotella, ob¢utljive na Zol¢ne soli, katerim pa pripisujejo manj$i pomen v razvoju

parodontitisa (Jousimies-Somer in sod., 1995).

2.1.3 Bacteroides forsythus (Tannerella forsythensis)

Bakterijo so prvi¢ opisali leta 1979 kot vretenasto bakterijsko vrsto iz rodu Bacteroides in
jo nekaj let kasneje poimenovali Bacteroides forsythus (Tanner in sod., 1979; Takemoto in
sod., 1997). V preteklosti so bile v rod Bacteroides uvrsc¢ene Stevilne nove vrste, ki so bile
kasneje premeScene v nove bakterijske rodove. Analiza sekvenc 16S rRNK je vodila do
sklepa, da je tudi B. forsythus napac¢no uvrs¢en v rod Bacteroides (Paster in sod., 1994).
Leta 2002 so Sakamoto in sod. predlagali nov rod Tannerella z eno bakterijsko vrsto
Tannerella forsythensis.

B. forsythus (T. forsythensis) je vretenasta, po Gramu negativna paliasta bakterija in jo
pogosto osamijo skupaj z vrstami Campylobacter rectus, F. nucleatum in P. gingivalis, kar
nakazuje na ekolosko zvezo nastetih bakterij (Jousimies-Somer in sod., 1995; Takemoto in
sod., 1997). Rast v tekoCih medijih je minimalna saj potrebuje zunanji vir N-
acetilmuraminske kisline za pomnoZevanje in vzdrZzevanje celicne stene. Ker je znano, da
¢lovek ne more tvoriti N-acetilmuraminske kisline, je bakterija odvisna od ostalih bakterij,
ki so prisotne v parodontalnih Zepih. Znano je, da metaboliti F. nucleatum stimulirajo rast
B. forsythus. To potrjuje tudi dejstvo, da je rast pogosto izboljSana okoli kolonij drugih
bakterij predvsem fuzobakterij (satelitski fenomen) (Dzink in sod., 1987; Jousimies-Somer,
1995; Wyss, 1989). V diagnostiki so pomembne njene Stevilne encimatske aktivnosti kot so
tripsinu podobna aktivnost in nekatere druge encimatske aktivnosti. (Jousimies-Somer,

1995; Loesche in sod., 1990).

Bakterija je pomemben parodontopatogen v napredujoc¢ih oblikah parodontitisa in oblikah
parodontitisa, ki se ne odziva na zdravljenje. Kamma in sod. (1994) so s pomocjo klasi¢ne
bakterioloske diagnostike dokazali vrsto B. forsythus v 53 % parodontalnih vzorcev

odvzetih iz bolnikov z agresivnim parodontitisom. Uporaba molekularnih metod pa
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nakazuje, da je njena prevalenca v vzorcih iz parodontalnih zepov pri bolnikih s
parodontitisom vi§ja (Lotufo in sod., 1994; Tran in Rudney, 1999). Bakterija je redko
prisotna pri zdravih posameznikih (Tran in Rudney, 1999).

Predmet Stevilnih raziskav so razlicni virulen¢ni dejavniki, ki jih tvori bakterija in imajo
verjetno patoloSko vlogo v razvoju parodontitisa. Med najpomembnejSe sodita tripsinu
podoben encim in sialidaza (Arakawa in sod., 2000; Hasebe in sod., 2004; Sabet in sod.,

2003; Saito in sod., 1997; Sharma in sod., 1998).

2.1.4 Ustne treponeme

V zobni oblogi lahko najdemo razli¢ne spirohete, med katerimi pa je le neka;j takih, ki so jih
spadajo v rod Treponema (Choi in sod., 1994). Treponeme so spiralno oblikovani
mikroorganizmi, ki v premer merijo od 0.15 do 0.30 pm, v dolzino od 5 do 16 um. Ti
morfoloski parametri se razlikujejo od vrste do vrste, vendar v osnovi treponem ne moremo
lo¢iti na podlagi teh parametrov. Identifikacija treponem temelji na nekaterih biokemi¢nih
parametrih, v pomo¢ pa nam je tudi mikroskopija v temnem polju (Norris in Larsen, 1995).
Uporabno orodje za dokazovanje in identifikacijo treponem v vzorcih zobnih oblog so

razli¢ne molekularne metode (Asai in sod, 2002; Moter in sod., 1998). Molekularne metode

.....

1994).

Ustne treponeme redko najdemo na zdravi sluznici. Njihovo Stevilo in prevalenca se
povecata pri bolnikih z gingivitisom in parodonotitisom. Pri bolnikih s parodontitisom so
prisotne kar v 88 do 97 % (Moore in sod., 1987; Loesche in Grossman, 2001). Najpogosteje
osamljena vrsta je T. socranskii, sledita ji T. denticola in T. pectinovorum. V vzorcih iz
parodontalnih Zepov najdemo tudi T. vincentii, Treponema skoliodontum in spodaj opisane

ustne treponeme PROS (angl. pathogen-related oral spirohetes) (Norris in Larsen, 1995).
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Pri bolniki z akutnim nekroticnim ulceroznim gingivitisom in parodontitisom so nasli ustne
spirohete, ki so reagirale z monoklonskimi protitelesi uperjenimi proti bakterijski vrsti
Treponema pallidum. Oznacili so jih s kratico PROS. Z oligonukleotidnimi lovkami so
pokazali, da PROS predstavljajo heterogeno skupino spirohet (skupina TRE 1), od katerih je
T. vincentii edina kultivirana vrsta (Choi in sod., 1996; Norris in Larsen, 1995). S
primerjavo vzorcev iz parodontalnih Zepov in vzorcev odvzetih z zdravih mest, so spirohete
iz skupine TRE I nasli v vseh vzorcih iz globokih parodontalnih Zepov, v vzorcih iz plitvih
Zepov pa so bile dokazane v 34 %. T. vincentii je bila redko prisotna v vzorcih iz globokih
parodontalnih Zepov, medtem ko je v vzorcih iz plitvih Zepov niso uspeli dokazati. T.
denticola je bila prisotna v 62 % vzorcev iz globokih parodontalnih zepov. Ti rezultati
namigujejo, da Ceprav je T. denticola povezana z razvojem parodontitisa, verjetno ni

najpomembnej$a med spirohetami (Moter in sod., 1998).

Ustne treponeme tvorijo Stevilne virulencne dejavnike kot so proteinaze in fosfolipaze,
toksini, vnetni mediatorji (lipoproteini, lipopolisharidi), protifagocitne molekule in encimi,

ki rezejo komponente komplementnega sistema (Edwards in sod., 2003).

2.1.5 Druge parodontopatogene bakterije

Ostale parodontopatogene bakterije ve€inoma lahko uvrstimo med anaerobne bakterijske
vrste. Med najpomembnej$imi so po Gramu negativni konicasti bacili F. nucleatum, po
Gramu negativni koki iz rodu Veillonella, Selenomonas in Centipeda, po Gramu pozitivni
koki Peptostreptococcus micros, Streptococcus intermedius in Streptococcus constellatus,
po Gramu pozitivni bacili iz rodu Eubacterium itd (Hillier in Moncla, 1995; Jousimies-
Somer in sod., 1995).

Z razvojem parodontitisa so v preteklosti povezali Se nekatere mikroaerofilne bakterijske
vrste oziroma rodove, med katerimi so omembe vredne vrste iz rodu Capnocytophaga,
Eikenella corrodens in C. rectus (Jousimies-Somer in sod., 1995; Loesche in Grossman,
2001; von Graevenitz in sod., 1995).
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Ocitno je, da v razvoj parodontitisa ni vpletena le ena bakterijska vrsta, temvec je to

polimikrobna okuzba, ki vkljucuje vec razli¢nih organizmov.

2.1.6 Mikrobni kompleksi v zobni oblogi

Socransky (1998) je na podlagi rezultatov svoje raziskave, ki je bila izvedena na velikem
Stevilu vzorcev zobne obloge, dolocil pet glavnih mikrobnih kompleksov oziroma skupin,
ki soobstajajo v zobni oblogi. V prvi ali t.i. rde¢i kompleks je uvrstil bakterijske vrste B.
forsythus, P. gingivalis in T. denticola. Osrednja skupina drugega ali oranznega kompleksa
predstavlja bakterije F. nucleatum/periodonticum ssp., P. intermedia, P. nigrescens in P.
micros. Temu kompleksu so pridruZzene Se druge bakterijske vrste: Eubacterium nodatum,
C. rectus, Campylobacter showae, Campaylobacter gracilis in Streptococcus constellatus.
Tretji kompleks tvorijo Stevilne vrste iz rodu Streptococcus, cetrti kompleks vkljucuje
Capnocytophaga spp., Campylobacter concisus, Eikenella corrodens in A.
actinomycetemcomitans serotip a, v peti kompleks pa se uvrscata vrsti Veillonella parvula
in Actinomyces odontolyticus. A. actinomycetemcomitans serotip b glede na rezultate

raziskave ni bil povezan z nobenim od nastetih kompleksov.

Z nadaljnjo obdelavo rezultatov je Socransky (1998) ugotovil, da je rdeci kompleks
povezan z oranznim kompleksom, kar pomeni, da je bakterije iz prvega kompleksa redko
dokazal v vzorcih zobne obloge brez predstavnikov oranznega kompleksa. Povezanost obeh
kompleksov oziroma njihovih posameznih predstavnikov so nakazale tudi druge raziskave
(Diaz in sod., 2002; Kolenbrander in sod., 1995; Kolendrander in sod., 2002). Najvec je
znanega o bakterijski vrsti F. nucleatum, ki verjetno predstavlja most med zacetnimi in
poznimi kolonizatorji zobne obloge. F. nucleatum je najpogostejsa po Gramu negativna
bakterijska vrsta v vzorcih odvzetih z zdravih mest in njeno Stevilo opazno naraste v
vzorcih odvzetih z mest, kjer se razvija parodontitis. Njena prisotnost je pogosto dokazana
skupaj z bakterijami T. denticola, P. gingivalis in B. forsythus, kar nakazuje, da je bakterija
verjetno potrebna za njihovo kolonizacijo (Diaz in sod., 2002; Jousimies-Somer in sod.,

1995; Kolenbrander in sod., 1995; Kolenbrander in sod., 2002; Takemoto in sod., 1997).
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Rdeci kompleks je bil v raziskavi Socransky-a najmocneje povezan s klinicnimi parametri,
ki so pomembni pri diagnosticiranju parodontitisa. Tako so posamezne vrste iz rdeCega
kompleksa in celoten kompleks izkazovale moc¢no povezavo z globino parodontalnega zepa
in krvavitvijo iz dlesni. Podobno, vendar bolj ohlapno povezavo s klini¢nimi parametri
parodontitisa, lahko pripiSemo tudi oranznemu kompleksu. Zanimivo je, da mehansko
zdravljenje, kot sta mehansko lus€enje in glajenje zobne korenine, u€inkovito odstrani
predstavnike rdeCega kompleksa, medtem ko prakticno nima vpliva na ostale bakterijske
vrste (Cugini in sod., 2000; Haffajee in sod., 1997; Simonson in sod., 1992). Zato bi bilo
pomembno z zdravljenjem vplivati tudi na bakterijske vrste iz oranznega kompleksa, ki
ocitno pripomorejo k pojavu bakterijskih vrst iz rdecega kompleksa v razvijajoci se zobni

oblogi.

2.1.7 Prisotnost parodontopatogenih bakterij v slini

Slina je primeren vzorec za dokazovanje parodontopatogenih bakterij saj vsebuje razli¢ne
bakterijske vrste iz razli¢nih delov ustne votline (jezik, parodontalni Zepi), hkrati pa je
njeno vzorcenje lahko. Ustna flora, ki jo najdemo v slini zdravih posameznikov, se
razlikuje od tiste, ki jo najdemo pri bolnikih s parodontitisom (Sakamoto in sod., 2000,
2003). Matto in sod. (1998) so s PCR iskali bakterijo P. gingivalis v vzorcih sline.
Ugotovili so, da njena prevalenca v slini s starostjo naras€a (63 % vzorcev sline pozitivnih
v starostni skupini od 31 do 80 let), hkrati pa je tudi pogostejSa v slini posameznikov s
parodontitisom. Pri bolnikih s kroni¢nim parodontitisom je bila dokazana kar v 70 % vseh

vzorcev sline.

V razli¢nih raziskavah so parodontopatogene bakterije kot so A. actinomycetemcomitans, B.
forsythus, P. gingivalis in razli¢ne treponeme pogosteje nasli v slini kot v vzorcih iz
parodontalnih zepov (Sakamoto in sod., 2001; Umeda in sod., 1998). Za preiskavo se
odvzame celotno slino, ki pa seveda vsebuje visje koncentracije tarénih bakterij kot vzorec
iz parodontalnega Zepa. Koncentracija parodontopatogenih bakterij lahko zelo varira od

zepa do Zepa, kar vpliva na njihovo zastopanost v vzorcu. (Sakamoto in sod., 2003).
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2.1 DOKAZOVANJE PARODONTOPATOGENIH BAKTERIJ

Dokazovanje parodontopatogenih bakterij kot pomo¢ pri usmerjanju zdravljenja
parodontitisa je relativno nov koncept v dentalni medicini vendar se zelo hitro razvija v
smislu tehni¢nih postopkov identifikacije, nacina vzorCenja, klini¢nih pokazateljev
parodontitisa in standardizacije postopkov identifikacije med diagnosti¢nimi laboratoriji.
Listgarten in Loomer (2003) sta se v svoji raziskavi spraSevala ali je dokazovanje
parodontopatogenih bakterij pravzaprav potrebno, glede na to, da vecina zobozdravnikov Se
vedno prisega na tradicionalno neantibioti¢no zdravljenje parodontitisa. Celotna raziskava
je bila zasnovana na 24 ¢lankih, katerih vecina je predstavljala opise primerov brez kontrol.
13 clankov je porocalo o dokazovanju parodontopatogenih bakterij kot pomoc pri
zdravljenju parodontitisa, ostalih 11 ¢lankov pa je porocalo o razliénem kliniénem odzivu
glede na izbrano zdravljenje parodontitisa. Zakljucila sta, da sta antibioti¢no zdravljenje in
torej dokazovanje parodontopatogenih bakterij zlasti pomembna za bolnike z agresivnim

parodontitisom in za bolnike, ki se slabo odzivajo na tradicionalno zdravljenje.

2.1.1 Odvzem in transport vzorcev

Vzorce iz parodontalnih zepov odvzame zobozdravnik v zobozdravniski ordinaciji.
Odvzemno mesto je pred vzorCenjem potrebno posusiti in po potrebi razkuziti. Sledi
odstranitev zobne obloge, ki se je razvila nad mejo dlesni. Material iz parodontalnih zZepov
pridobimo z neznim strganjem z ustreznim zobozdravniskim orodjem. Alternativo
predstavljajo papirnata Silca, ki jih vstavimo v parodontalni zep za priblizno 10 sekund
(slika 1). Ne glede na metodo vzorcenja pa je potrebno vzorec takoj shraniti v anaerobno
transportno gojis¢e. Primera takih gojiS€ sta reducirano transportno gojis¢e RTF (angl.
reduced transpor fluid) in gojiS¢e VMGA III (angl. Viability-maintaining Gothenburg
anaerobe) (Dahlen in sod, 1993; Jousimies-Somer H.R., 1995; Summanen in sod., 1993).
VMGA 1II, saj je omogocalo prezivetje viSjega skupnega Stevila anaerobnih bakterijskih
vrst. To si lahko razlozimo z razlikami v sestavi in konsistenci obeh gojis¢. Gojis¢e VMGA

111 je poltrdno gojis€e in vzdrzuje nizke vrednosti redoks potenciala tudi po vnosu vzorca v



27

Sodja E. Primerjava klasi¢ne bakterioloske diagnostike in molekularne metode za dokazovanje parodontopatogenih bakterij v vzorcih iz parodontalnih Zepov
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehni$ka fakulteta, Enota medoddel¢nega $tudija mikrobiologije, 2006

gojis¢e. Lahko vsebuje tudi steklene kroglice, ki pospesijo razpad morebitnih agregatov v

vzorcu. Za molekularno dokazovanje papirnata Silca vstavimo v prazno epruvetko.

Slika 1: Odvzem vzorca iz parodontalnega Zepa s papirnatim Silcem (Conrads, 2001)

Pogoji in cas transporta naj ne bi vpliva na viabilnost in relativno zastopanost
mikroorganizmov v vzorcu. Vzorci naj bi bili transportirani in hranjeni pri sobni
temperaturi. Odsvetovano je shranjevanje vzorcev v hladilniku, ker kisik bolje difundira pri
nizjih temperaturah, medtem ko hranjenje vzorca pri temperaturi inkubacije lahko vodi do
razrasti dolocenih bakterijskih vrst in/ali izgube drugih bakterijskih vrst. Za molekularno
dokazovanje niso potrebne zive bakterije, nasprotno pa je potrebno vzorce hraniti v

hladilniku (Jousimies-Somer H.R., 1995; Summanen in sod., 1993).

