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togeni. To potvrđuje i studija koja poka-
zuje da su i nakon vađenja svih zubi ovi 
mikroorganizmi i dalje perzistirali u �o-
ri usne šupljine. Uglavnom su se zadržali 
na jeziku i u slini u niskim koncentraci-
jama. Reduciran je broj A.a. i P. interme-
dia, a još izrazitija redukcija bila je za P. 
gingivalis, odnosno T. forsythia koja ne-
staje u bezubim ustima. Problem nastaje 
kada u takvim bezubim ustima postavimo 
implantate. Rezultat je velika mogućnost 
nastanka periimplantitisa jer su time po-
novno stvoreni pogodni okolišni uvjeti za 
njihovo umnožavanje (3).

Prisutnost speci�čnih mikroorgani-
zama smatra se sekundarnim obilježjem 
agresivnog parodontitisa. Sistematizirani 
pregled literature jasno ukazuje da se na 
temelju prisutnosti ili odsutnosti speci-
�čnih parodontopatogena kao npr. A.a. 
ne može u potpunosti diferencirati pa-
cijente s agresivnim parodontitisom od 
pacijenata s kroničnim parodontitisom. 
Kod pacijenata koji nemaju A.a. je 10 puta 
vjerojatnije da boluju od kroničnog nego 
od agresivnog parodontitisa, dok je kod 
pacijenata koji imaju A.a. samo 3 puta 
vjerojatnije da boluju od kroničnog oblika 
bolesti (1).

Iako samo mikrobiološko testiranje ne 
može razlučiti kronični od agresivnog pa-
rodontitisa, nalaz koji pritom dobijemo 
može poboljšati krajnji ishod terapije, te 
ukazivati na potrebu dodatka konvencio-
nalnoj terapiji u vidu antibiotika i izbora 
antimikrobnog lijeka. Interventne studije 
sugeriraju da je A.a. iznimno teško suzbi-
ti klasičnom mehaničkom terapijom (1). 
Mikrobiološka informacija stoga može 
biti korisna u različitim fazama terapije, 

anamneza, klinički pregled te rendgenska 
dokumentacija.

Kod težih slučajeva, onih koje je pro-
gnostički teško procijeniti, potrebna je 
daljnja obrada i dodatna dijagnostika koja 
između ostalog uključuje mikrobiološke 
testove. Mikrobiološkim postupcima ot-
krivamo broj i vrstu glavnih parodonto-
patogenih bakterija – Aggregatibacter ac-
tinomycetemcomitans (A.a.), Porphyro-
monas gingivalis, Tannerella forsythia, 
Treponema denticola – članove tzv. crve-
nog kompleksa i mnoge druge (slika 1). 
Stoga su mikrobiološki testovi indicirani 
kod agresivnih parodontitisa, refraktor-
nih oblika i u pacijenata kod kojih je težak 
parodontitis povezan sa sistemskim bole-
stima (2). Primarni parodontopatogeni, 
pretežno anaerobi, vrlo su agresivni i pa-

Parodont, s glavnom funkcijom u pri-
čvršćivanju zuba uz koštano tkivo čeljusti 
i zadržavanju integriteta površine masti-
katorne sluznice usne šupljine, podložan 
je razaranju od strane različitih mikrob-
nih patogena. Parodontne bolesti i ka-
rijes najraširenije su bolesti današnjice. 
Najvažniji etiološki čimbenik za njihov 
nastanak jest zubni plak, ali i mnogi čim-
benici okoline, sistemske bolesti, kao i 
vlastita, genetska sklonost. Dodatno su 
komplicirane mogućnošću prijenosa: 
vertikalnog (prijenos s roditelja na dijete) 
i horizontalnog (prijenos mikroorganiza-
ma između pojedinaca izvan veze roditelj 
- dijete) (1). U slučaju parodontnih pro-
mjena potrebni su nalazi kojima ćemo 
utvrditi dijagnozu i prognozu bolesti. 
Nalaze čini medicinska i stomatološka 
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uzoraka iz različitih džepova. Bitno je za-
bilježiti mjesto i datum uzimanja uzorka. 
Dobiveni se uzorci nasađuju na obogaće-
ne i selektivne podloge (2).

