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1.UVvOD

Periodontalne bolesti najéesce ukljucuju heterogenu grupu zaraznih i upalnih stanja,
uglavnom inducirana biofilmom na podrucju desni (gingivitis). Biofilmovi takoder uzrokuju
razaranje desni odnosno inficiranje vezivnog tkiva, ukljucujuéi periodontalne ligamente i
najvaznije od svega alveolarne kosti (periodontitis). Kronicni periodontitis je ¢est u odrasloj
dobi populacije i u njegovom tezem obliku, vode¢i uzrok gubitka zuba. Agresivni parodontitis
je izraz za razne progresivne oblike periodontitisa, koji zahvaéaju mlade dobne skupine. Kod
kroni¢nog oblika, uzrok su visoke koli¢ine mikrobnih naslaga i formiranje kamenca, dok kod
agresivnog oblika koli¢ine mikrobnih naslaga nisu konstantne i istog sastava, i nisu
prepoznatljive kao takve te dolazi do tezih oSte¢enja periodontalnog tkiva. Oralne bakterije
nakupljaju se na povrsini zuba, ispod i iznad margine desni (slika 1.). Cak i u zdravih desni
postoji konstantno djelovanje izmedu subgingivnih mikroorganizama i upalnih odgovora
domacina. Tranzicija iz zdravih desni prema gingivitisu se klinicki ocitava pri periodontalnom
sondiranju tankim S$iljastim instrumentom koji se zavlaci ispod zubnog mesa pri ¢emu je
vidljivo blago krvarenje. Razlog tome je prisutnost periodontalnih patogena u prostoru
izmedu zuba i desni (sulcus gingivalis). Dok je gingivitis reverzibilna upalna reakcija desni,
periodontitis nije. Progresivna upala dubljeg periodontalnog tkiva vodi do nepovratne Stete na
vezivnom i kostanom tkivu, odnosno dovodi do ispadanja zuba. Koncept uloge bakterija kao
uzrocnika bolesti desni se mijenjao s godinama kroz razna istrazivanja. Tijekom 1970-ih
godina M. A. Listgarten je zapoceo studiju koja je ispitivala strukturalne karakteristike
mikrobiota na povrSini zdravog zuba, ali 1 zubi koji su bili u razli¢itim stadijima parodontalnih
bolesti. Zubi su fiksirani u fiksativu koji je konzervirao mikrofloru zuba. Uzorci su tanko
rezani i podvrgnuti elektronskom mikroskopiranju (slike 2.- 4.). U zdravim zubima, obje vrste
plaka sastojala su se od pretezno kokoidnih stanica sa znacajkama Gram-pozitivnih
organizma dok su kod gingivitisnog plaka zuba nadeni kompleksniji mikrobioti s takozvanim
klip formacijama u supragingivnim flagelatnim bakterijama i spirohetni oblici bakterija u
subgingivnim. Kod paradontitisnog plaka nalazi su sli¢ni gingivitisnim rezultatima ali u
subgingivnom podruéju su nadeni razli¢iti tipovi Gram-negativnih bakterijskih populacija. Na
temelju tih morfoloskih otkric¢a, Listgarten je takoder zakljucio da mikrobna kompozicija

varira u relaciji sa stupnjem peridontalnih bolesti.



supragingivni dio zuba : Gram + kokoidne i Stapicaste
bakterije
Gram - Stapicaste, filamentozne i spirohete bakterije

subgingivni dio zuba koji je povezan sa zubnim mesom:
dominantni oblici su filamentozni mikroorganizmi. Takoder
su prisutni i kokoidni i Stapicasti oblici.