2.1.2 Klasi¢na bakteriolo§ka diagnostika parodontopatogenih bakterij

Klasi¢na bakterioloska diagnostika parodontopatogenih bakterij vkljucuje osamitev in
temelji na biokemic¢nih oziroma fenotipskih lastnostih bakterij. Priporocljivo je, da so vsi
koraki klasicne bakterioloske diagnostike izvedeni v anaerobnem okolju (najbolje v
anaerobnih komorah) z minimalno izpostavitvijo kisiku (Jousimies-Somer H.R., 1995;

Summanen in sod., 1993).
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2.5.2.1 Gojisca za osamitev parodontopatogenih bakterij

Za osamitev parodontopatogenih bakterij iz vzorcev so potrebna Stevilna selektivna gojisca
v kombinaciji z neselektivnim trdnim gojiS¢em, ki omogoca rast vecine bakterij, in tekocim
obogatitvenim gojiS¢em. Neselektivna trdna gojis€a z razlicnimi osnovami se razlikujejo v
njihovi sposobnosti podpirati rast dolocenih skupin anaerobnih bakterij. Izbiramo lahko
med agarjem po Schaedler-ju, agarjem Brucella, gojis¢em BHI (angl. brain heart infusion)
itd. Vsem osnovnim gojis¢em dodamo substrate (ov¢ja, konjska ali zaj¢ja kri, vitamin K,
hemin), ki podpirajo in izbolj$ajo rast anaerobov. Tekoce, tioglikolatno gojis¢e omogoca
prisotna rast oziroma je le-ta minimalna. Tekoemu gojis€u je potrebno dodati tudi
dolocena hranila (npr.: N-acetilmuraminska kislina za B. forsythus) (Jousimies-Somer H.R.,

1995; Summanen in sod., 1993).

Za osamitev pigmentiranih vrst Prevotella uporabimo gojis¢e KVLB (ang. kanamycin-
vancomycin laked blood). To gojiS¢e vsebuje dva antibiotika, kanamicin in vankomicin, in
posebno obdelano ov¢jo kri. Kri ¢ez no¢ zamrznemo in naslednji dan odmrznemo. To
sprozi pokanje eritrocitov in s tem spros¢anje hranil za anaerobne bakterije. Koncentracija
vankomicina (7,5 pg/ml) zavira rast ve€ine po Gramu negativnih, pali¢astih bakterij, med
drugim tudi vrste iz rodu Porphyromonas. V tem primeru znizamo koncentracijo (2 pg/ml)

omenjenega antibiotika (Jousimies-Somer H.R., 1995; Summanen in sod., 1993).

Za osamitev bakterije T. forsythensis so potrebna gojis¢a z razlinimi osnovami
(najvecCkrat tryptic soy agar), katerim se doda kvasni ekstrakt, pepton in N-
acetilmuraminska kislina. (Dzink in sod., 1987; Sabet in sod., 2003; Summanen in sod.,

1993; Takemoto in sod., 1997).

Tudi za osamitev ustnih treponem iz vzorcev iz parodontalnih Zepov potrebujemo
selektivna gojiSca, ki se razlikujejo od obicajnih bakterioloSkih gojis¢ (Norris in Larsen,
1995; Edwards in sod., 2003). Taka gojis¢a so kompleksna po sestavi in vsebujejo peptone,

kvasni ekstrakt, bistro rumensko tekoCino in serum kot vir kratkih in dolgoveriznih
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mascobnih kislin. Dodaten selekcijski pritisk lahko dosezemo z dodatkom antibiotikov kot
sta rifampin (2 pg/ml) in polimiksin B (800 U/ml). Na agar se nato poloZi sterilni
nitrocelulozni filter s povprecno Sirino por med 0,15 in 0,3 pm, na katerega skupaj s 3 %
raztopljeno agarozo polozimo sterilni obro¢ O. Na tako pripravljeno gojis¢e kapnemo
vzorec. Treponeme so sposobne preiti preko filtra v spodaj lezeCe gojis€e, medtem ko
ostale bakterije ostanejo ujete na povrSini. Po enem do dveh tednih inkubacije pri 37 °C
odstranimo nitrocelulozni filter. Meglen videz gojiS¢a je znak prisotnosti treponem v
vzorcu zobne obloge. Del gojis¢a, kjer je prisotna rast, lahko odstranimo in cepimo v
tekocCe ali poltrdno gojisce. Po dveh do treh dneh kulturo iz tekocega gojis€a cepimo na
trdno gojis€e in tako dosezemo osamitev posameznih kolonij (Norris in Larsen, 1995;

Edwards in sod., 2003).

Tudi vrsta A. actinomycetemcomitans ni izjema in za njeno osamitev iz parodontalnih
vzorcev potrebujemo kompleksna, selektivna gojis€a. Najpogosteje uporabljeno gojisce za
osamitev A. actinomycetemcomitans je gojis¢e TSBV (ang. tryptic soy-serum-bacitracin-
vancomycin) (Slots, 1982). Alsina in sod. (2001) so razvili novo gojis¢e na osnovi agarja
BHI, imenovano Dentaid-1. To gojisce je v primerjavi z gojis¢em TSBV bolj obcutljivo za
dokazovanje bakterije A. actinomycetemcomitans v vzorcih iz parodontalnih Zepov. Hkrati

bistveno bolje zavira rast morfolosko podobne bakterije H. aphrophilus.

2.5.2.2 Identifikacija parodontopatogenih bakterij

Parodontopatogene bakterije so prisotne v meSanih kulturah skupaj z drugimi anaerobnimi
in/ali aerobnimi oziroma fakultativnimi bakterijami. Na prisotnost anaerobov nakazujejo
Stevilni znaki kot so znacilen vonj ob odprtju anaerobnih loncev ali vreck, rast na
neselektivnem gojis¢u. Pomembno je, da pozornost namenimo vsem morfolosko razli¢nim
kolonijam. Pri precepljanju moramo biti hitri, saj nekatere anaerobne bakterijske vrste

odmrejo ze po relativno kratki izpostavitvi kisiku (npr: F. nucleatum, Porphyromonas sp.).
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Bakterijo A. actinomycetemcomitans identificiramo na podlagi tipi¢nih kolonij, ki porastejo
po 72 urah na selektivnem gojis¢u. Kolonije so okrogle, prosojne, lepljive z rahlo
nepravilnimi robovi in premera 1 do 2 mm. V srediScu se tvori zvezdasta struktura. Vrsto
potrdimo s pozitivno katalazno reakcijo in razmazom kulture obarvanim po Gramu. Od
morfolosko podobne vrste H. aphrophilus jo lo¢i fermentacija laktoze in hidroliza ONPG
(o-nitrofenil-B-D-galaktopiranozida) (Alsina in sod., 2001; Slots, 1982; von Graevenitz in
sod., 1995).

Vrste iz rodu Porphyromonas je relativno lahko identificirati do vrstnega nivoja s pomocjo
antibioti¢nih diskov (preglednica 5) in rezultatov nekaterih testov kot so tvorba indola,
katalaze in lipaze ter hitrih encimskih testov (API ZYM oziroma Rosco). Vrste, ki jih
osamimo iz ¢loveka, so veCinoma katalaza negativne in obcutljive na zol¢ne soli. Vrste
lahko identificiramo tudi s pomocjo opecnato rdece fluorescence pod UV lucjo, ki sicer ni
kri. Kolonije po 48 urah inkubacije so majhne (< Imm), sijo¢e in gladke. Pigment se
navadno razvije Sele po 3 do 7 dneh inkubacije. Rast je lahko izboljSana okoli kolonij
drugih mikroorganizmov kot so stafilokoki (satelitski fenomen). Vrsto P. gingivalis lahko
dolo¢imo na podlagi pigmentiranih kolonij, ki ne fluorescirajo pod UV lu¢jo, dalje na
podlagi pozitivne tripinske reakcije, negativne fermentacije glukoze in laktoze in pozitivne

tvorbe indola (Jousimies-Somer, 1995; Summanen, 1993).

Identifikacija pigmentiranih vrst iz rodu Prevotella pa je nasprotno precej tezavna. Vrst
Prevotella loescheii, Prevotella tannerae, Prevotella sp. sev DIC-20 in nekateri sevi
Prevotella melaninogenica, Prevotella denticola, Prevotella enoeca in Prevotella veroralis
ni mozno idenificirati z obi¢ajnimi biokemi¢nimi testi; edina zanesljiva metoda je analiza

celi¢nih mascobnih kislin (Jousimies-Somer, 1995).
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Preglednica 5: Profil obcutljivosti posameznih anaerobnih bakterij in bakterijskih skupin za antibiotike

vankomicin, kanamicin in kolistin (Jousimies-Somer in sod., 1995)

Vrsta vankomicin  kanamicin kolistin
(5 ng) (1000 pg) (10 ng)
skupina B. fragilis R R R
Porphyromonas spp. S R R
Prevotella spp. R Rs A%
P. intermedia-P.nigrescens-P.pallens R Rs S
P.loescheii R R Vv
ostale Prevotella sp. R R A%
Campylobacter spp. R S S
Fusobacterium nucleatum R S S
Capnocytophaga spp. R S R
Leptotrichia spp. R S S
Veillonella spp. R S S

R-odporen, S-obcutljiv, Rs-vecina izolatov odpornih, nekatere obcutljive, V-variabilno

Indol in lipaza pozitivni kokobacili, ki tvorijo temen pigment ali rdece fluorescirajo, lahko
identificiramo kot skupino P. intermedia/Prevotella nigrescens. Obe vrsti sta si biokemi¢no
zelo podobni in ju prav tako na podlagi biokemi¢nih reakcij ne moremo lociti. Razlikovanje
P. intermedia in P. nigrescens temelji na elektroforetski gibljivosti dolocenih encimov (npr.
glutamat dehidrogenaze in malat dehidrogenaze) ali molekularnih metodah (Dahlen in sod.,
1996; Jousimies-Somer, 1995; Matto in sod., 1997). Prevotella pallens je podobna obema
vrstama z razliko tvorbe lipaze, ki je negativna, in svetlejSega pigmenta. Vse indol
negativne vrste je potrebno identificirati dalje z drugimi biokemicnimi testi. Lipaza
pozitivni, indol negativni, pigmentirani gram negativni bacili so lahko vrsta P. loescheii.
Vecina pigmentiranih vrst je tudi hemoliticnih. Dolo¢eni sevi pigmentiranih Prevotella spp.
potrebujejo za razvoj pigmenta ve¢ kot 21 dni (predvsem vrsta P. loescheii) in jih zato
lahko zamenjamo z nepigmentirano vrsto P. veroralis. Vrste Prevotella lahko lo¢imo od
rodu Porhyromonas (nesaharoliticne vrste) s fermentacijo glukoze, ki je pri vrstah
Prevotella pozitivna, in na podlagi profila odpornosti na dolo¢ene antibiotike (preglednica

5). (Jousimies-Somer, 1995; Summanen, 1993).
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Bakterijska vrsta B. forsytus je vretenast bacil, ki izkazuje razlicne encimske aktivnosti,
med drugim tudi aktivnost tripsina, N-acetil-beta-glukozaminidaze, alfa-fukozidaze in beta-
glukuronidaze. Omenjene encimatske aktivnosti in potreba po zunanjem viru N-
acetilmuraminske kisline so diagnosti¢no pomembne. Kolonije so roza ali rumeno bele
barve, lisaste, v€asih v obliki krofa s prosojno cono. Bakterija zato pogosto tvori satelitske
kolonije okoli kolonij drugih mikroorganizmov, zlasti fuzobakterij (Jousimies-Somer in

sod., 1995; Summanen in sod., 1993; Takemoto in sod., 1997).

Ce so v vzorcu iz parodontalnih Zepov prisotne spirohete, lahko hitro ugotovimo z
mikroskopijo v temnem polju, ki nam hkrati da tudi informacijo o morfoloskih lastnostih
treponem. Za identifikacijo ustnih treponem je diagnosticnega pomena njihova gibljivost, ki
jo izkoristimo ze pri sami osamitvi treponem. Za dolocitev do vrste pa so pomembni
naslednji biokemi¢ni parametri: zahteve po doloCenih hranilih, fermentacija ogljikovih

hidratov in encimatske aktivnosti (Norris in Larsen, 1995; Edwards in sod., 2003).

2.5.2.3 Hitri identifikacijski sistemi

Za identifikacijo anaerobnih bakterij so danes dostopni Stevilni hitri sistemi (rezultati v 2 do
4 urah), ki temeljijo na encimatski razgradnji substratov pri ¢emer se sprostijo kromogeni
in/ali fluorogeni substrati. Ti sistemi so primerni za identifikacijo pocasi rastocih,
zahtevnih, po Gramu negativnih bacilov in kokov, saj ni potrebna rast v testnem gojiscu.
Toc¢nost hitrih identifikacijskih testov lahko pove¢amo z doloCenimi preprostimi testi. Dva
izmed takih sistemov sta BBL Crystal Anaerobe (BD Diagnostic Systems, Franklin Lakes,
ZDA) in Rapid ID 32A (bioMerieux, Marcy I'Etoile, Francija). Identifikacijski sistem
BBL Crystal Anaerobe uspesno identificira vecino testiranih sevov Prevotella in
Porphyromonas do vrstnega nivoja. Pravilno uvrsti tudi 92,6 % testiranih sevov iz rodu
Fusobacterium in 88,2 % sevov iz rodu Peptostreptococcus. Sistem Rapid ID 32A pa
pravilno identificira 95,5 % testiranih sevov iz rodu Fusobacterium. Podobno pravilno
uvrsti testirane seve Prevotella in Porphyromonas do nivoja rodu, vendar pa je manj
natanéen na vrstnem nivoju (Cavallaro in sod., 1997; Downes in sod., 1999; Jousimies-

Somer in sod., 1995).
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2.1.3 Molekularna bakterioloSka diagnostika

Zaradi Stevilnih pomanjkljivosti klasi¢ne bakterioloSke diagnostike so se zalele razvijati
razli¢ne molekularne metode, ki predstavljajo hitro, preprostejSo in bolj zanesljivo moznost
dokazovanja parodontopatogenih bakterij v vzorcih iz parodontalnih zepov. Molekularne
metode temeljijo na razli¢nih principih PCR kot so naklju¢ni PCR (AP-PCR; angl.
arbitrarily primed polymerase chain reaction), PCR v realnem c¢asu, veckratni PCR (angl.
multiplex PCR), razli¢ica veckratnega PCR t.i. kompetitivni PCR, zelo pogosto pa so v
uporabi razlicne hibridizacijske metode (Boutaga in sod., 2005; Conrads, 2001;
Doungudomdacha in sod., 2000; Gersdorf in sod., 1993; Lau in sod., 2004; Moncla in sod.,
1990; Nonnenmacher in sod., 2004; Sakamoto in sod., 2001; Tran in Rudney, 1999). V
Stevilnih raziskavah so bile nove molekularne metode primerjane s klasi¢no bakteriolosko
diagnostiko kot primarnim standardom in pogosto jim je bila pripisana visoka obcutljivost
in nizka specificnost. Nizka specifi¢nost izhaja iz dejstva, da je nova molekularna metoda
dosegla vecje Stevilo pozitivnih vzorcev v primerjavi s klasicno bakteriolosko diagnostiko.
To lahko pomeni, da je molekularna metoda dokazala bakterije, ki niso tar¢ne bakterije ali

pa je klasi¢na diagnostika nezanesljiva v zaznavanju tar¢nih bakterij (Loesche in sod.,

1992b).

2.5.3.1 Komercialno dostopni molekularni testi

V zadnjih nekaj letih so na trzis¢u postali dostopni razli¢ni molekularni testi, ki obljubljajo
hitro in enostavno dokazovanje parodontopatogenih bakterij. Nekaj let je bil komercialno
dostopen test DMDx/PATHOTEK ameriskega proizvajalca OmniGene Laboratory Services
(Cambridge, ZDA), ki je temeljil na principu hibiridizacijskih metod. Test sedaj lahko
uporabljajo le nekateri laboratoriji, med katerimi je tudi laboratorij ANAWA (Wangen,
Svica). V letu 2000 je bilo v Evropi izvedenih kar 16000 takih testov za dokazovanje
parodontopatogenih bakterij. Na evropskem trzis¢u pa so prisotni tudi drugi molekularni
testi, ki temeljijo na hibridizacijskih metodah. Molekularni test IAI Pado Test 4.5 (Institute
for Applied Immunology, Zuchwil, Svica) je dostopen le v nekaterih evropskih drzavah

(Svica, Nem¢ija in Nizozemska) in temelji na dokazu parodontopatogenih bakterij z
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radioaktivno oznaCenimi lovkami. Proizvajalec LCL Biokey GmbH (Aachen, Nemcija)
ponuja test LCL, ki temelji na podobni metodologiji, le da so lovke kemiluminiscentno
oznacene. Oba proizvajalca letno izvedeta priblizno 10000 testov. Za test LCL je znano, da

povprasevanje po njem hitro naras¢a (Conrads, 2001).