U obogaćene podloge ubrajamo mož-
dano-srčani agar, triptoza-soja agar i srča-
ni agar, druge jednostavne ili poboljšane 
podloge s 10% ili 5% de�brinirane ovčje, 
kunićje ili konjske krvi. Njihovom upotre-
bom dobivamo ukupan broj kultiviranih 
mikroorganizama ili jedinica koje formi-
raju kolonije. Bolje su od selektivnih jer 
omogućuju rast većeg broja speci�čnih 
mikroorganizama.

Selektivne podloge jesu manitol slani 
agar, Ragosa SL agar, Sabouraud agar, 
Nickerson agar, mitis-salivarius agar s 
teluritom, triptoza-soja s krvlju, mendi-
onom, Kanamicinom, Vankomicinom, i 
drugi. Ove se podloge upotrebljavaju za 
određivanje broja živih bakterijskih sta-
nica ili jedinica koji formiraju kolonije 
speci�čne vrste mikroorganizama kao 
što su parodontopatogeni mikroorganiz-
mi (4).

Ovom tehnikom možemo odrediti mor-
fološku diferencijaciju bakterija i drugih 
mikroorganizama u usnoj šupljini. Za gle-
danje pod svjetlosnim mikroskopom po-
trebno je bojanje preparata za što postoje 
mnoge mono- i polikromatske metode.

Korištenje mikroskopije tamnog polja 
faznim kontrastom vrlo je jednostavno i 
brzo, ne zahtijeva bojenje ni �ksaciju. Isto 
tako, mogu se odrediti samo morfotipovi, 
odnosno oblik bakterije i njena pomič-
nost. Pritom, pretežno koki i nepomični 
štapići govore o manje aktivnoj patogenoj 
�ori. Međutim, veliki broj pomičnih bak-
terija (spiroheta i štapića) govori o aktiv-
nosti džepa odnosno aktivnoj patogenoj 
�ori. Ovom metodom možemo značajno 
motivirati pacijenta prikažemo li mu na 
ekranu pomične bakterije i jedina je meto-
da kojom se mogu promatrati živi mikro-
organizmi, uključujući brojne vrste spiro-
heta koje zbog izuzetno teške kultivacije 
još nisu identi�cirane. 

1. DNA testovi – lančana reakcija polime-
raze, hibridizacija DNA probama

2. RNA/DNA testovi – IAI PadoTest

onalnu terapiju i njome možemo usmjeriti 
antibiotsku terapiju. Ova mikrobiološka 
tehnika zahtjeva vrijeme, mikrobiološko 
znanje te potrebnu laboratorijsku opremu. 
Rezultati se dobiju nakon 3 tjedna. Pred-
nost kultivacije je mogućnost izvođenja 
antibiograma čime dobivamo saznanje na 
koji je antibiotik određena bakterija osjet-
ljiva ili rezistentna.

Materijal za kultivaciju uzima se iz usne 
šupljine najčešće sterilnim papirnatim šta-
pićem srednje tvrdoće, zatim struganjem 
instrumentima ili skalpelom, upotrebom 
zubne svile, skupljanjem uzoraka sline 
i ispirkom iz usta. Prije toga je područje 
uzimanja potrebno očistiti od supragin-
givnog plaka i posušiti. Štapić se uvodi 
do dna džepa i drži 10 sekundi. Kod od-
stranjivanja ne smije doći u dodir s okol-
nom sluznicom, slinom ili gnojem. Može 
se uzeti samo jedan uzorak za speci�čnu 
stranu, ali možemo uzeti i više uzoraka iz 
najdubljeg džepa za svaki kvadrant ili više 

kao npr. kod početne dijagnoze, kod ree-
valuacije i faze recall-a. 