Npr. Gram+: St. mitis

,St. sangius , A.

viscosus, A.

anaselundii,

Eubacterium

subgingivni dio zuba koji se odnosi samo na korjen
zuba: St. oralis, St. intermedius, Peptostreptococcus
micros, P. gingivialis, P. intermedia, T. forsythis, F.
nucleatum

Slika 1. Gornja crta pokazuje na supragingivni dio zuba, odnosno na dio iznad desni. U opisu
su navedene vrste bakterija specificne za to podrucje (gram pozitivne kokoidne i kratke
Stapicaste bakterije i gram negativne Stapicaste, filamentozne i spirohete bakterije). Donjom
crtom je oznacen dio zuba koji se nalazi ispod desni te se u opisu nalaze navedene bakterije
specifi¢ne za to podrucje (dominiraju filamentozni oblici, prisutni su i kokoidni i kratki
Stapicasti oblici i navedeni si primjeri poput St. mitis, A. viscosus...). Srednjom crtom je
oznacen dio koji se odnosi na same desni, a ne zub, ali odnosi se i na unutarnje dZepove desni
u kojima su zubi. To je specificno podrucje koje odgovara anaerobnim bakterijama koje se i

smatra glavnim uzro¢nicima parodontalnih bolesti (P. gingivalis, T. forsythia...)
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Slika 2. Povrsina zubne cakline (E)- zdra.l\}og zuba s koloij ama kokoidnih i)aktgr‘ija (dio

obuhvacen crvenim krugom kao reprezentno podrucje). Sloj kolonija debljinom varira na

slikama, no sve su dobivene sa zdravih zubi.

Slika3. Povrsina zubne cakline (E) kod gingivitisnog stanja. Filamentozni bakterijski sojevi i
klip formacije (sl.8- unutar crvenog kruga se nalazi gusto pakirani sloj filamentoznih bakterija

na povrsini cakline, s1.9- unutar crvenog kruga se nalaze klip formacije).



Slika 4. Povrsina zubne (E) cakline kod periodontitisnog stanja. Filamentozni bakterijski
oblici (sl. 15) i klip formacije (unutar crvenog polja, na slikama 14 i 16) koje se sastoje od
centralne filamentozne bakterije koja na povrsini ima adhezivno priljubljene kokoidne

bakterije.

Nakon Listgartenovih istrazivanja su uslijedila nova istrazivanja koja su potvrdila njegov
zakljucak odnosno dokazana je jasna razlika u dominaciji fakultativnih Gram-pozitivnih
bakterija na zdravim desnima i tranzicija prema dominaciji anaerobnih Gram-negativnih
bakterija na bolesnim desnima. Sigmund Socransky je istrazivao koje su to specifi¢ne
bakterije uzroc¢nici bolesti desni te je pretpostavljao kako se radi o Sirokom spektru
mikroorganizama, posebice iz roda Actinomyces. Postavio je pet kriterija (povezanost s
bolescu, uklanjanje organizma, odgovor domacina, patogenost, mehanizmi patogenosti) po
kojima je specificirao Bacteroides asaccharolyticus (sada Porphyromonas gingivalis) i
Actinobacillus actinomycetemcomitans (sada Aggregatibacter actinomycetemcomitans) kao
uzroc¢nike bolesti desni. Kasnije se postavljalo pitanje od kuda dolaze patogeni i
pretpostavljalo se ako dolaze izvana postoji li moguénost prevencije njihovog ulaska u
domacina. Prema danasnjim hipotezama infektivni mikroorganizmi se smatraju domac¢im
bakterijama u usnoj Supljini te u slu¢aju njihove ekoloske neravnoteze dolazi do
prevladavanja virulentnih organizama sto dovodi do bolesti. Isto tako i manjak beneficijalnih
organizama dovodi do disbalansa u ravnotezi i dolazi do bolesti. Takve promjene mogu

dovesti do stvaranja patogenih biofilmova.