Da bi povecali specificnost molekularnih metod za dokazovanje parodontopatogenih
bakterij, so se na trziS¢u pojavili testi, ki zdruzujejo razlicne molekularne tehnike (Conrads,
2001). Dva izmed takih testov sta tudi micro-IDent in micro-IDent plus proizvajalca Hain
Lifescience (Nehren, Nemcija). Oba testa zdruzujeta pomnozevanje znacilnih odsekov
parodontopatogenih bakterij s PCR (t.i. veckratni oziroma multiplex PCR) in nato dokaz
pridelkov PCR s hibridizacijo z vrstno znacilnimi lovkami vezanimi na nitrocelulozno
membrano. V procesu hibridizacije se na z biotinom oznacene produkte PCR veze konjugat
streptavidina in encima alkalne fosfataze. Ob dodatku substrata za encim pride do barvne
reakcije, intenziteta katere je v razmerju s koli¢ino DNK v vzorcu. Molekularni test micro-
IDent omogo¢a  dokazovanje  petih  parodontopatogenih  bakterij  (A.
actinomycetemcomitans, P. gingivalis, P. intermedia, B. forsythus in T. denticola), medtem
ko je molekularni test micro-IDent plus razSirjena razliica in omogoca dokazovanje
dodatnih Sestih pardontopatogenih bakterij (P. micros, F. nucleatum/periodonticum, C.
rectus, E. nodatum, E. corrodens in Capnocytophaga sp). Proizvajalec priporoc¢a uporabo
obeh testov pri bolnikih s parodontalnimi zepi globljimi od 4 mm in dobro ustno higieno. V
primeru parodontalnih zepov globljih od 5 mm, je priporocljivo testirati vse bolnike.
Rezultati obeh testov so znani v bistveno krajSem casu (5 do 6 ur), kot je to mogoce s
klasicno bakteriolosko diagnostiko, pri kateri obi¢ajno od obdelave vzorca do koncne
identifikacije pretee 7 ali celo ve¢ dni. Glede na rezultate molekularnega testa
zobozdravnik predpise ustrezno kombinacijo mehanskega in antibioticnega zdravljenja. Po
konCanem zdravljenju je molekularno testiranje priporoc¢ljivo ponoviti. V primeru
pozitivnih rezultatov proizvajalec priporofa uporabo testa GenoType PST, ki omogoca
dokazovanje polimorfizma v skupini genov za IL-1 in temelji na enakem principu kot

omenjena molekularna testa.
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V prihodnosti velik pomen pripisujejo hitrim molekularnim testom, ki omogocajo rezultate
v roku ene ure (angl. chair-side DNA probe assay). Eden izmed takih testov je Periodontal

Microbial Identification Test (Saigene Corp, Bothell, ZDA) (Conrads, 2001).

2.1 ZDRAVLJENJE PARODONTITISA

Zdravljenje parodontitisa lahko razdelimo na tradicionalno neantibioticno zdravljenje,
antibioti¢no zdravljenje in kombinacijo obeh zdravljenj (Loesche in Grossman, 2001).
Carvalho in sod. (2005) so v svoji raziskavi razdelili bolnike s parodontitisom v skupine z
razliénim nacinom zdravljenja. Tri mesece po koncanem zdravljenju so v vzorcih iz
parodontalnih Zepov s pomocjo hibridizacijske metode iskali spremembe v mikrobni
zdruzbi. Vsi nacini zdravljena so uspesno znizali koncentracije parodontopatogenih bakterij
(P. gingivalis, B. forsythus in Treponema denticola). Za najbolj uspesne so se izkazale

kombinacije razli¢nih na¢inov zdravljenja.

2.1.1 Tradicionalno mehansko zdravljenje

Tradicionalno zdravljenje parodontitisa temelji na predpostavki, da je vzrok parodontitisa
nespecifina razrast bakterij na zobni povrSini in da lahko rast bakterij kontroliramo s
profesionalnim ¢iS¢enjem zob, ki vkljuuje mehansko luscenje, glajenje zobne korenine in
operacijske posege. Zobna obloga pogosto poapni, kar vodi v razvoj zobnega kamna. Ce se
zobni kamen tvori pod mejo dlesni, je brez operacijskega posega tezko odstranljiv s
povrsine zobne korenine. Kljub operativni odstranitvi zobnega kamna Se vedno ostanejo
globoki parodontalni zepi, ki pa se jih prav tako lahko zmanjSa z operacijo. Omenjeni
zobozdravniski posegi skupaj z ustrezno ustno higieno in nadaljnjimi rednimi obiski
zobozdravstvene ordinacije, lahko onemogocijo ponovno akumulacijo bakterij, s ¢imer je
prepreCena ponovitev vnetja in resorbcije kosti. TakSen nacin zdravljenja parodontalne
bolezni predstavlja osnovo v zdravljenju parodontitisa, ki je sicer relativno ucinkovito

vendar hkrati tudi drago (Loesche in Grossman, 2001).
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Z omenjenimi postopki pogosto ne moremo odstraniti vseh bakterij z zobne povrsne. Le-te
se lahko ponovno namnozijo do te mere, da ponovno pride do razvoja bolezni. Vir
parodontopatogenih bakterij v takih primerih verjetno predstavljajo zobna korenina in
kanal¢ki v zobovini. S pomocjo elektronskega mikroskopa je Ze bilo dokazano, da te
bakterije lahko ponovno poselijo zobne povrSine (Loesche in Grossman, 2001). Hirschfeld
in Wasserman (1978) sta v raziskavi, ki je trajala priblizno 20 let, opazila, da se vsi bolniki
ne odzivajo enako na mehansko zdravljenje. Vecina bolnikov (83,2 %) je predstavljala
skupino z dobrim odzivom na zdravljenje, medtem ko so bili ostali bolniki (16,8 %)
razdeljeni v skupine s slabim oziroma zelo slabim odzivom na zdravljene. Ta dejstva si

verjetno lahko razlozimo z zgoraj nastetimi razlogi.

Haffajee in sod. (1997) so Sest mesecev po kon¢anem mehanskem zdravljenju (mehansko
lus¢enje in glajenje koreninske povrSine) z razlicnimi vrstno-specificnimi lovkami
preucevali vpliv zdravljenja na mikrobno floro v vzorcih zobne obloge, ki so jih odvzeli
bolnikom s kroni¢nim parodontitisom. 39 bolnikov (69 %) se je odzvalo na zdravljenje. V
povprecju se je Stevilo parodontopatogenih bakterij (P. gingivalis, T. denticola in B.
forsythus) pri slednjih bolnikih zmanjSalo, kar je bilo opazno tudi eno leto po kon¢anem
zdravljenju (Cugini in sod., 2000; Loesche in Grossman, 2001). V raziskavi so hkrati
pokazali vzro¢no povezavo med kajenjem in razvojem parodontitisa, saj so se kadilci slabse
odzivali na zdravljenje. Podoben odziv na zdravljenje so opazili tudi Colombo in sod.
(1998). Bolniki, vkljueni v to raziskavo, so prejeli mehansko lus¢enje in glajenje
koreninske povrSine ter po potrebi parodontalno operacijo in sistemsko zdravljenje s
tetraciklinom. Pri bolnikih s slabim odzivom na zdravljenje so bile v veéjem Stevilu
prisotne bakterije iz rodu Streptococcus, predvsem S. constellatus. Poleg omenjene so bile
prisotne tudi bakterije Acinetobacter baumanni, Gemella haemolysans, Enterococcus
faecalis, Staphylococcus warneri in Pseudomonas aeruginosa. Teh vrst obiajno ne
najdemo v vzorcih zobne obloge in njihova prisotnost bakterij je lahko posledica

zdravljenja z antibiotiki (Colombo in sod., 1998; Loesche in Grossman, 2001).

Posamezni avtorji so porocali, da imajo bolniki s slabim odzivom na zdravljenje anaerobno
floro, ki je znacilna za kroni¢ne in agresivne oblike parodontitisa. V eni izmed takih

raziskav so v vzorcih zobne obloge nasli parodontopatogene bakterije kot so B. forsythus (v
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84 % vzorcev), spirohete (83 %), vrste iz rodu Fusobacterium (68 %), P. gingivalis (63 %)
in A. actinomycetemcomitans (16 %) (Listgarten in sod., 1993; Loesche in Grossman,
2001).

Pri bolnikih z dobrim odzivom na mehansko zdravljenje je bil opazen zacetni upad Stevila
bakterij, vendar pa so se koncentracije bakterij vrnile na vrednosti pred zdravljenjem. Za
spirohete je ta ¢as priblizno 3 do 4 mesece. Ce torej zobne obloge ne odstranjujemo
pogosto, lahko zopet pride do vnetnega odziva dlesni in do povrnitve bolezni.
Zobozdravniski standard tako priporoCa, da naj bi se bolniki vracali na mehansko

zdravljenje na vsake 3 do 6 mesecev do konca Zivljenja (Loesche in Grossman, 2001).

2.1.2 Antibioti¢no zdravljenje

Najpogosteje uporabljen antibiotik je metronidazol zaradi dejstva, da so vzrok parodontitisa
vecinoma anaerobne bakterije. Metronidazol skupaj z mehanskim luS¢enjem in glajenjem
koreninske povrSine se je izkazal za ucinkovito dopolnilno zdravljenje. Pri bolnikih, ki so
prejeli metronidazol, je priSlo do izboljSanja klini¢ne slike in zmanjSanja Stevila
parodontopatogenih bakterij hkrati pa je bila bistveno zmanjSana potreba po parodontalni

operaciji kot pri bolnikih, ki so prejeli standardno zdravljenje (Loesche in sod., 1992a).

Spoznanje, da so v razvoj parodontitisa vpletene specifi¢ne bakterijske vrste, je sprozilo
pretirano uporabo in zlorabo sistemskih antibiotikov za zdravljenje parodontitisa. Zaradi
teh in drugih razlogov so zacele farmacevtske druzbe izdelovati nosilce, ki sproscajo
antibiotik direktno v parodontalni Zep. Njihova ucinkovitost je podobna ucinkovitosti
sistemskih antibiotikov hkrati pa z njihovo uporabo obidemo probleme, ki nastopijo zaradi

sistemskih antibiotikov (Loesche in Grossman, 2001).
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 MATERIAL

V okviru diplomskega dela smo uporabili naslednja gojisca:

transportno gojiSce za anaerobe VMGA III (preglednica 6)

obogateno tioglikolatno gojisce

agar po Schaedler-ju za izolacijo anaerobnih bakterij

KVLB z zmanj$ano koncentracijo vankomicina za izolacijo bakterijskih vrst iz
rodov Prevotella in Porphyromonas (preglednica 7; Summanen in sod., 1993) in
Dentaid-1 za izolacijo bakterije A. actinomycetemcomitans (preglednica 8; Alsina in
sod., 2001).

Preglednica 6: Sestava transportnega gojis¢éa VMGA III (Doan in sod., 1999)

Zelatina 5%
Pepton 0.05 %
Spran agar 0.2 %
Tioglikolna kislina 0.05 %
L-cistein-HCI 0.05 %
Na glicerofosfat 1.0 %
FenilZivosrebrov acetat 0.0005 %
Metilensko modrilo 0.0003 %
CaCl,-6H,0 0.024 %
KCl 0.42 %
NaCl 0.1 %

MgSO47H,0 0.01 %
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Preglednica 7: Sestava gojis¢a KVLB (Summanen in sod., 1993)

Agar Brucella 43¢
Raztopina hemina (5mg/ml) I ml
Raztopina vitamina K1 (1 mg/ml) 1 ml
Raztopina kanamicina (100 mg/ml) 0,75 ml
Destilirana voda 1000 ml
Raztopina vankomicina (2 mg/ml) I ml
Likirana ov¢ja kri (¢ez no¢ zamrznjena in nato odtajana) 50 ml
Preglednica 8: Sestava gojiséa Dentaid-1 (Alsina in sod., 2001)

Agar BHI (brain heart infusion)

Kvasni ekstrakt 5¢g
Natrijev fumarat 1,5¢g
Natrijev format lg
Raztopina vankomicina 9 ng/ml
Destilirana voda 1000 ml

Kot pozitivno kontrolo za test hidrolize ONPG smo uporabili standardni sev E. coli ATCC

25922, standardni sev P. gingivalis ATCC 33277 pa nam je sluzil kot pozitivna kontrola za

test tvorbe indola in za molekularni test micro-IDent.

3.2 METODE

3.2.1 Odvzem, transport in hranjenje vzorcev

V raziskavo smo vkljucili 16 bolnikov s parodontitisom (10 Zensk in 6 moskih s starostjo
med 26 in 70 let). Pri vsakem bolniku je zobozdravnik iz zasebne zobozdravniske
ordinacije Simed (ZaloSka 159, Ljubljana) s sterilnimi papirnatimi Silci odvzel vzorce iz
najglobljih parodontalnih Zepov (z globino > 5 mm) in vzorce sline pred zacetkom
zdravljenja parodontitisa ter vzoréenje ponovil pri 15 bolnikih 3 do 4 tedne po mehanskem

zdravljenju.
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Vzporedno so bili odvzeti vzorci za klasi¢no bakterioloSko diagnostiko in za molekularno
bakteriolosko diagnostiko (za vsako skupno 99 vzorcev). Za klasi¢no diagnostiko je dal
zobozdravnik papirnata Silca takoj v 2 ml transportnega gojis¢a za anaerobe VMGA 111, za
molekularno metodo pa v sterilne epruvetke. Vzorci so bili preneseni v laboratorij v roku 3
ur po vzoréenju pri sobni temperaturi oziroma temperaturi atmosfere. Vzorce za klasi¢no
diagnostiko smo hranili pri temperaturi inkubacije, vzorce za molekularno diagnostiko pa

smo do obdelave hranili najvec¢ en teden pri 4 °C.

3.2.2 Obdelava vzorcev za klasi¢no bakteriolo§ko diagnostiko in pogoji inkubacije

Vzorce za klasi¢no bakteriolosko diagnostiko smo obdelali takoj po njihovem prenosu v
laboratorij. Pri tem smo pazili na ¢im krajSo izpostavitev kisiku. Vzorce smo najprej 3
minute vorteksirali, s ¢imer smo dosegli enakomerno razporeditev bakterij v vzorcu, in jih s
pomocjo sterilne Pasteur-jeve pipete cepili v/na izbrana tekoca (obogateno tioglikolatno
Pri klasi¢ni bakterioloski kultivaciji smo se osredotocili na tri parodontopatogene bakterije:
P. intermedia, P. gingivalis in A. actinomycetemcomitans. Plos¢e s Schaedler-jevim
agarjem in gojis§¢em KVLB smo inkubirali v anaerobnih loncih 48 ur pri temperaturi 37 °C,
plosce z gojis¢em Dentaid-1 pa v inkubatorju s 5 % CO; 72 ur pri 35 °C. Nacepljeno

obogateno tioglikolatno gojiSce smo inkubirali pri 37 °C.

3.2.3 Klasi¢na bakteriolosSka diagnostika

3.2.3.1 Osamitev parodontopatogenih bakterij

Gojisc¢a smo pregledali na morebitno rast Sele po 48 urah, saj je vecina anaerobnih bakterij
najbolj obcutljivih na kisik tekom logaritemske faze rasti. V primeru odsotnosti rasti na
obogateno kulturo iz tioglikolatnega gojisca. Plos¢e Dentaid-1 smo pregledali na prisotnost

tipi¢nih kolonij A. actinomycetemcomitans po 72 urah.
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Vse morfolosko razlicne kolonije smo opisali in precepili na selektivno ali neselektivno
gojis¢e za nadaljnjo 48 urno anaerobno inkubacijo. Poleg tega smo precepili kolonije na
neselektivni krvni agar za test tolerance za kisik in razmaz kulture obarvali po Gramu.
Primarne plos¢e smo ponovno inkubirali in jih po 48 urah pregledali na morebitne nove

morfotipe in tvorbo pigmenta.

3.2.3.2 Identifikacija parodontopatogenih bakterij

Izolate, ki niso porasli na krvnem agarju pri aerobnih pogojih inkubacije, smo identificirali
s hitrim identifikacijskim sistemom za anaerobe BBL Crystal Anaerobe (BD Diagostic
Systems, Franklin Lakes, ZDA). V ta namen smo v testnem gojiScu, ki je priloZeno
kompletu testa BBL Crystal Anaerobe, najprej pripravili bakterijsko suspenzijo gostote 4
McF (McFarland). Gostoto smo izmerili z nefelometrom proizvajalca BD Diagnostic
Systems (Franklin Lakes, ZDA). Tako pripravljeno bakterijsko suspenzijo smo nalili v
ustrezni nosilec in pokrili s pokrovom, na katerega so bili naneSeni ustrezni substrati.
Sledila je 4-urna inkubacija pri temperaturi 37 °C. Rezultate smo odcitali s Citalcem
proizvajalca BD Diagnostic Systems. Izolate, ki jih nismo uspeli identificirati z omenjenim
hitrim testom smo nato skusali identificirati s hitrim testom Rapid ID 32A (bioMerieux,
Marcy I’Etoile, Francija). Tudi v tem primeru smo pripravili gosto bakterijsko suspenzijo
(ve¢ kot 3 McF), ki smo jo izmerili z nefelometrom proizvajalca bioMerieux (Marcy
I’Etoile, Francija), in nato suspenzijo odpipetirali v nosilec z izbranimi substrati. Rezultate

smo odcitali po 4 urah s ¢italcem francoskega proizvajalca bioMerieux.