Mikrobiološke pretrage imaju veliku 
važnost u procjeni potrebe nadopune me-
haničke terapije antibiotskom te u procjeni 
učinka liječenja. Metode koje se koriste:
1. Tehnika kultivacije mikroorganizama
2. Tehnika direktnih razmaza
3. DNA ili RNA testovi
4. Imunološka ispitivanja
5. Biokemijska ispitivanja

Tehnika kultivacije je referentna metoda 
za određivanje sastava bakterijskog plaka. 
Omogućuje identi�kaciju glavnih kompo-
nenti i njihovu osjetljivost na antibiotike 
in vitro. Predstavlja smjernice za utvrđiva-
nje razine patogenosti mikroorganizama 
u niskom, srednjem ili visokom riziku za 
pacijente. Tehnika kultivacije je vrijedna u 
bolesnika koji ne odgovaraju na konvenci-
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DNA probe utvrđuju speci�čne sekven-
ce na DNA i omogućuju identi�kaciju 
mikroorganizma. Postupak izvođenja je 
slijedeći:
 bakterije se razgrađuju
 dvostruki lanci DNA se razdvajaju
 pojedinačni se lanci fragmentiraju i �k-

siraju na membranu
 označene genske probe nalaze komple-

mentarne dijelove na ciljnoj DNA i s 
njima se hibridiziraju

Dokaz se postiže autoradiografski 
ili enzimatski (slika 4). Ova je tehnika 
osjetljivija nego tehnika kultiviranja. 
Može detektirati 103 mikroba. Testovi u 
upotrebi su DMDy-Patho test, Meridol 
test DNS probama 3/8, MicroDent test 
te Perio Bac test. Testovi su ograničeni 
na otkrivanje sedam mikroorganizama: 
P. gingivalis, P. intermedia, A.a., T. den-
ticola, E. corrodens, C. rectus i F. nuc-
leatum. 

Dobiveni rezultati raspoređuju se po-
tom u tri grupe:
 niski rizik - do 103 mikroba
 srednji rizik - 103 - 104 mikroba
 visoki rizik - više od 105mikroba.

Ovim se testom mogu dokazati A.a., 
T. forsythia, P. gingivalis i T. denticola. 
Uzima se uzorak subgingivnog plaka ste-
rilnim papirnatim štapićem iz najdubljeg 
džepa, zatim se stavi u prijenosni spre-
mnik (epruvetu) koji se čvrsto zatvori. 
Ukoliko se radi DNA test, papirnati štapić 
stavljamo u praznu, suhu epruvetu. Ako 
radimo rRNA test, potrebna je stabiliza-
cijska tekućina u epruveti jer je rRNA ke-
mijski osjetljiva. Uzorci se šalju na analizu 
u specijalizirani laboratorij. Rezultati su 
gotovi unutar nekoliko dana. Dobivamo 
podatke o broju i udjelu glavnih bakteri-
ja, ukupnom udjelu svih bakterija, stati-
stičku usporedbu tih rezultata i tipizaciju 
džepova. 

Ovi se testovi temelje na reakciji anti-
gen-antitijelo. Korisni su za identifika-
ciju specifičnih bakterija određivanjem 
nivoa antitijela na određene patogene. 
Imunološko detektiranje bakterija pro-

 razdvajanje DNA lanca iz dvostruke 
uzvojnice ne temperaturi 90-95°C u 
jednostruke lance

 vezanje primera na određenoj lokaciji 
na lancu DNA pri temperaturi od 40-
60°C

 polimeraza udvostručuje sekvencu ko-
risteći svaki lanac kao uzorak pri tem-
peraturi od 70-75°C

 podizanje temperature na 90-95° i po-
navljanje cijelog procesa kako bi se mul-
tiplicirali ciljani DNA segmenti (2)

Ova je metoda vrlo učinkovita, omogu-
ćuje otkrivanje i identi�kaciju speci�čnih 
parodontopatogenih bakterija u jednom 
danu (slika 3). Ciklusi su brzi i mogu se 
ponavljati, pa je moguće u nekoliko sati 
dobiti milijun kopija DNA lanca. Uspored-
bom PCR tehnike otkrivanja parodonto-
patogena i otkrivanja istih tehnikom kul-
tiviranja, utvrđena je češća identi�kacija 
P. gingivalis i T. forsythia PCR metodom 
nego kultivacijom. Stoga se smatra da bi 
se kultivacija trebala zamijeniti moleku-
larnobiološkim testovima te bi oni trebali 
postati zlatni standard u dijagnostici (4).