2.0SNOVNI DIO

2.1.PERIODONTALNI BIOFILMOVI

Zubni plak odnosno zubne naslage sadrze bakterije i njihove metabolicke produkte. Klinic¢ki
je opisan kao zuckasto sivkasta tvar koja se veze na tvrde povrSine u usnoj Supljini.
Prvenstveno je sastavljen od bakterija koje se nalaze u matriksu od glikoproteina i
ekstracelularnih polisaharida dobivenih iz sline. 1 gram zubnog plaka (odnosi se na tezinu
mokre tvari) sadrzi 10! bakterija. U zubnom plaku osim bakterijskih stanica su pronadene
gljivice, protozoe, mikoplazmatske vrste i virusi. Zubni plak se diferencira na plak koji se
nalazi ispod zubnog mesa, na margini zubnog mesa i zuba i na samom zubu (slika 5.).
Razli¢ita topografija uvjetuje i razliciti sastav zubnog plaka. Plak koji se nalazi ispod zubnog
mesa, odnosno subgingivni plak, sastoji se od vise anaerobnih Gram negativnih bakterija i
spiroheta zato $to nema direktnog doticaja sa zubnim mesom koje je prokrvljeno i bogato
nutrijentima 1 kisikom. Marginalni plak je savrSeno mjesto za nakupljanje filamentoznih
mikroorganizama, ali pojavljuju se i koki i Stapicasti mikroorganizmi. Kod supragingivnog

plaka nema diferencijacije te se pojavljuju razne vrste bakterija na povrsini zuba.

plak koji se

nalazi na zubl ——

plak koji se
nalazi izmedu zuba i
ispod desni

epitelni plak

bakterije u vezivnom
tkivu

bakterije na
kostanoj povrsini

Slika 5. Topografski prikaz zubnog plaka na presjeku zuba i zubnog mesa.



Biofilm jest na neki nacin isto $to i zubni plak, ali drugacije se definira. Za razliku od plaka
koji nije visoko definirana struktura, biofilm je. Sastoji se od mikrokolonija bakterijskih
struktura distribuiranih u formiranom matriksu ili glikokaliksu. Donji slojevi plaka u biofilmu
su gusti i uklopljeni u polisaharidni matriks s organskim i anorganskim tvarima. Izmedu

kroz biofilm te su u kontaktu s vanjskim medijem koji donosi hranjive nutrijente te na takav
nacin, kroz kanali¢e djeluju kao primitivna cirkulacija u samom biofilmu. Taj intercelularni
organski matriks sadrzi glikoproteine, polisaharide, proteine i lipide koji su tu ili samom
bakterijskom produkcijom, poput polisaharida ili unosom hrane (lipidi) ili iz sline
(glikoproteini). Anorganski dio predstavljaju kalcij i fosfor, minerali natrij, kalij i flour ¢iji

izvor su slina ili takoder neki vanjski izvor poput paste za zube.

prianjanje ostalih

stvaranje mikroorganizama
reverzibilno prianjanje eng)po]isah'axida za biofilm (dan-
bakterija na cvrstu rast i razvoj i ;i;]tlvaran]; mjesec)
povrsinu (sec) nepovratno bakterija (b dan) iofilma (h- dan)
prianjanje bakterija
(sec- min)

Slika 6. slika prikazuje formaciju biofilma. Prvi korak prikazuje reverzibilno prianjanje
bakterija na ¢vrstu povrsinu, drugi korak prikazuje nepovratno prianjanje bakterija, tre¢i korak
prikazuje rast i razvoj bakterija, Cetvrti prikazuje stvaranje egzopolisaharida i formiranje

biofilma, peti korak se odnosi na prianjanje ostalih mikroorganizama za biofilm.