Vecino izolatov (32 od skupno 41), ki smo jih s pomoc¢jo hitrih sistemih za anaerobe
identificirali kot vrsta P. intermedia, molekularni test ni potrdil. Zato smo te izolate skusali
identificirati s klasi¢nimi biokemi¢nimi testi kot so tvorba indola, tvorba lipaze in profil
odpornosti na izbrane antibiotike. Za ugotavljanje tvorbe indola smo omenjene izolate P.
intermedia cepili v tekoCe gojis¢e s triptofanom. Inkubirali smo do pojava vidne rasti in
nato dodali nekaj kapljic Kovach-evega reagenta. V primeru pozitivne reakcije je prislo na
stiku reagenta in tekoCega gojis€a do razvoja roznatega obroca. Vse omenjene izolate smo

cepili tudi na gojis€e z jajcnim rumenjakom za tvorbo lipaze. Inkubirali smo v anaerobnih
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pogojih pri 37 °C in gojis¢a pregledovali na vsakih 48 ur. Bakterijske lipaze hidrolizirajo
trigliceride do glicerola in prostih maS€obnih kislin. Ker so maScobne kisline netopne,
njihova prisotnost povzro¢i motnost in mavricen sijaj gojisca v blizini bakterijskih kolonij.
Doloceni bakterijski izolati potrebujejo za tvorbo lipaze nekoliko ve¢ ¢asa, zato smo vse
plos¢e z jajénim rumenjakom inkubirali do enega tedna. Profil obcutljivosti bakterijskih
izolatov P. intermedia smo ugotavljali z difuzijsko metodo z diski, in sicer za set
antibiotikov za anaerobe Taxo (BD Diagnostic Systems, Franklin Lakes, ZDA), ki
vkljucuje antibotike vankomicin, penicilin, kanamicin, rifampin in kolistin. Bakterijsko
suspenzijo gostote 1 McF smo cepili na agar po Schaedler-ju in nato naj polozili omenjene
antibioti¢ne diske. Po 48 urni anaerobni inkubaciji smo odc¢itali premer cone inhibicije. Tri
izmed omenjenih izolatov smo obdelali po postopku za molekularno diagnostiko

parodontopatogenih bakterij, ki je podrobneje opisan v nadaljevanju.

Kolonije z zvezdasto notranjo strukturo smo cepili na Dentaid-1 in krvni agar za test
tolerance za kisik. Plos¢e Dentiad-1 smo inkubirali od 24 do 48 ur v mikroaerofilnih
pogojih, medtem ko smo plosce s krvnim agarjem inkubirali v aerobnih pogojih pri 37 °C.
Hkrati smo izvedli reakcijo za dokaz katalaze in razmaz kulture pobarvali po Gramu.
Reakcijo za dokaz katalaze smo potrdili na subkulturi. Izolate smo testirali Se za
fermentacijo laktoze in fermentacijo maltoze. Za ugotavljanje obeh reakcij smo 24 ali 48-
urno bakterijsko kulturo cepili v gojis¢e z laktozo oziroma maltozo kot edinim virom
ogljika. Spremembo barve gojis€a smo odcitali po 24 urah oziroma po 48 urah v primeru
fermentacije laktoze, saj je veéina izolatov H. aphrophilus pozitivnih Sele po tem ¢asu. Vse
izolate s tipi¢nimi kolonijami za A. actinomycetemcomitans smo testirali tudi za hidrolizo
ONPG. Bakterijsko kulturo smo cepili v gojis¢e z ONPG, v katerega smo nato dodali
kapljico toluena. Sledila je 20 minutna inkubacija pri temperaturi 37 °C. Razvoj rumene

barve gojis¢a je pomenil pozitiven rezultat.

Vse izolate, ki smo jih identificirali kot A. actinomycetemcomitans, P. intermedia ali P.

gingivalis, smo shranili na -80 °C.
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3.2.4 Molekularna bakterioloSka diagnostika

3.2.4.1 Izolacija DNK iz vzorcev iz parodontalnih Zepov in vzorcev sline

Iz vzorcev odvzetih iz parodontalnih Zepov smo najprej izolirali DNK z izolacijskim setom
QiaAmp DNA Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Nemcija) po postopku izolacije DNK iz
parodontopatogenih bakterij. V sterilni epruvetki smo za en vzorec zdruzili 180 ul pufra
ATL (angl. Tissue Lysis Buffer) in 20 pl encima proteinaze K ter dobro premesali. Po 200
ul pripravljene raztopine smo dodali v epruvetko z vzorcem (papirnatim Silcem) in
vorteksirali 30 sekund. Sledila je 10-minutna inkubacija pri temperaturi 70 °C, v Casu
katere je prislo do lize bakterijskih celic. Po inkubaciji smo vzorce blago centrifugirali in
nato dodali 200 pl pufra AL (angl. Lysis Buffer). Vzorce smo dobro premesali in inkubirali
5 minut pri temperaturi 95 °C. Po inkubaciji je sledilo blago centrifugiranje. V epruvetke
smo nato dodali 200 pl etanola (96-100 %). MeSanico smo dobro premesali, blago
centrifugirali in prenesli v mikrokolono vlozeno v zbiralno epruvetko. Sledilo je
enominutno centrifugiranje pri 8000 rpm. Izpirek smo zavrgli, mikrokolono pa prestavili v
novo zbiralno epruveto in dodali 500 pl pufra za spiranje AW1 (angl. Wash Buffer 1).
Ponovno je sledilo enominutno centrifugiranje pri 8000 rpm. Izpirek smo zavrgli,
mikrokolono prestavili v novo zbiralno epruveto in dodali 500 pl drugega pufra za spiranje
AW?2 (angl. Wash Buffer 2). Vzorce smo centrifugirali 3 minute pri 14000 rpm. Da bi
popolnoma odstranili pufer za spiranje, smo mikrokolono prestavili v novo zbiralno
epruveto in ponovili centrifugiranje pri 14000 rpm, tokrat 1 minuto. Po centrifugiranju smo
mikrokolono prestavili v 1,5 ml epruvetko, dodali 200 pl elucijskega pufra AE (angl.
Elution Buffer) in inkubirali nekaj minut pri sobni temperaturi. Sledilo je enominutno
centrifugiranje pri 8000 rpm. Z dodatkom omenjenega pufra dosezemo elucijo na filter
vezane DNK. Postopek elucije DNK smo ponovili, s ¢imer smo pridobili vecjo koli¢ino

izolirane DNK. Izolirano DNK smo do nadaljnje obdelave hranili na -20 °C.
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3.2.4.2 Izolacija DNK iz po Gramu negativnih bakterij

DNK seva P. gingivalis ATCC 33277 in treh izolatov, ki smo jih s klasi¢no diagnostiko
identificirali kot P. intermedia, smo izolirali po postopku izolacije DNK iz po Gramu
negativnih bakterij. V epruvetko smo najprej dodali 180 pl pufra ATL. V tega smo prenesli
nekaj kolonij P. gingivalis oziroma Ze omenjenih izolatov P. intermedia, ki so porasle po
48 urah na gojis¢u po Schaedler-ju. Dodali smo 20 pl encima proteinaze K in dobro
premesali. MeSanico smo inkubirali 30 minut pri temperaturi 56 °C. Sledilo je blago
centrifugiranje, dodatek 200 ul pufra AT in 10-minutna inkubacija pri temperaturi 70 °C.
Ostali koraki izolacije DNK so podobni korakom pravkar opisanega postopka izolacije

DNK iz vzorcev iz parodontalnih Zepov in vzorcev sline. I1zolirano DNK smo do nadaljnje

obdelave hranili na -20 °C.

3.2.4.3 Sestava reakcijske meSanice in pogoji PCR

Pomnozevanje bakterijske DNK smo izvedli v inStrumentu Thermal Cycler (Eppendorf,
Hamburg, Nemcija). Reakcijsko meSanico smo pripravili v hladnem bloku v prostoru brez
proste DNK. Raztopino izolirane DNK smo dodali v lo¢enem prostoru. Za pomnoZevanje
DNK smo za en vzorec uporabili 17,5 ul raztopine PN, ki vsebuje vrstno znacilne
oligonukleotidne, dNTP (deoksinukleotidtrifosfate) in barvila (Hain Lifescience, Nehren,
Nemcija), 2,5 ul 10x pufra za PCR (Roche Diagnostics, Mannheim, Nemc¢ija), 2 pul 25 mM
raztopine MgCl, (Roche Diagnostics, Mannheim, Nem¢ija), 0,2 pl (1U) FastStart Taq DNK
polimeraze (Roche Diagnostics, Mannheim, Nemcija), 0,3 ul sterilne vode in 2,5 pl

izolirane DNK. Skupni volumen reakcijske mesanice je tako znasal 25 pl.

Reakcija PCR je potekala po naslednjem postopku (preglednica 9):
a) Preinkubacija, ki je potekala 5 minut pri temperaturi 95 °C. Prvi korak je potreben
za aktivacijo FastStart DNK plimeraze in razdvajanje taréne DNK.
b) Pomnozevanje kontrolnega odseka in vrstno znacCilnih odsekov gena za 16S rRNK,

ki je potekalo v dveh razli¢nih temperaturnih ciklih:



45

Sodja E. Primerjava klasi¢ne bakterioloske diagnostike in molekularne metode za dokazovanje parodontopatogenih bakterij v vzorcih iz parodontalnih Zepov
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehni$ka fakulteta, Enota medoddel¢nega $tudija mikrobiologije, 2006

e 10 temperaturnih ciklov, kjer je razdvajanje tarcne DNK potekalo 30 sekund
pri temperaturi 95 °C, pripenjanje oligonukleotidnih zacetnikov in sinteza
nove verige DNK pa je potekalo 2 minuti pri temperaturi 58 °C

e 20 temperaturnih ciklov, kjer je razdvajanje tarcne DNK potekalo 25 sekund
pri 95 °C, pripenjanje oligonukleotidnih zacetnikov na komplementarna
mesta tarcne DNK 40 sekund pri 53 °C in sinteza nove verige DNK 40
sekund pri 70 °C.

¢) Zadnji podaljsan cikel je trajal 8 minut pri 70 °C.
Pridelke PCR smo hranili na -20 °C.

Preglednica 9: Pogoji pomnozevanja vrstno znacilnih odsekov DNK petih parodontopatogenih bakterij

Temperatura (°C) Cas (s) Stevilo ciklov
Aktivacija FastStart
in razdvajanje taréne 95 300 1
DNK
Podvajanje 95 30 0
kontrolnega odseka 58 120
in vrstno znacilnih 95 25
odsekov gena za 53 40 20
16S rRNK 70 40
Kon¢ni podaljsan
70 480 1

korak

3.2.4.4 Dokaz pridelkov PCR z reverzno hibridizacijo

Pred zacetkom hibridizacije smo najprej pripravili ustrezne reagente. Hibridizacijski pufer
HYB (angl. Hybridization Buffer) in raztopino za spiranje STR (angl. Stringent Wash
Solution) smo ogreli na 45 °C. Ostale reagent, z izjemo koncentriranega konjugata CON-C
(angl. Conjugate Concentrate) in koncentriranega substrata SUB-C (angl. Substrate

Concentrate), smo ogreli na sobno temperaturo. CON-C in SUB-C smo razred¢ili 1:100 z
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ustreznim pufrom (CON-C s pufrom CON-D in SUB-C s pufrom SUB-D), dobro premesali
in postavili na sobno temperaturo. CON-C smo razredc¢ili pred vsako uporabo, medtem ko
sprotna priprava SUB-C ni bila potrebna, saj je razredCen substrat obstojen 4 tedne pri

sobni temperaturi in zas¢iten pred svetlobo.

Dokaz pridelkov PCR s hibridizacijo z znacilnimi lovkami za pet parodontopatogenih
bakterij vezanimi na nitrocelulozno membrano smo izvedli po naslednjem postopku. V kot
banjice smo za vsak vzorec odpipetirali 20 pl denaturacijske raztopine DEN (angl.
Denaturation Solution). Raztopini smo dodali 20 pul pomnozenega vzorca, dobro premesali
in inkubirali 5 minut pri sobni temperaturi. V tem ¢asu je prislo do razklenitve dvoverizne
molekule DNK. Po inkubaciji smo dodali 1 ml ogretega hibridizacijskega pufra HYB.
Raztopino smo blago premesali do homogene barve. Pri tem smo pazili, da se ne bi
mesanica razlila v sosednje banjice, saj bi s tem zanesli nekaj DNK v drug vzorec in tako
kon¢ni rezultati ne bi imeli pomena. S pinceto smo nato v banjice z vzorci polozili
nitrocelulozne membrane. Sledila je 30-minutna inkubacija pri temperaturi 45 °C v
avtomatiziranem stresalniku in vodni kopeli AutoLipa (Innogenetics, Gent, Belgija). Ta
inkubacija omogoca vezavo vrstno znacilnih odsekov DNK pomnoZzenih v procesu PCR na
lovke, ki so vezane na membrano. Po koncani inkubaciji smo popolnoma odstranili
hibridizacijski pufer in dodali 1 ml raztopine STR za spiranje nespecificno vezane DNK.
Sledila je 15-minutna inkubacija pri temperaturi 45 °C. Vsi naslednji koraki so bili izvedeni
pri sobni temperaturi. Raztopino STR smo popolnoma odstranili in nato izprali membrane z
raztopino RIN (angl. Rinse Solution) ob rahlem stresanju na stresalniku. Po enominutni
inkubaciji smo raztopino popolnoma odstranili in dodali 1 ml razred¢enega konjugata.
Sledila je 30-minutna inkubacija ob rahlem stresanju. Konjugat vsebuje na streptavidin
vezan encim alkalno fosfatazo. Streptavidin posreduje vezavo na biotin, ki oznacuje odseke
DNK pomnozene v procesu PCR. Raztopino konjugata smo odstranili in nato sprali
nespecifi¢no vezan konjugat dvakrat po eno minuto z 1 ml raztopine RIN in enkrat po eno
minuto z 1 ml destilirane vode ob rahlem stresanju. Raztopino smo vsaki¢ odstranili. Po
spiranju smo v banjice dodali 1 ml razred¢enega substrata, ki ga encim alkalna fosfataza
razgradi do netopnih modro oziroma vijoli¢no obarvanih produktov. Inkubirali smo v temi

brez stresanja 3 do 20 minut. PodaljSana inkubacija vodi do pove€anega obarvanja ozadja,
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kar lahko otezi interpretacijo rezultatov. Reakcijo smo ustavili z dvakratnim spiranjem z

destilirano vodo. Membrane smo s pinceto odstranili iz banjic in jih posusili s pivnikom.

3.2.5 Statisticna obdelava podatkov

Razlike v rezultatih molekularne metode za pet parodontopatogenih bakterij pred in po
mehanskem zdravljenju smo statisti¢no ovrednotili s testom y> (statistiéni program SPSS).
V primeru F. nucleatum, P. micros in predstavnikov oranznega kompleksa smo statistiéno
ovrednotili razlike v rezultatih klasi¢ne bakterioloske diagnostike. Kot statisticno znacilno

smo upostevali vrednost p < 0,05.
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4 REZULTATI

4.1 Rezultati pred mehanskim zdravljenjem

4.1.1 Rezultati klasi¢ne bakteriolo$ke diagnostike

Pri klasi¢ni bakterioloSki diagnostiki smo dokazovali tri parodontopatogene bakterije: A.
actinomycetemcomitans, P. gingivalis in P. intermedia. Od nacepitve vzorca na gojis¢a do
identifikacije bakterijskih izolatov A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis in P.
intermedia je v povpre¢ju trajalo 7 dni. Pri pocasi rastoCih bakterijah, kot je na primer P.

gingivalis, se je celoten postopek zavlekel tudi preko enega tedna.

Pred mehanskim zdravljenjem smo vrsto P. gingivalis (sliki 2 in 3) osamili v 5 (13,9 %), P.
intermedia (sliki 4 in 5) v 24 (66,7 %) in A. actinomycetemcomitans (slika 6) v 10 (27,8 %)

od skupaj 36 vzorcev iz parodontalnih Zepov.