Koristi se za povećanje broja kopija 
određenog dijela DNA, tako da dobijemo 
dovoljnu količinu DNA za dokazivanje 
prisutnost određenog uzročnika. Ova 
metoda može detektirati prisutnost izu-
zetno malog broja mikroorganizama u 
uzorku plaka. Provodi se na sljedeći na-
čin (slika 2):



S O N D A    S V I B A N J  2 0 1 0   |   23      

MIKROBIOLOŠKA DIJAGNOSTIKA U PARODONTOLOGIJI

LITERATURAju potrebno uvesti i antibiotsku terapiju. 
Nedostatak  BANA-testa je nemogućnost 
dokazivanja A.a.. Isto tako, druge manje 
patogene bakterije mogu učiniti test pozi-
tivnim što je dodatni nedostatak. Ovaj test 
nije više u komercijalnoj upotrebi zbog 
navedenih nedostataka (2).

A.a. i P. gingivalis mogu biti preneseni 
od strane parodontoloških pacijenata na 
članove svoje obitelji. Stoga bi mikrobio-
loško testiranje supružnika, djece ili braće 
i sestara od pacijenata s agresivnim paro-
dontitisom moglo biti indicirano kako bi 
rano dijagnosticirali bolest kod podložnih 
pojedinaca (1).

Sve navedene tehnike mikrobiološke 
dijagnostike od velike su koristi u prona-
laženju uzročnika parodontnih bolesti, 
u usmjerenju antibiotske terapije, kao i 
u praćenju učinkovitosti liječenja i pro-
gnoze bolesti. Kao zlatni standard još se 
uvijek smatra i koristi tehnika kultivacije 
mikroorganizama na podlogama. Među-
tim, sve veći značaj u parodontologiji, a 
time i prednost i potrebu korištenja kao 
zlatnog standarda, zauzimaju molekular-
nobiološke tehnike (DNA probe i PCR). 
Za razliku od njih, imunološke metode 
su najbrže, ali preskupe i dostupne samo 
dobro opremljenim laboratorijima.  

vodi se pomoću specifičnih antigenskih 
površinskih markera na koje se veže 
specifično monoklonalno antitijelo. 
Da bi reakcija bila vidljiva, antitijela se 
označavaju tzv. reporter molekulama. 
To se može učiniti i izlaganjem kom-
pleksa antigen-antitijelo obojenim fluo-
rescentnim tvarima, što predstavlja test 
imunofluorescencije.

Razlikujemo direktnu i indirektnu imu-
no�uorescenciju. Ona nam omogućuje 
promatranje reakcije antigen-antitijelo na 
�uorescentnom mikroskopu. Tim proma-
tranjem obuhvaćene su i mrtve i žive bak-
terije.

Imunološki su testovi sve više u upo-
trebi zbog sve veće potrebe preciznih mi-
krobioloških nalaza, pa se koriste npr. za 
diferencijaciju serotipova.

Primarno antitijelo otkriva se kolorime-
trijskom reakcijom koja se katalizira pu-
tem enzima (peroksidaza) (slika 5). ELI-
SA probe koristile su se za praćenje nivoa 
antitijela zbog osjetljivosti. Ipak, nisu svi 
pacijenti pokazivali porast antitijela kada 
su bili in�cirani parodontopatogenima. 
Nedostatak je tehnike što otkriva samo 
one vrste za koje postoji speci�čno anti-
tijelo. Prije se više koristila, sve do razvoja 
PCR tehnike.

Ovaj test procjenjuje antitijela na pet 
patogena. Koristi se uzorak krvi dobiven 
ubodom u prst. Proizvođač tvrdi da se 
testom može detektirati imuni odgovor 
prije manifestacije parodontne bolesti. Na 
taj je način moguće procijeniti rizik u još 
zdravih pacijenata, ali test još uvijek nije 
ušao u rutinsku primjenu.

Određeni parodontopatogeni mogu 
razgraditi α-benzoil-DL-arginin-2-na*i-
lamid (BANA) pomoću  enzima sličnog 
tripsinu. Produkt te razgradnje je β-na*i-
lamid koji postaje vidljiv tijekom reakcije i 
koristi se za dokaz bakterija. Test je je*in, 
brz i jednostavan. Ukoliko kao rezultat 
dobijemo izrazitu pozitivnost, to bi tre-
bao biti znak da je uz mehaničku terapi-