Nekaterih  temno pigmentiranih izolatov nismo uspeli identificirati s hitrim
identifikacijskim sistemom BBL Crystal Anaerobe. V takih primerih smo uporabili sistem
Rapid ID 32A, ki je omenjene izolate identificiral kot P. intermedia. Za kar 16 (66,7 %)
izolatov od skupno 24, katere smo s pomocjo hitrih identifikacijskih sistemov identificirali
kot P. intermedia, je bil molekularni test negativen. Te izolate smo na podlagi pozitivne
tvorbe indola, pozitivne tvorbe lipaze in profila odpornosti na dolo¢ene antibiotike uvrstili
v skupino P. intermedia/nigrescens. Obeh vrst na podlagi fenotipskih lastnosti nismo mogli
lociti. Tri od omenjenih izolatov smo obdelali po postopku za molekularni test, na podlagi

katerega nobenega od izolatov nismo potrdili kot bakterijsko vrsto P. intermedia.
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5

Slika 2: Izolat P. gingivalis osamljen iz vzorca iz parodontalnega Zepa 45 ML pri bolniku P6 (agar po
Schaedler-ju, 7 dni)

Slika 3: Profil odpornosti izolata P. gingivalis na antibiotike vankomicin, peniclin, kanamicin, rifampin in
kolistin (odporen na kolistin in ob¢utljiv za ostale antibiotike; agar po Schaedler-ju, 7 dni)

Slika 4: Izolat P. intermedia osamljen iz vzorca iz parodontalnega Zepa 15 DP pri bolniku P8 (agar po
Schaedler-ju, 48 ur)

Slika 5: Profil odpornosti izolata P. intermedia na antibiotike vankomicin, penicilin, kanamicin, rifampin in
kolistin (odporen na vankomicin in kanamicin ter obcutljiv za ostale antibiotike; agar po Schaedler-ju, 48 ur)

Slika 6: Znadilna morfologija bakterijskega izolata A. actinomycetemcomitans osamljenega iz vzorca iz
parodontalnega Zepa 25 DB pri bolniku P16 (gojis¢e Dentaid-1, 5 dni; povecano 10-krat)
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Slika 7: Delez posamezne vrste parodontopatogenih bakterij dokazanih s klasi¢no bakteriolosko diagnostiko v
36 vzorcih iz parodontalnih Zepov odvzetih 16 bolnikoom s parodontitisom pred mehanskim zdravljenjem
(Aa- A. actinomycetemcomitans, Pg- P. gingivalis, Pi- P. intermedia, Fn- F. nucleatum in Pm- P. micros)

V Stevilnih vzorcih iz parodontalnih Zepov smo s pomocjo klasicne bakterioloske
diagnostike dokazali tudi druge parodontopatogene bakterije. Omembe vredni sta bakteriji
F. nucleatum in P. micros. Pred zdravljenjem smo F. nucleatum osamili v 16 (44,4 %)
vzorcih in P. micros v 9 (25 %) od skupaj 36 vzorcev iz parodontalnih vzorcev. Nasteti

podatki so grafi¢no predstavljeni na sliki 7 (zgoraj).

Iz Sestih (16,7 %) od skupaj 36 vzorcev s klasi¢no diagnostiko nismo osamili nobene od
parodontopatogenih bakterij. Iz devetih (25 %) vzorcev smo osamili le eno
parodontopatogeno vrsto; v Sestih (16,7 %) primerih P. intermedia/nigrescens, v dveh (12,5
%) primerih A. actinomycetemcomitans in v enem (2,8 %) F. nucleatum. Najpogostejsa
kombinacija je bila P. intermedia/nigrescens/F. nucleatum, osamili smo jo iz sedmih (19,4

%) od skupaj 36 vzorcev.



51
Sodja E. Primerjava klasi¢ne bakterioloske diagnostike in molekularne metode za dokazovanje parodontopatogenih bakterij v vzorcih iz parodontalnih Zepov
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehni$ka fakulteta, Enota medoddel¢nega $tudija mikrobiologije, 2006

S klasi¢no bakteriolosko diagnostiko smo pred zdravljenjem dokazali prisotnost bakterije
P. gingivalis pri treh (18,8 %), A. actinomycetemcomitans pri 6 (37,5 %), skupino P.
intermedia/nigrescens pri 12 (75 %), F. nucleatum pri 8 (50 %) in P. micros pri 5 (31,3 %)
od skupaj 16 bolnikov s parodontitisom (slika 8).

@ pozitivno

O negativno

Delez (%) pozitivnih in negativnih bolnikov

Aa Pg Pi/Pn Fn Pm
Parodontopatogene bakterije

Slika 8: Delez posamezne vrste parodontopatogenih bakterij dokazanih s klasi¢no bakteriolosko diagnostiko
pri 16 bolnikih s parodontitisom pred mehanskim zdravljenjem
(Aa- A. actinomycetemcomitans, Pg- P. gingivalis, Pi- P. intermedia, Fn- F. nucleatum in Pm- P. micros)

Iz stirth (21,1 %) vzorcev od skupaj 19 vzorcev sline smo osamili skupino P.
intermedia/nigrescens. Za tri omenjene izolate je bil molekularni test negativen. P.
gingivalis in A. actinomycetemcomitans ter ostalih parodontopatogenih bakterij v vzorcih
sline s klasicno  bakterioloSko  diagnostiko nismo dokazali. Skupino P.
intermedia/nigrescens smo dokazali v slini S$tirih (25 %) od skupaj 16 bolnikov s

parodontitisom.
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4.1.2 Rezultati molekularne metode

Postopek dokazovanja parodontopatogenih bakterij v vzorcih iz parodontalnih Zepov z
molekularnim testom micro-IDent je trajal priblizno 5-6 ur. Najpogosteje dokazana
bakterija v vzorcih iz parodontalnih Zepov z molekularno metodo micro-IDent je bila B.
forsythus, dokazali smo jo v 27 (75 %) od skupaj 36 vzorcev iz parodontalnih zepov. Z
visokim Stevilom oziroma delezem pozitivnih vzorcev ji sledita P. gingivalis, ki smo ga
dokazali v 23 (63,9 %) vzorcih, in T. denticola, ki smo jo dokazali v 20 (55,6 %) vzorcih iz
parodontalnih Zzepov. A. actinomycetemcomitans smo dokazali v 15 (41,7 %) vzorcih. V
najnizjem S$tevilu vzorcev, 8 (22,2 %), smo dokazali prisotnost P. intermedia. Podatki so
prikazani v preglednici 10 in na sliki 9. Pozitivne vzorce smo razdelili na tiste, pri katerih je

prislo do razvoja jasnih pasov in na tiste, pri katerih je prislo do razvoja Sibkih pasov.

Preglednica 10: Dokazovanje petih parodontopatogenih bakterij z molekularnim testom micro-IDent v 36
vzorcih iz parodontalnih Zepov odvzetih 16 bolnikom s parodontitisom pred mehanskim zdravljenjem

Stevilo (delez- %) pozitivnih vzorcev za ustrezne parodontopatogene
bakterije (n=36)

Aa Pg Pi Bf Td
iozitivni vZorci 15 (41,7) 23 (63.9) 8 (22,2) 27 (75,0) 20 (55,6)
1 (Sibek pas) 3 (8,3) 1(2,8) 2 (5,6) 3 (8.,3) 3 (8.,3)

(Aa- A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, Pi- P. intermedia, Bf- B. forsythus in Td- T. detnicola; n-
Stevilo vzorcev iz parodontalnih Zepov)
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Slika 9: Delez posamezne vrste parodontopatogenih bakterij dokazanih z molekularnim testom micro-IDent v
36 vzorcih iz parodontalnih Zepov odvzetih 16 bolnikom s parodontitisom pred mehanskim zdravljenjem
(Aa- A. actinomycetemcomitans, Pg- P. gingivalis, Pi- P. intermedia, Bf- B. forsythus, Td- T. denticola)

Od 36 vzorcev iz parodontalnih Zepov jih je bilo pet (13,9 %) negativnih za pet
parodontopatogenih  bakterij. V dveh (5,6 %) vzorcih smo dokazali le eno
parodontopatogeno bakterijo, v obeh primerih je bila to bakterija P. gingivalis (slika 10). V
vseh ostalih vzorcih (80,6 %) nam je uspelo dokazati prisotnost dveh ali vec
parodontopatogenih bakterij. V treh (8,3 %) vzorcih je bilo navzocih vseh pet vrst (slika
10). Kombinacije B. forsythus/T. denticola, P. gingivalis/B. forsythus in A.
actinomycetemcomitans/P. gingivalis/B. forsythus (slika 10) so bile najpogostejse. Prisotne

so bile v4 (11,1 %) od skupaj 36 vzorcev iz parodontalnih Zepov.
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Slika 10: Dokaz pridelkov PCR s hibridizacijo z lovkami znacilnimi za pet parodontopatogenih bakterij
vezanimi na nitrocelulozno membrano za razli¢ne vzorce iz parodontalnih zepov odvzetih 16 bolnikom s
parodontitisom pred in po mehanskem zdravljenju

(CC- kontrola hibridizacije, AC- kontrola pomnozevanja, Aa- A. actinomycetemcomitans, Pg- P. gingivalis,
Pi- P. intermedia, Bf- B. forsythus, Td- T. denticola; membrana 1- pozitivno za vseh pet parodontopatogenih
bakterij; membrana 2- pozitivno za vrste A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, B. forsythus in T.
denticola; membrana 3- pozitivno za vrste P. gingivalis, P. intermedia, B. forsythus in T. denticola;
membrana 4- pozitivno za vrste A. actinomycetemcomitans, P. intermedia, B. forsythus in T. denticola;
membrana 5- pozitivno za vrste P. gingivalis, B. forsythus in T. denticola; membrana 6- pozitivno za vrste A.
actinomycetemcomitans, P. gingivalis in B. forsythus; membrana 7- pozitivno za vrsti P. gingivalis in B.
forsythus; membrana 8- pozitivno za vrsti B. forsythus in T. denticola; membrana 9- pozitivno za vrsto P.
gingivalis; membrana 10- pozitivno za vrsto A. actinomycetemcomitans; membrana 11- negativne vzorec)

Z molekularno metodo smo pred zdravljenjem vrsto B. forsythus dokazali pri 15 (93,8 %),
T. denticola pri 12 (75 %), P. gingivalis pri 11 (68,8 %), A. actinomycetemcomitans pri 8
(50 %) in P. intermedia pri 5 (31,3 %) bolnikih s parodontitisom (slika 11). Pri enem
bolniku (6,3 %) z molekularno metodo nismo dokazali nobene od petih parodontopatogenih
bakterij. Pri treh (18,8 %) od skupaj 16 bolnikov s parodontitisom smo dokazali prisotnost
vseh petih bakterijskih vrst. Najpogostejsi kombinaciji sta bili B. fosythus/T. denticola in A.
actinomycetemcomitans/P. gingivalis/B. forsythus, dokazali smo ju pri treh (18,8 %) od

skupaj 16 bolnikov s parodontitisom.

S pomocjo molekularne metode smo parodontopatogene bakterije dokazali tudi v slini. Pred
zdravljenjem smo vrsto P. gingivalis dokazali v $tirih (21,1 %), A. actinomycetemcomitans
in T. denticola v dveh (10, 5 %) ter P. intermedia in B. forsythus v enem (5,3 %) od skupaj
19 vzorcev sline. Bakterija P. gingivalis je bila prisotna v slini treh (18,8 %), vrsti A.
actinomycetemcomitans in T. denticola v slini dveh (12,5 %) ter P. intermedia in B.

forsythus v slini enega (6,3 %) od skupaj 16 bolnikov s parodontitisom.
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Slika 11: Delez posamezne vrste parodontopatogenih bakterij dokazanih z molekularnim testom micro-IDent
pri 16 bolnikih s parodontitisom pred mehanskim zdravljenjem
(Aa- A. actinomycetemcomitans, Pg- P. gingivalis, Pi- P. intermedia, Bf- B. forsythus, Td- T. denticola)

Bakterijske vrste rdecega kompleksa so bile prisotne v 30 (83,3 %) od skupaj 36 vzorcev iz
parodontalnih Zepov oziroma pri 15 (93,8 %) od skupaj 16 bolnikov s parodontitisom. Vse
tri vrste so bile prisotne v 12 (33,3 % vseh vzorcev oziroma 40 % vseh vzorcev z rdecim
kompleksom) vzorcih oziroma pri 7 (43,8 % vseh bolnikov oziroma 46,7 % vseh bolnikov
z rde¢im kompleksom) bolnikih. Ce zdruzimo rezultate klasi¢ne bakterioloske diagnostike
in molekularne metode, smo navzocnost predstavnikov oranznega kompleksa dokazali v 29
(80,5 %) od skupaj 36 vzorcev iz parodontalnih Zepov oziroma pri 14 (87,5 %) od skupaj
16 bolnikov s parodontitisom. F. nucleatum, P. intermedia/nigrescens in P. micros skupaj
smo dokazali v 5 (13,8 % vseh vzorcev oziroma 17,2 % vseh vzorcev z oranznim
kompleksom) vzorcih oziroma pri Stirith (25 % vseh bolnikov oziroma 28,6 % vseh
bolnikov z oranznim kompleksom) bolnikih s parodontitisom. Prevladovala je P.
intermedia/nigrescens kot edina bakterijska vrsta, ki je bila prisotna v 11 (30,6 % vseh
vzorcev oziroma 37,9 % vseh vzorcev z oranznim kompleksom) vzorcih oziroma pri 5

(31,3 % vseh bolnikov oziroma 35,7 % vseh bolnikov z oranznim kompleksom) bolnikih. V
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25 (69,4 %) vzorcih oziroma pri 13 (81,3 %) bolnikih smo poleg rdecega kompleksa
dokazali tudi prisotnost oranznega kompleksa. Prisotnost vseh sedmih parodontopatogenih
bakterij smo z uporabo obeh metod dokazali v enem (2,8 %) vzorcu, v 30 (83,3 %) vzorcih

so bile prisotne vec kot tri bakterijske vrste.

4.2 Rezultati po mehanskem zdravljenju

4.2.1 Rezultati klasi¢ne bakterioloSke diagnostike

Po zdravljenju smo bakterijo P. gingivalis dokazali le v enem (3,4 %) od 29 vzorcev iz
parodontalnih Zepov. Vrsto A. actinomycetemcomitans smo osamili iz Sestih (20,7 %)
vzorcev, skupino P. intermedia/nigrescens pa iz 10 (34,5 %). Podatki so grafi¢no
predstavljeni na sliki 12. Tudi po zdravljenju smo se v primeru izolatov, ki smo jih
identificirali kot P. intermedia, soocili s podobnim problemom kot pri izolatih osamljenih
iz vzorcev odvzetih pred zdravljenjem. Od skupno 10 izolatov jih je bilo kar 7 (70 % vseh
izolatov) negativnih z molekularnim testom. Tudi te izolate smo na podlagi pozitivne
tvorbe indola, pozitivne tvorbe lipaze in profila obcutljivosti na dolocene antibiotike uvrstili
v skupino P. intermedia/nigrescens. Enega od omenjenih izolatov smo s hitrim
idntifikacijskim sistemom identificiali kot vrsto Porphyromonas asaccharolytica. Izolat
smo glede na stopnjo pigmentacije, profila obcutljivost za antibiotike ter pozitivne tvorbe
indola in pozitivne tvorbe lipaze uvrstili v skupino P. intermedia/nigrescens, kar je potrdil
tudi identifikacijski sistem Rapid ID 32A.

Bakteriji F. nucleatum in P. micros smo po mehanskem zdravljenju osamili v dveh (6,9 %)

od skupaj 29 vzorcev iz parodontalnih Zepov (slika 12).
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Slika 12: Delez posamezne vrste parodontopatogenih bakterij dokazanih s klasi¢no bakteriolosko diagnostiko
v 29 vzorcih iz parodontalnih Zepov odvzetih 15 bolnikom s parodontitisom po mehanskem zdravljenju

(Aa- A. actinomycetemcomitans, Pg- P. gingivalis, Pi/Pn- P. intermedia/nigrescens, Fn- F. nucleatum in Pm-
P. micros)

Po zdravljenju v 13 (44,8 %) vzorcih iz parodontalnih Zepov s klasi¢no bakteriolosko
diagnostiko nismo dokazali nobene od parodontopatogenih bakterij. V 11 (37,9 %) vzorcih
smo dokazali prisotnost le ene od parodontopatogenih bakterij; v petih primerih (17,2 %) in
hrati najveckrat osamljena je bila bakterijska skupina P. intermedia/nigrescens, v dveh
primerih (8,7 %) smo kot edino parodontopatogeno bakterijo osamili P. micros, F.
nucleatum ali A. actinomycetemcomitans. Najpogostejsa kombinacija je bila A.
actinomycetemcomitans/P. intermedia/nigrescens in je bila prisotna v 4 (13,8 %) vzorcih iz

parodontalnih zepov.

Pri petih (33,3 %) bolnikih od skupaj 15 bolnikov s parodontitisom s klasi¢no bakteriolosko
diagnostiko po zdravljenju nismo osamili nobene parodontopatogene bakterije. Pri 6 (40 %)
smo osamili A. actinomycetemcomitans in skupino P. intermedia/nigrescens, pri dveh (13,3

%) P. micros in pri enem (6,7 %) F. nucleatum in P. gingivalis (slika 13). Kombinacija A.
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actinomycetemcomitans/P. intermedia/nigrescens je bila prevladujoca, dokazali smo jo pri
treh (20 %) od skupaj 15 bolnikov s parodontitisom. Pri dveh (13,3 %) je bila bakterija A.
actinomycetemcomitans edina osamljena parodontopatogena bakterija. S po enim bolnikom

(6,7 %) ji sledijo vrste P. intermedia/nigrescens, F. nucleatum in P. micros.
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Slika 13: Delez posamezne vrste parodontopatogenih bakterij dokazanih s klasi¢no bakteriolosko diagnostiko
pri 15 bolniki s parodontitisom po mehanskem zdravljenju

(Aa- A. actinomycetemcomitans, Pg- P. gingivalis, Pi/Pn- P. intermedia/nigrescens, Fn- F. nucleatum in Pm-
P. micros)

Iz treh (20 %) od skupaj 15 vzorcev sline (oziroma pri treh bolnikih s parodontitisom od
skupaj 15) smo po mehanskem zdravljenju osamili skupino P. intermedia/nigrescens. Za
vse izolate je bil molekularni test negativen. Ostalih parodontopatogenih bakterij iz vzorcev

sline nismo osamili.
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4.2.2 Rezultati molekularne metode

Po mehanskem zdravljenju smo bakteriji A. actinomycetemcomitans in P. gingivalis
dokazali v 11 (37,9 %) od skupaj 29 vzorcev iz parodontalnih Zepov. Sledijo jima bakterije
B. forsytus in T. denticola, ki smo ju z molekularno metodo micro-IDent dokazali v 8 (27,6
%) vzorcih in P. intermedia, ki smo jo dokazali v treh (10,3 %) vzorcih iz parodontalnih
zepov. ObseZnejsi podatki so predstavljeni v preglednici 11 in na sliki 14.

Preglednica 11: Dokazovanje petih parodontopatogenih bakterij z molekularnim testom micro-IDent v 29
vzorcih iz parodontalnih Zepov odvzetih 15 bolnikom s parodontitisom po mehanskem zdravljenju

Stevilo (deleZ - %) pozitivnih vzorcev za ustrezne parodontopatogene
bakterije (n= 29)

Aa Pg Pi Bf Td
iozitivni VZorci 11 i37,9i 11 i37,9i 3 (10,3i 8 i27,6i 8 i27,6i
1 (Sibek pas) 0 (0,0) 5(17,2) 2(6,9) 3(10,3) 2(6,9)

(Aa- A. actinomycetemcomitans, Pg- P. gingivalis, Pi- P. intermedia, Bf- B. forsythus in Td- T. detnicola; n-
Stevilo vzorcev iz parodontalnih Zepov)
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Slika 14: Delez posamezne vrste parodontopatogenih bakterij dokazanih z molekularnim testom micro-IDent
v 29 vzorcih iz parodontalnih Zepov odvzetih 15 bolnikom po mehanskem zdravljenju
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(Aa- A. actinomycetemcomitans, Pg- P. gingivalis, Pi- P. intermedia, Bf- B. forsythus, Td- T. denticola)

Od 29 vzorcev, ki so bili odvzeti po mehanskem zdravljenju, jih je bilo 9 (31,0 %)
negativnih za vseh pet parodontopatogenih bakterij. V 9 (31,0 %) smo z molekularnim
testom dokazali le eno vrsto; najveCkrat, petkrat (17,2 %), je bila to bakterija A.
actinomycetemcomitans (slika 10), v treh (10,3 %) vzorcih P. gingivalis in v enem (3,4 %)
T. denticola. V stirih (13,7 %) vzorcih smo dokazali prisotnost Stirih bakterijskih vrst; v
dveh primerih vrste A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, B. forsythus in T. denticola

ter prav tako v dveh primerih vrste P. gingivalis, P. intermedia, B. forsythus in T. denticola.

Pri osmih (53,3 %) bolnikih smo z molekularno metodo po mehanskem zdravljenju
dokazali vrsto A. actinomycetemcomitans, pri sedmih (46,7 %) B. forsythus, pri Sestih (40
%) bolnikih smo dokazali prisotnost bakterije P. gingivalis. Bakterijo T. denticola smo
dokazali pri petih (33,3 %) in P. intermedia le Se pri dveh (6,9 %) bolnikih (slika 15).

Delez (%) pozitivnih in negativnih bolnikov
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Slika 15: Delez posamezne vrste parodontopatogenih bakterij dokazanih z molekularnim testom micro-IDent
pri 15 bolnikih po mehanskem zdravljenju
(Aa- A. actinomycetemcomitans, Pg- P. gingivalis, Pi- P. intermedia, Bf- B. forsythus, Td- T. denticola)
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Pri Stirih bolnikih (26,7 %) nismo dokazali nobene od petih parodontopatogenih bakterij.
Pri dveh (13,3 %) bolnikih smo z molekularno metodo dokazali A. actinomycetemcomitans
kot edino  parodontopatogeno  bakterijo. Prevladujoci kombinaciji  A.
actinomycetemcomitans/P. gingivalis/B. forsythus/T. denticola in A
actinomycetemcomitans/P. gingivalis smo dokazali pri dveh (13,3 %) od skupaj 15

bolnikov s parodontitisom.

Ob upostevanju rezultatov obeh metod, smo bakterijske vrste rde¢ega kompleksa dokazali v
15 (51,7 %) vzorcih oziroma pri 9 (60 %) bolnikih s parodontitisom. Vse tri vrste rdecega
kompleksa so bile prisotne v §tirih (13,8 % vseh vzorcev oziroma 26,7 % vzorcev z rdecim
kompleksom) vzorcih oziroma pri treh (10,3 % vseh vzorcev oziroma 33,3 % vseh
bolnikov z rde¢im kompleksom) bolnikih Predstavnike oranznega kompleksa smo dokazali
v podobnih S§tevilih oziroma delezih; v 14 (48,3 %) vzorcih oziroma pri 8 (53,3 %)
bolnikih. Prevladovala je skupina P. intermedia/nigrescens kot edina bakterijska vrsta, ki
smo jo z uporabo obeh metod dokazali v 10 (34,5 % vseh vzorcev oziroma 71,4 % vseh
vzorcev z oranznim kompleksom) vzorcih iz parodontalnih Zepov oziroma pri 5 (33,3 %
oziroma 62,5 % vseh bolnikov z oranznim kompleksom) bolnikih. Vseh treh predstavnikov
oranznega kompleksa skupaj nismo dokazali v nobenem od vzorcev. Oba bakterijska
kompleksa sta bila prisotna v 12 (41,1 %) od skupno 29 vzorcev iz parodontalnih Zepov in

pri 7 (46,7 %) od skupaj 15 bolnikov s parodontitisom.

V vzorcih sline smo po mehanskem zdravljenju dokazali le P. gingivalis, ki je bil prisoten v

dveh vzorcih oziroma pri dveh (13,3 %) bolnikih.

4.3 Uspesnost mehanskega zdravljenja

Pri vrednotenju uspesnosti mehanskega zdravljenja smo se omejili predvsem na rezultate
molekularne metode, ki so skupaj z rezultati klasi¢ne bakterioloSke diagnostike
predstavljeni v preglednici 12 za bolnike. V preglednici 13 so rezultati predstavljeni za

vzorce iz parodontalnih Zepov.
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Preglednica 12: Primerjava dokazovanja parodontopatogenih bakterij s klasicno bakteriolosko diagnostiko in
molekularno metodo micro-IDent pred in po mehanskem zdravljenju pri bolnikih s parodontitisom

Stevilo (deleZ - %) pozitivnih bolnikov
Pred zdravljenjem n=16 Po zdravljenju n=15

Bakterijska vrsta kultivacija micro-1D kultivacija micro-1D
A. actinomycetemcomitans 6 (37.5) 8 (50,0) 6 (40,0) 8(53,3)
P. gingivalis 3(18,8) 11 (68,8) 1(6,7) 6 (40,0)
P. intermedia 12 (75,0) 5(31,3) 6 (40,0) * 2 (13,3)
B. forsythus nt 15 (93,6) nt 7 (46,7)
T. denticola nt 12 (75,0) nt 5(33,3)
F. nucleatum 8 (50,0) nt 1(6,7) nt

P. micros 5(31,3) nt 2 (13,3) nt

(n- 3tevilo vzorcev; * podatek vkljucuje P. intermedia in P. nigrescens; nt- ni testirano; n- §tevilo bolnikov)

Preglednica 13: Primerjava dokazovanja parodontopatogenih bakterij s klasicno bakteriolosko diagnostiko in
molekularno metodo micro-IDent pred in po mehanskem zdravljenju za vzorce iz parodontalnih Zepov

odvzetih bolnikom s parodontitisom

Stevilo (deleZ - %) pozitivnih vzorcev
Pred zdravljenjem n=36 Po zdravljenju n=29

Bakterijska vrsta kultivacija micro-ID kultivacija micro-ID
A. actinomycetemcomitans 10 (27,8) 15 (41,7) 6 (20,7) 11(37,9)
P. gingivalis 5(13,9) 23 (63.9) 1(3,4) 11 (37,9)
P. intermedia 23(63,9)° 8(22,2) 10 (34,5)° 3(10,3)
B. forsythus nt 27 (75,0) nt 8 (27,6)
T. denticola nt 20 (55,6) nt 8 (27,6)
F. nucleatum 16 (44,4) nt 2 (6,9) nt

P. micros 9 (25,0) nt 2 (6,9) nt

(n- $tevilo vzorcev; * podatek vkljucuje P. intermedia in P. nigrescens; nt- ni testirano; n- §tevilo vzorcev iz
parodontalnih Zepov)

Po mehanskem zdravljenju opazimo znizanje deleza pozitivnih vzorcev za ve¢ino bakterij,
vendar je znizanje statisticno znaCilno za naslednje bakterije oziroma bakterijske
komplekse: B. forsythus (p=0,006), T. denticola (0,032), F. nucleatum (p=0,015) in rde¢i
kompleks, ki vkljuéuje vrste P. gingivalis, B. forsythus in T. denticola (0,037). Bakterija A.
actinomycetemcomitans je po mehanskem zdravljenju vztrajala v podobnem delezu

pozitivnih vzorcev kot pred njim. Dva bolnika sta po mehanskem zdravljenju bakterijo A.
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actinomycetemcomitans celo pridobila. Glede na jakost razvitih pasov lahko opazimo, da se
je njena relativna zastopanost pri vecini ostalih bolnikov celo povecala. Na slikah 16-19 so

predstavljeni razli¢ni odzivi bolnikov na mehansko zdravljenje.
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Slika 16: Dokaz pridelkov PCR s hibridizacijo z lovkami znacilnimi za pet parodontopatogenih bakterij
vezanimi na nitrocelulozno membrano za vzorce iz parodontalnih Zepov 27 DP in 45 DL odvzetih bolniku s
parodontitisom P2 pred (levo) in po (desno) mehanskem zdravljenju

(CC- kontrola hibridizacije, AC- kontrola pomnoZevanja, Aa- A. actinomycetemcomitans, Pg- P. gingivalis,
Pi- P. intermedia, Bf- B. forsythus, Td- T. denticola)
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Slika 17: Dokaz pridelkov PCR s hibridizacijo z lovkami znacilnimi za pet parodontopatogenih bakterij
vezanimi na nitrocelulozno membrano za vzorce iz parodontalnih zepov 33 ML in 45 ML odvzetih bolniku s
parodontitisom P 6 pred (levo) in po (desno) mehanskem zdravljenju
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(CC- kontrola hibridizacije, AC- kontrola pomnoZevanja, Aa- A. actinomycetemcomitans, Pg- P. gingivalis,
Pi- P. intermedia, Bf- B. forsythus, Td- T. denticola)
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Slika 18: Dokaz pridelkov PCR s hibridizacijo z lovkami znacilnimi za pet parodontopatogenih bakterij
vezanimi na nitrocelulozno membrano za vzorce iz parodontalnih zepov 34 DL in 45 DB odvzetih bolniku s
parodontitisom P 13 pred (levo) in po (desno) mehanskem zdravljenju

(CC- kontrola hibridizacije, AC- kontrola pomnoZevanja, Aa- A. actinomycetemcomitans, Pg- P. gingivalis,
Pi- P. intermedia, Bf- B. forsythus, Td- T. denticola)

R PRE[t. ‘-PO ‘_

H i
;
— —
1 EB DB 1ISDB 25DB

Slika 19: Dokaz pridelkov PCR s hibridizacijo z lovkami znacilnimi za pet parodontopatogenih bakterij
vezanimi na nitrocelulozno membrano za vzorce iz parodontalnih zZepov 15 DB in 25 DB odvzetih bolniku s
parodontitisom P 16 pred (levo) in po (desno) mehanskem zdravljenju

(CC- kontrola hibridizacije, AC- kontrola pomnoZzevanja, Aa- A. actinomycetemcomitans, Pg- P. gingivalis,
Pi- P. intermedia, Bf- B. forsythus, Td- T. denticola)
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4.4 Primerjava klasi¢ne bakterioloSke diagnostike in molekularne metode

7 molekularnim testom micro-IDent smo vrsti A. actinomycetemcomitans in P. gingivalis
dokazali v vecjem Stevilu vzorcev (skupaj vzorci iz parodontalnih Zepov in vzorci sline
odvzeti pred in po mehanskem zdravljenju). Razlika je zlasti velika za vrsto P. gingivalis,
ki smo jo s klasi¢no diagnostiko dokazali samo v 6,1 % vseh vzorcev, medtem ko smo jo z
molekularno metodo dokazali v 41,4 % vzorcev. Nasprotno velja za vrsto P. intermedia, ki
smo jo v bistveno vi§jem delezu vzorcev dokazali s klasi¢no bakteriolosko diagnostiko

(slika 20).
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Slika 20: Delez posameznih vrst parodontopatogenih bakterij A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis in P.
intermedia dokazanih v vzorcih iz parodontalnih Zepov in vzorcih sline s klasi¢no bakteriolosko diagnostiko
in molekularnim testom micro-IDent

Rezultati molekularnega testa in klasi¢ne bakterioloske diagnostike so se ujemali v 87,9 %
vseh vzorcev za A. actinomycetemcomitans, v 64,6 % vzorcev za P. gingivalis in v 67,7 %
za P. intermedia. Glavno razliko med klasi¢no bakterioloSko diagnostiko so predstavljali
vzorci, ki so bili s klasi¢no bakteriolosko diagnostiko negativni, z molekularnim testom pa
pozitivni in so predstavljali 12,1 % vseh vzorcev za A. actinomycetemcomitans, kar 35,4 %

za P. gingivalis in 2,0 % za P. intermedia. Vzorci, ki so bili s klasi¢no bakteriolosko
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diagnostiko pozitivni in z molekularnim testom negativni so predstavljali 30,3 % vseh
vzorcev za P. intermedia. Takih vzorcev za bakterijski vrsti A. actinomycetemcomitans in

P. gingivalis nismo zasledili (preglednica 14).

Preglednica 14: Primerjava dokazovanja bakterijskih vrst A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis in P.
intermedia v vzorcih iz parodontalnih Zepov in vzorcih sline s klasi¢no bakteriolosko diagnostiko in

molekularnim testom micro-IDent

Stevilo (delez - %) vzorcev

Micro-1D + Micro-1D-

kultura+  kultura - kultura + kultura -
A. actinomycetemcomitans 16 (16,2) 12 (12,1) 0 (0,0) 71 (71,7)
P. gingivalis 6 (6,1) 35(35,4) 0 (0,0) 58 (58,6)
P. intermedia 9,1 2(2,0) 30 (30,3) 58 (58,6)

V preglednici 15 so predstavljeni podatki za specificnost, obcutljivost in napovedne
vrednosti za klasi¢no bakteriolosko diagnostiko in molekularno metodo micro-IDent. Za
primerjavo smo zdruzili rezultate obeh nacinov dokazovanja treh parodontopatogenih
bakterij. Za pozitivne vzorce smo predpostavili tiste vzorce, ki so bili pozitivni z eno in/ali
drugo metodo dokazovanja. Ce posamezne vrste nismo dokazali z nobeno od obeh metod,
smo tak vzorec dolocili kot negativen vzorec. V zgornjem delu preglednice so predstavljeni
podatki za klasi¢no bakteriolosko diagnostiko. Obcutljivost za dokazovanje bakterije P.
intermedia je visoka, 81,1 %, medtem ko je za dokazovanje bakterij A.
actinomycetemcomitans in P. gingivalis nizka; za A. actinomycetemcomitans 57,1 % in le
14,6 % za P. gingivalis. Specifi¢nost klasi¢ne bakterioloske diagnostike za dokazovanje
bakterij A. actinomycetemcomitans in P. gingivalis je 100 %, medtem ko je za vrsto P.
intermedia le 65,9 %. Pozitivna napovedna vrednost je mnajvi§ja za vrsti A.
actinomycetemcomitans in P. gingivalis in znasa 100 %, nasprotno je za vrsto P. intermedia
nizka in znasa le 23,1 %. Negativna napovedna vrednost je najnizja za vrsto P. gingivalis
(62,4 %), medtem ko je za A. actinomycetemcomitans 85,5 % in za P. intermedia 96,7 %.
Podatki za molekularni test micro-IDent so predstavljeni v spodnjem delu preglednice. Vse

naStete vrednosti so za vse tri parodontopatogene bakterije 100 %.
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Preglednica 15: Obcutljivost, specifi¢nost in napovedne vrednosti za klasi¢no bakteriolosko diagnostiko in

molekularni test micro-IDent

obcutljivost specificnost

Delez (%) vzorcev z

ustrezno napovedno

vrednostjo

(%) (%) pozitivna negativna

Klasi¢na bakterioloSka diagnostika

A. actinomycetemcomitans 57,1 100 100 85,5

P. intermedia 81,8 65,9 23,1 96,7
P. gingivalis 14,6 100 100 62,4
Molekularni test micro-IDent

A. actinomycetemcomitans 100 100 100 100

P. intermedia 100 100 100 100

P. gingivalis 100 100 100 100
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Zaradi vse vecjega Stevila bolnikov s parodontitisom je vsekakor potrebno dokazovanje
parodontopatogenih bakterij, ki je zlasti pomembno za bolnike z agresivnimi oblikami
parodontitisa in za bolnike s slabSim odzivom na tradicionalno neantibioti¢no zdravljenje
(Listgarten in Loomer, 2003). Identifikacija parodontopatogenih bakterij s klasi¢no
bakteriolosko diagnostiko ali z molekularnimi metodami je tezavna zaradi visoke genetske
in filogenetske podobnosti z drugimi bakterijskimi vrstami, ki so prisotne v parodontalnih
zepih. Taka primera sta bakterija A. actinomycetemcomitans, ki je filogenetsko sorodna
bakteriji H. aphrophilus (von Graevenitz in sod., 1995) in bakterija P. intermedia, ki jo z
biokemicni testi tezko lo¢imo od sorodne vrste P. nigrescens (Jousimies-Somer in sod.,
1995). Slednji dve vrsti se razlikujeta le v 6 % gena za 16S rRNK. Kljub njuni visoki
stopnji sorodnosti, pa so Ze odkrite unikatne regije genoma, na podlagi katerih ju lahko

lo¢imo (Boutaga in sod., 2005).

Klasi¢na bakterioloska diagnostika je vefinoma osnovna primerjava (standard) za
vrednotenje molekularnih metod in je kljub njenim Stevilnim pomanjkljivostim Se vedno
pogost nacin dokazovanja parodontopatogenih bakterij v vzorcih iz parodontalnih Zepov.
njihova osamitev tezavna (npr.: spirohete in B. forsythus). Pri osamitvi parodontopatogenih
bakterij je potrebno upostevati njihove zahteve po dolocenih hranil, kar vpliva na izbiro

razli¢nih selektivnih gojis¢ (Loesche in sod., 1992b).

Problemi klasi¢ne bakterioloske diagnostike se lahko pojavijo ze pri samem vzorcenju.
Vprasljiva je ponovljivost vzorcenja, hkrati pa je potrebno paziti na morebitno
kontaminacijo z normalno ustno floro (Dahlen in sod., 1990; Loesche in sod., 1992;
Socransky in sod., 1987). Neprimerna obdelava vzorca in nadaljnje delo lahko hitro
vplivata na relativno zastopanost ostalih striktnih anaerobov in posledicno na njihovo

osamitev. Optimalno je, da zagotovimo anaerobne pogoje od vnosa vzorca v transportno
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gojis¢e do njegovega prenosa v laboratorij in seveda kasneje pri obdelavi vzorca v
laboratoriju. Nekateri striktni anaerobi, kot sta P. gingivalis in F. nucleatum, odmrejo Ze po
relativno kratki izpostavitvi kisiku. Seveda pa ne smemo pozabiti na dolgotrajnost
postopkov klasi¢ne diagnostike za dokazovanje anaerobnih bakterij v vzorcih iz
parodontalnih Zepov. (Jousimies-Somer in sod., 1995; Summanen in sod., 1993). Kljub
vsem nastetim pomanjkljivostim, pa je v nekaterih laboratorijih klasi¢na diagnostika dobro
ustaljena praksa. Eden izmed takih laboratorijev je LABORAL (Houten, Nizozemska), ki
na leto z gojitvenimi tehnikami analizira preko 12000 vzorcev iz parodontalnih zepov
(Conrads, 2001). Na drugi strani pa ima klasi¢na diagnostika dve pomembni prednosti pred
molekularnimi metodami: 1.) za izolate parodontopatogenih bakterij lahko dolo¢imo
obcutljivost za antibiotike in 2.) osamimo lahko parodontopatogene bakterije, ki so
obi¢ajno redko vkljucene v dokazovanje z molekularnimi testi (npr.: Eubacterium spp., P.

micros) (Conrads, 2001).

Doloc¢enim problemom klasi¢ne bakterioloSke diagnostike se lahko izognemo z uporabo
hitro se razvijajo¢ih molekularnih metod, za katere niso potrebne zive celice, hkrati pa
ponujajo hitrejSo in preprostejSo moznost dokazovanja parodontopatogenih bakterij. Na
drugi strani je njihova SirSa klini¢na uporaba trenutno Se vedno omejena zaradi nekaterih
razlogov. Zaradi kompleksnosti mikrobne zdruzbe obstaja moznost navzkrizne reaktivnosti,
kar lahko prispeva k ve¢jemu Stevilu lazno pozitivnih rezultatov. Lotufo in sod. (1994) so
sicer pokazali, da sonda za B. forsythus ni navzkrizno reagirala s 75 sevi, ki so predstavljali
24 drugih ustnih bakterij. Nasprotno pa so Loesche in sod. (1992b) pokazali, da je sonda za
A. actinomycetemcomitans, sicer le v 1 %, navzkrizno reagirala z H. aphrophilus, H.
haemolyticus, H. parahaemolyticus in H. influenzae, ne pa tudi z ostalimi 41 testiranimi
vrstami. Sonda, pripravljena za dokazovanje P. ginigvalis v vzorcih iz parodontalnih zepov,
je navzkrizno reagirala z nekaterimi drugimi parodontopatogenimi bakterijami kot so vrste

B. forsythus, T. denticola, P. endodontalis in Prevotella oris.

Naslednji problem, ki prav tako omejuje $irSo uporabo molekularnih metod, je genetska
(ne)stabilnost tar¢nih zaporedij. Guthmiller in sod. (1993) so s petimi lovkami odkrili
pomembno raznolikost sevov A. actinomycetemcomitans, kar so kasneje potrdili tudi Preus
in sod. (1993) ter DiRienzo in McKay (1994). Podobno velja tudi za druge
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parodontopatogene bakterije. Guillot in Mouton (1996) sta s kombinacijo AP-PCR in

hibridizacije identificirala 24 genotipov B. forsythus od 27 testiranih sevov.

V diplomski nalogi smo primerjali klasi¢no bakteriolosko diagnostiko in komercialno
dostopen molekularni test micro-IDent proizvajalca Hain Lifescience (Nehren, Nemcija) za
dokazovanje parodontopatogenih bakterij A. actinomycetemcomitans, P. intermedia in P.
gingivalis, ki zdruzuje pomnoZevanje znacilnih odsekov petih parodontopatogenih bakterij
z verizno reakcijo s polimerazo in nato dokaz pridelkov PCR s hibridizacijo z znacilnimi
lovkami vezanimi na nitrocelulozno membrano. V raziskavo smo vkljucili 65 vzorcev iz
parodontalnih zepov in 34 vzorcev sline, ki so bili odvzeti bolnikom s parodontitisom pred
in po mehanskem zdravljenju (skupno torej 99 vzorcev). Za dokazovanje B. forsythus in T.
denticola smo uporabili izkljutno molekularni test micro-IDent, za kar smo se odlo¢ili
zaradi ze omenjene tezavnejSe osamitve obeh bakterijskih vrst iz vzorcev iz parodontalnih
zepov (Loesche in sod., 1992b). Osamitev obeh vrst zahteva posebna selektivna gojisca
(Norris in Larsen, 1995; Takemoto in sod., 1997), kar bi povecalo nabor uporabljenih
treponem (10-14 dni) iz vzorcev iz parodontalnih Zepov (Norris in Larsen, 1995; Edwards

in sod., 2003).

Najboljse ujemanje med rezultati klasicne bakterioloske diagnostike in molekularne metode
smo zasledili za vrsto A. actinomycetemcomitans. Obcutljivost in specificnost
molekularnega testa micro-IDent za dokazovanje A. actinomycetemcomitans sta 100 %.
Obcutljivost klasi¢ne diagnostike je le 57,1 %, specifi¢nost je 100 %. V 12 vzorcih smo A.
actinomycetemcomitans dokazali z molekularnim testom ne pa tudi s klasi¢no bakteriolosko
diagnostiko. Vzroke lahko i§¢emo v nizji obcutljivosti gojitvenih metod, katerih meja
dokazovanja tarénih bakterij je 10* CFU/ml (angl. colony forming units) (Boutaga in sod.
2005). Lahko pa smo z molekularnim testom zaznali DNK mrtvih bakterijskih celic, ki so
bile prisotne v vzorcu, ali pa je priSlo do navzkrizne reaktivnosti z DNK sorodnih
bakterijskih vrst (npr.. H. aphrophilus). Zaradi nestabilnosti genetskih zaporedij
(Guthmiller in sod., 1993; Preus in sod., 1993; DiRienzo in McKay, 1994) bi lahko
pricakovali vzorce, ki bi bili s klasi¢no diagnostiko pozitivni za A. actinomycetemcomitans

in negativni z molekularnim testom, vendar takih primerov nismo zasledili. Eick in Pfister
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(2002) sta v svoji raziskavi primerjala klasicno bakteriolosko diagnostiko in starejSo verzijo
molekularnega testa micro-IDent in ugotovila, da je starejSa verzija testa micro-IDent
pravilno dokazala vrsto A. actinomycetemcomitans le v 50 % vzorcih, ki so bili pozitivni s
klasi¢no bakteriolosko diagnostiko. Ker je Ze bila na voljo nova verzija molekularnega testa
z izboljSanimi oligonukleotidnimi zacetniki/lovkami za bakterijo A.
actinomycetemcomitans, sta vzorce ponovno testirala. Delez vzorcev, ki so bili s klasi¢no
diagnostiko pozitivni in z molekularnim testom negativni se je zmanjsal, in posledi¢no se je

obcutljivost testa dvignila na 76 %.

Pred zdravljenjem smo bakterijo A. actinomycetemcomitans s klasi¢no diagnostiko osamili
iz 27,8 % vseh vzorcev oziroma pri 37,5 % vseh bolnikov, z molekularno metodo pa smo jo
dokazali v nekoliko visjem delezu (41,7 %) vzorcev oziroma kar pri polovici bolnikov. V
literaturi najdemo zelo razlicne podatke. Njena zastopanost v vzorcih iz parodontalnih
zepov se giblje od 20 do 50 % (Loesche in Grossman, 2001), kar se tie njene zastopanosti
pri bolnikih s parodontitisom, pa v literaturi najdemo $e vec¢ji razpon. Lau in sod. (2004) so
s PCR v realnem casu dokazali bakterijo le pri 18,8 % bolnikov s parodontitisom, pri
podobnem odstotku bolnikov (11,6 %), vendar z uporabo hibridizacijske metode, tudi
Lopez (2000). Boutaga in sod. (2005) so A. actinomycetemcomitans s PCR v realnem ¢asu
dokazali pri 27,4 % bolnikih s parodontitisom. Nasprotno pa so Flemming in sod. (1995) s
pomocjo PCR dokazali A. actinomycetemcomitans v 54 % vzorcev, z hibridizacijsko
metodo pa kar v 71 % vzorcev iz parodontalnih Zepov. V slednjo raziskavo so bili vklju€eni
bolniki z agresivnimi oblikami parodontitisa in bolniki s kroni¢nim parodontitisom. Tako
razlicne odstotke med raziskavami si lahko razlozimo z razlikami v metodologiji kot so na
primer uporaba razlicnih oligonukleotidnih zacetnikov, drugaéni pogoji PCR, uporaba
razliénih lovk itd. Pomembni pa so Se drugi dejavniki kot so razlike v izbrani populaciji,
Stevilo vzorcev, mesto vzorcenja in velikost vzorca. V neki raziskavi so Sanz in sod. (2000)
primerjali razlike v zastopanosti parodontopatogenih bakterij med dvema populacijama
bolnikov s parodontitisom z razlicnim geografskim poreklom. Vrsto A.
actinomycetemcomitans so dokazali pri 23,3 % nizozemskih bolnikih in le pri 3,2 %
Spanskih bolnikih. Ali in sod. (1997) so s pomocjo hibridizacije dokazali A.

actinomycetemcomitans kar pri 52,3 % bolnikov iz Kameruna. O¢itno na zastopanost
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parodontopatogenih bakterij pri bolnikih s parodontitisom vplivajo tudi geografski

dejavniki.

Rezultati klasi¢ne bakterioloske diagnostike in rezultati molekularnega testa micro-IDent za
bakterijo P. intermedia so se ujemali v 67,7 % vseh vzorcev. Dva vzorca sta bila z
molekularnim testom pozitivna za P. intermedia, medtem ko sta bila s klasi¢no diagnostiko
negativna. Morebitni vzroki so lahko niZja ob&utljivost gojitvenih metod (< 10* CFU/ml),
dokaz DNK mrtvih celic v vzorcu ali pa navzkrizna reaktivnost s sorodnimi vrstami (npr.:
P. nigrescens in druge sorodne vrste iz rodov Prevotella ali Porphyromonas). Vecji
problem pa so predstavljali vzorci (32 vzorcev od skupno 41), ki so bili s klasi¢no
diagnostiko identificirani kot P. intermedia ne pa tudi z molekularnim testom, kar se odraza
v nizki specificnosti (65,9 %) klasi¢ne bakterioloske diagnostike za dokazovanje P.
intermedia. Tri take izolate smo testirali z molekularnim testom micro-IDent za dokaz
parodontopatogenih bakterij. Pri vseh treh izolatih sta bili obarvani le kontrolni coni, iz
Cesar lahko sklepamo, da omenjeni izolati verjetno niso P. intermedia. Ker je klasi¢na
bakterioloska diagnostiko v razlikovanju skupine P. intermedia/nigrescens nezanesljiva, je
verjetno dobrsen del teh izolatov P. nigrescens. Se vedno pa je zaradi nestabilnosti tarénih
zaporedij mozno, da nekateri od omenjenih izolatov so P. intermedia. DNK takih izolatov
bi bilo potrebno pomnoziti v reakciji PCR in produkte PCR sekvenirati. Za razlikovanje
obeh vrst bi lahko uporabili tudi elektroforetsko mobilnost nekaterih encimov ali
molekularne metode kot sta AP-PCR in hibridizacija z vrstno specificnimi lovkami
(Jousimies-Somer in sod., 1995; Matto in sod., 1997). S podobni problemi so se soocili tudi
Boutaga in sod. (2005) ter Eick in Pfister (2002). Boutaga in sod. (2005) so v primeru takih
vzorcev najprej uporabili lovko znacilno za bakterijo P. nigrescens. Vedji delez vzorcev se
je izkazal za pozitivne za bakterijo P. nigrescens. Ostale negativne vzorce so pomnozili v
procesu PCR, kjer so uporabili oligonukleotidne zacetnike znalilne za rod Prevotella in
oligonukleotidne zaetnike znacilne za evbakterijsko 16S rDNK. Produkte PCR so nato
sekvenirali. Rezultati sekveniranja so kazali na prisotnost drugih, vendar sorodnih

bakterijskih vrst iz rodov Prevotella in Porphyromonas.

Bakterijo P. intermedia smo pred zdravljenjem z molekularno metodo v primerjavi z

ostalimi petimi parodontopatogenimi bakterijami dokazali v najnizjem delezu vzorcev (22,2
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%) 1z parodontalnih zepov. Njeno prisotnost smo z molekularno metodo dokazali pri tretjini
bolnikov (31,3 %) Nasprotno so Kuru in sod. (1999) P. intermedia dokazali kar v 80 %
vseh testiranih vzorcev, vendar so bili v to raziskavo vkljuCeni izkljuéno bolniki z
agresivnimi oblikami parodontitisa. Lopez (2000) je P. intermedia dokazal pri podobnem
delezu bolnikov (33 %), vendar v vis§jem delezu vzorcev (49,1 %), ki so bili odvzeti z mest
aktivnega parodontitisa. Ashimoto in sod (1996) so P. intermedia dokazali pri 58 %
bolnikov s parodontitisom, Boutaga in sod. (2005) pa kar pri 83 % bolnikov. Razloge za
tako razli¢ne rezultate raziskav lahko iS¢emo v razlikah v uporabljeni metodologiji, v

izbrani populaciji, geografskih dejavnikih, Stevila vzorcev, mestu vzorcenja itd.

Ujemanje rezultatov klasi¢ne diagnostike in molekularne metode (64,6 %) je bilo slabo tudi
za bakterijo P. gingivalis, vendar v tem primeru na racun velikega Stevila vzorcev (35,4 %),
ki so bili s klasi¢no diagnostiko negativni, z molekularno metodo pa pozitivni za omenjeno
bakterijo. Obcutljivost in specificnost molekularnega testa micro-IDent za dokazovanje
bakterije P. gingivalis sta glede na izbrano primerjavo oziroma standard 100 %.
Obcutljivost klasi¢ne bakterioloske diagnostike je izredno nizka, 14,6 %. Vzroki za tako
nizek delez pozitivnih vzorcev s klasi¢no diagnostiko so lahko podobni kot Ze zgoraj nasteti
za vrsti A. actinomycetemcomitans in P. intermedia: nizka obcutljivost gojitvenih metod,
dokazovanje DNK mrtvih bakterijskih celic, navzkrizna reaktivnost s sorodnimi
bakterijskimi vrstami itd. Pomembno je tudi to, da P. gingivalis lahko ubije Ze krajsa
izpostavitev kisiku, ¢e seveda ne zagotovimo anaerobnih pogojev v €asu prenosa vzorcev in
pri obdelavi vzorcev v laboratoriju. Vrsta P. gingivalis je tudi bistveno zahtevnejsa,
pocasneje rasto¢a bakterija in jo lahko hitro prerastejo druge bakterijske vrste, ki so

prisotne v vzorcu. Vse to vpliva na njeno osamitev iz vzorcev.

Pred mehanskim zdravljenjem smo bakterijo P. gingivalis z molekularni testom dokazali v
63,9 % vseh vzorcev iz parodontalnih Zepov oziroma pri 68,8 % vseh bolnikov. Ostali
avtorji navajajo nekoliko vi§je Stevilke, ki se gibljejo od 70-100% pozitivnih vzorcev
(Griffen in sod., 1998; Kamma in sod., 1994; Kuru in sod., 1999; Loesche in Grossman,
2001, Lopez, 2000). Vzroke zopet lahko iS¢emo v razlicni metodologiji, razlicnem
vzorcenju, vecjem Stevilu vklju¢enih vzorcev in razli¢no izbrani populaciji za raziskavo.

Podobno, kot za ostali dve bakteriji, tudi za bakterijo P. gingivalis v literaturi najdemo
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razlike v zastopanosti med razli¢énimi populacijami. Lopez (2000) je vrsto P. gingivalis
dokazal kar pri 96 % vseh bolnikov. Sanz in sod (2000) navajajo nizje deleze; v Spanski
populaciji so bakterijo dokazali pri 64,5 % bolnikov, pri nizozemski pa le pri 36,7 %
bolnikov. Ashimoto in sod (1996) so prisotnost P. gingivalis dokazali pri 70 % vseh

bolnikov.

Bakterijski vrsti T. denticola in B. forsythus smo z molekularnim testom dokazali v
visokem delezu vzorcev (55,6 % za T. denticola in 75 % za B. forsythus). Dobljeni rezultati
se ujemajo z rezultati drugih raziskav. B. forsythus je bil prisoten v 70 do 100 % testiranih
vzorcev (Ashimoto in sod, 1996; Loesche in Grossman, 2001; Lotufo in sod., 1994; Tran in
Rudney, 1999). Moter in sod. (1998) so dokazali T.denticola v nekoliko visjem delezu (62
%) vzorcev, prav tako (68 % vzorcev) tudi Asai in sod. (2002). Obe bakteriji sta bili
prisotni tudi pri visokem delezu bolnikov; T. denticola je bila prisotna pri 75 % vseh
bolnikov, B. forsythus pa pri 93,8 %. Podobne Stevilke navajajo tudi drugi avtorji
(Ashimoto in sod., 1996; Boutaga in sod., 2005; Lau in sod., 2004; Lopez in sod., 2004;
Tran in Rudney, 1999). Zanimivo bi bilo primerjati dobljene rezultate z rezultati klasi¢ne

bakterioloske diagnostike in rezultati mikroskopije v temnem polju.

S klasi¢no bakteriolosko diagnostiko smo v vzorcih iz parodontalnih Zepov dokazali tudi
druge parodontopaotgene bakterije, med katerimi je potrebno izpostaviti vrsti F. nucleatum
in P. micros. Bakterija F. nucleatum je bila prisotna v 44,4 % vzorcev in pri polovici
bolnikov, P. micros pa smo osamili iz 25 % vzorcev in pri 31,3 % bolnikov. Z uporabo
molekularne metode bi verjetno obe bakterijski vrsti dokazali pogosteje. Lopez in sod.
(2004) so obe bakteriji z uporabo molekularne metode dokazali v ve¢ kot 90 % vseh
testiranih vzorcev. Visoke deleze navajajo tudi drugi avtorji (Boutaga in sod., 2005;

Kamma in sod., 1994; Loesche in Grossman, 2001; Sanz in sod., 2000).

Z upostevanjem rezultatov klasi¢ne bakterioloske diagnostike in molekularne metode lahko
opazimo, da se oba kompleksa, ki imata velik pomen v razvoju parodontitisa, pojavljata v
visokem delezu vzorcev in bolnikov; oba kompleksa loceno sta bila prisotna v vec kot 80 %
vseh vzorcev iz parodontalnih Zepov oziroma pri priblizno 90 % bolnikov s parodontitisom.

Oba kompleksa skupaj sta bila prisotna v 69,4 % vseh vzorcev oziroma pri 81,3 % vseh
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bolnikih. Ce bi za vse predstavnike oranznega kompleksa uporabili tudi molekularno
metodo, bi verjetno bil delez pozitivnih vzorcev oziroma bolnikov Se vi§ji, kar nakazujejo

tudi druge raziskave (Socransky, 1998).

V Sestih vzorcih sline smo s klasi¢no diagnostiko osamili ¢rno pigmentirane kolonije, ki jih
je hitri identifikacijski sistem BBL Crystal Anaerobe identificiral kot bakterijsko vrsto P.
intermedia. Molekularni test za pet vzorcev je bil negativen za P. intermedia, iz ¢esar lahko
sklepamo, da so ¢rno pigmentirani izolati P. nigrescens ali druga bakterijska vrsta iz rodov
Prevotella ali Porpyromonas. V ostalih vzorcih sline s klasi¢éno diagnostiko nismo uspeli
osamiti parodontopatogenih bakterij, kar lahko pripiSemo nizki koncentraciji
parodontopatogenih bakterij v slini, ki je pod mejo zaznavanja gojitvenih metod, in seveda
njihovi obcutljivosti na kisik. Z molekularnim testom smo parodontopatogene bakterije
prav tako redko dokazali v vzorcih iz parodontalnih Zepov, kar je v nasprotju z rezultati
drugih raziskav, ki so parodontopatogene bakterije v vzorcih sline dokazale celo pogosteje
kot v vzorcih iz parodontalnih Zepov (Sakamoto in sod., 2001; Umeda in sod., 1998).
Vzroke lahko i§¢emo v nacinu vzorcenja sline, saj so za raziskavo odvzeli celotno slino, ki

predstavlja neprimerno vecji vzorec sline, kot ga lahko zajamemo s papirnatimi Silci.

Pri vrednotenju uspesSnosti mehanskega zdravljenja lahko opazimo razli¢en odziv
bakterijskih vrst na zdravljenje. Za vrsti B. forsythus in T. denticola opazimo statisti¢no
znacCilno znizanje deleza pozitivnih vzorcev, kar se ujema z rezultati drugih raziskav
(Cugini in sod., 2000; Haffajee in sod., 1997; Loesche in Grossman, 2001). Izjema iz
rdecega kompleksa je P. gingivalis. Razloge za tak rezultat lahko iS¢emo v dejstvu, da sta
bila dva bolnika vzor€ena kar tri mesece po mehanskem zdravljenju. Ko smo oba bolnika
izkljuc€ili iz statisticne obdelave podatkov, zniZanje deleza pozitivnih vzorcev za P.
gingivalis Se vedno ni bilo statisticno znacilno. Iz tega lahko sklepamo, da so verjetno
doloceni bolniki imeli vsaj enega od dejavnikov (npr.: kajenje), ki poslabSajo odziv
parodontitisa na zdravljenje. Haffajee in sod. (1997) so pokazali, da se delez pozitivnih

vzorcev za P. gingivalis pri bolnikih kadilcih po mehanskem zdravljenju celo poveca.

Od predstavnikov oranZnega kompleksa opazimo statisticno znacilno zniZanje deleza

pozitivnih bolnikov le za F. nucleatum, vendar bi verjetno z uporabo molekularne
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metodologije prisli do drugacnega zakljucka (Cugini in sod., 2000; Haffajee in sod., 1997)
Ker je verjetno, da so bakterijske vrste iz oranznega kompleksa potrebne za pojav rdeega
kompleksa v razvijajo¢i se zobni oblogi, je potrebno usmeriti zdravljenje parodontitisa na

omenjene bakterije (Carvalho in sod., 2005; Loesche in Grossman, 2001).

Na drugi strani pa je bakterija A. ctinomycetemcomitans po mehanskem zdravljenju
vztrajala v podobnem delezu pozitivnih bolnikov kot pred njim. Pri ve€ini raziskav, ki so
vkljucevale razlicne oblike mehanskega zdravljenja (mehansko lus¢enje in glajenje zobne
korenine ali operacijski poseg), so avtorji prisli do podobnega zakljucka. Njen delez glede
na floro, ki je prisotna v parodontalnih Zepih, se po zdravljenju lahko celo poveca (Loesche
in Grossman, 2001), kar se ujema tudi z nasimi rezultati. Dva bolnika sta bakterijo A.
actinomycetemcomitans po zdravljenju celo pridobila. Pri vecini ostalih pa lahko opazimo
povecanje jakosti pasov, ki nakazujejo prisotnost bakterije v vzorcu. Za dodatno znizanje
deleza pozitivnih vzorcev se priporoca kombinirano zdravljenje, ki vklju¢uje mehansko in
antibioti¢no zdravljenje, in za katerega je dokazano, da je ucinkovitejSe, hkrati pa zmanjSa
potrebo po parodontalni operaciji (Carvalho in sod., 2005; Loesche in sod., 1992a; Loesche

in Grossman, 2001).
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5.2 SKLEPI

V diplomski nalogi smo s primerjavo klasicne bakterioloSke metode in molekularnega testa
micro-IDent ugotovili, da je slednji bistveno hitrejSi, bolj obcutljiv in preprostejsi za

dokazovanje parodontopatogenih bakterij v vzorcih iz parodontalnih Zepov.

NajboljSe  ujemanje  rezultatov obeh metod smo =zasledili za vrsto A.
actinomycetemcomitans. Obcutljivost in specificnost molekularnega testa micro-IDent za
dokazovanje bakterije A. actinomycetemcomitans sta 100 %. Obcutljivost klasi¢ne

bakterioloske diagnostike je le 57,1 %, specifi€nost je 100 %.

Klasi¢na bakterioloska diagnostika je najbolj problemati¢na za vrsto P. intermedia, ker je
fenotipsko nemogoce loCevanje med vrstama P. intermedia in P. nigrescens. Zato je
specifi¢nost klasicne bakterioloske diagnostike nizka (65,9 %), medtem ko je obcutljivost

81,8 %. Nasprotno sta obcutljivost in specifi¢nost molekularnega testa micro-IDent 100 %.

Bakterijsko vrsto P. gingivalis smo z molekularnim testom dokazali v bistveno vi§jem
odstotku vzorcev kot s klasi¢no bakterioloSko diagnostiko, kar lahko pripiSemo vecji
obcutljivosti bakterije na kisik in njeni zahtevnejsi in pocasnejsi rasti. Obcutljivost klasi¢ne
bakterioloske diagnostike za dokazovanje P. gingivalis je izredno nizka, 14,6 %, medtem
ko je specifi¢nost 100 %. Obcutljivost in specifi¢nost molekularnega testa micro-IDent sta

100 %.

Vrsti T. denticola in B. forsythus smo z molekularnim testom dokazali v visokem delezu
vzorcev iz parodontalnih zepov kot tudi pri visokem delezu bolnikov. S klasi¢nimi
bakterioloskimi metodami teh dveh parodontopatogenih vrst zaradi prevelike zapletenosti

postopka nismo dokazovali.

Po mehanskem zdravljenju parodontitisa so se delezi pozitivnih vzorcev za vecino
parodontopatogenih bakterij znizali. Izjema je bakterija A. actinomycetemcomitans, ki je po

zdravljenju vztrajala v podobnem delezu vzorcev kot pred njim.
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6 POVZETEK

Parodontopatogene bakterije so poglavitni dejavnik v razvoju parodontitisa, medtem ko na
njegov potek, resnost in odziv na zdravljenje vplivajo Se Stevilni drugi dejavniki kot so
genetska predispozicija, ki se odraza v imunskem odzivu, slaba ustna higiena, kajenje,

sistemske bolezni in stres (Kornman, 2001; Loesche in Grossman, 2001).

Med najpomembnejSe  povzroCitelje  parodontitisa  priStevamo  bakterije  A.
actinomycetemcomitans, P. gingivalis, P. intermedia, B. forsythus in T. denticola, vendar
pa je naSe znanje o parodontopatogenih bakterijah omejeno na rezultate bakterioloSkih
gojitvenih metod, ki bistveno podcenjujejo raznolikost mikrobne zdruzbe v parodontalnih

zepih (Kroes in sod., 1999; Loesche in Grossman, 2001; Pater in sod., 2001).

Prevalenca parodontitisa in drugih parodontalnih bolezni s starostjo naras¢a in zaradi
staranja populacije se bo Stevilo posameznikov s parodontitisom v nekaj naslednjih
desetletjih povecalo. Tako bo parodontitis postal eden izmed glavnih vzrokov izgube zob
pri odraslih po 35. letu starosti (Loesche in Grossman, 2001). Zaradi dejstva, da so primarni
vzrok parodontitisa parodontopatogene bakterije, je vsekakor potrebna specificna
diagnostika, ki je relativno nov hkrati pa hitro se razvijajo¢ koncept v dentalni medicini
(Listgarten in Loomer, 2003). Klasicna bakterioloska diagnostika je pogost nacin
dokazovanja parodontopatogenih bakterij v vzorcih iz parodontalnih Zepov, kljub njenim
Stevilnim pomanjkljivostim, med katerimi naj omenimo nizjo obcutljivost gojitvenih metod
in nezanesljivost razlikovanja doloc¢enih bakterijskih vrst z biokemi¢nimi testi (Boutaga in
sod., 2005; Jousimies-Somer in sod., 1995; Loesche in sod., 1992b). Dolo¢enim
problemom klasi¢ne bakterioloSke diagnostike se lahko izognemo z uporabo hitro se
razvijajoCih molekularnih metod, za katere niso potrebne zive bakterijske celice, hkrati pa
ponujajo hitrejSo, preprostejso in bolj obcutljivo moznost dokazovanja parodontopatogenih

bakterij (Jousimies-Somer in sod., 1995).

V diplomski nalogi smo primerjali klasicno bakteriolosko diagnostiko in molekularno
metodo za dokazovanje parodontopatogenih bakterij v vzorcih iz parodontalnih Zepov. Ker

je osamitev vrst T. denticola in B. fosythus iz parodontalnih vzorcev tezavnej$a, zamudna in
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zahteva dodatna selektivna gojis€a, smo rezultate obeh metod primerjali le za bakterije A.
actinomycetemcomitans, P. gingivalis in P. intermedia. Molekularna metoda se je izkazala
za bistveno hitrejSo, bolj obcutljivo in preprostejSo moznost dokazovanja
parodontopatogenih bakterij. Najboljse ujemanje rezultatov obeh metod smo zasledili za
bakterijo A. actinomycetemcomitans. Klasi¢na diagnostika se je izkazala za nezanesljivo v
razlikovanju vrste P. intermedia od sorodne bakterije P. nigrescens, na kar nakazuje veliko
Stevilo vzorcev, ki so bili s klasi¢no bakteriolosko diagnostiko identificirani kot vrsta P.
intermedia ne pa tudi z molekularno metodo. Nasprotno, so pri bakteriji P. gingivalis glavni
problem predstavljali vzorci, ki so bili z molekularno metodo identificirani kot vrsta P.
gingivalis, medtem ko nam bakterije s klasi¢nimi bakterioloskimi metodami ni uspelo
osamiti. Razloge za to lahko najdemo v pocasnejsi rasti bakterije in njeni bistveno vecji

obcutljivosti na kisik.

Pred mehanskim zdravljenjem smo z molekularno metodo dokazali bakterije B. forsythus
pri 93,8 %, T. denticola pri 75 %, P. gingivalis pri 68,8 %, A. acinomycetemcomitans pri 50
% in P. intermedia pri 31,3 % vseh bolnikov.

Mehansko zdravljenje je uspeSno znizalo delez pozitivnih vzorcev za vecino
parodontopatogenih bakterij. Izjema je bakterija A. acinomycetemcomitans, ki smo jo po

mehanskem zdravljenju dokazali v podobnem delezu vzorcev in bolnikov kot pred njim.
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