Vecina mikrobioloskih ekosustava sadrzi veliku koli¢inu geneticki razlicitih
mikroorganizama, nasa usta nisu iznimka u tome. Najve¢i korak u parodontalnoj
mikrobiologiji je bio koncept bakterijskog biofilma u kontekstu kroni¢nih infekcija,
ukljucujuci parodontitis. Koagregacija izmedu genetski razlicitih bakterija koje Zive u ustima
je esencijalna za formaciju dentalnih biofilmova (slika 6.) . Mikroorganizmi koji nemaju
sposobnost adhezije i koagregacije bivaju odneseni slinom iz usta kroz probavni trakt, stoga je
logi¢no da svi oralni mikroorganizmi imaju mehanizme vezanja za tanki sloj proteina i
glikoproteina iz sline koji se stvara na zubu nakon ¢iS¢enja te sluzi bakterijama kao medij za
prihvacanje na povrsinu. Adhezija mikrobijalnih Cestica za imobilizaciju bakterija se zove
koadhezija, a vezanje bakterija medusobno u suspenziji se zove koagregacija. Oba pojma se
definiraju specificnim stani¢nim interakcijama izmedu dva geneticki nesrodna organizma. Od
ugrubo 700 vrsta bakterija nadenih u ustima se ispitivanjima zakljucilo kako posjeduju barem
jednog koagregacijskog partnera kao na primjer, Fusobacterium nucleatum sa Steptocooci
sangius, Prevotella loescheii sa Actinomyches viscosus, Capnocytophaga ochraceus sa
Actinomyches viscosus... Takva specifi¢na partnerstva odgovor su organizama na inhibiciju
koagregacije uzrokovanu nekim Secerima ili proteazama. Prvi kolonizirajuéi organizmi na
povrsini zuba su uglavnom streptoccoci te oni postepeno dozvoljavaju vezivanje drugih

vise partnerstava nego ostali rodovi. Fusobacterium nucleatum se veze s inicijalnim, ranim i
kasnim kolonizatorima pa ju smatramo mostom u sukcesiji kod prirodnog stvaranja dentalnog

plaka.
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Slika 7. prikaz redoslijeda prihva¢anja bakterija na povrsinu zuba u stvaranju biofilma.

Koristenjem FISH metode (fluorescent in situ hybridization) dobivena je arhitekturalna slika
dentalnog biofilma. Bakterijska raznolikost u ustima se procjenjuje na vise od 700 razlicitih
vrsta koje mozemo svrstati u devet redova.

Deferribacteres, Spirochaetes, Fusobacteria, Actinobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes,
Proteobacteria i dva reda bez kultivnih ¢lanova OP11, TM7. Kod subgingivalnog biofilma,
doniji sloj se uglavnom sastojao od actinomyceta, dok se drugi sloj sastojao od Fusobacterium
nucleatum, Tannerella forsythia i tannarella sli¢nih organizama. Nakupine bakterija
Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides i Synergistes su pronadene u gornjem sloju te izvan
biofilma su dominirale sprirochaetes. Zanimljivo je to da Porphyromonas gingivalis i njegov
bliski rodak, Porphyromonas endodontalis, Prevotella intermedia i Gram-pozitivni anaerobni
koki, Parvimonas micra, svi smatraju periodontalnim patogenima i bili su prisutni u obliku
mikrokolonija na gornjem sloju. Ovakve vrste se mogu smatrati kolonizatorima ve¢
formiranih biofilmova. Stvaranje biofilmova i sazrijevanje se dogada djelovanjem bakterije i
okoli$a i medusobnim djelovanjem bakterija razli¢itih vrsta u okoliSu. Takoder patogenost

samog biofilma odreduje njegov sastav.



2.2.PERIODONTALNI PATOGENI

1968. godine, ve¢ spomenuti Sigmund Socransky napravio je studiju, nakon koje je razvrstao
bakterijske vrste koje utjecu na inicijaciju i razvoj periodontalnih bolesti u zasebne komplekse
i kategorije te ih oznacio bojama (slika 8.). Kod razvrstavanja bakterija u te kategorije, glavni
faktor distinkcije bakterija se zasnivao na patogenosti i ulozi u stvaranju zubnog plaka. Zuta,
narancasta i crvena, su boje kojima su obiljezeni kompleksi koje se veze uz teze stadije bolesti
pa samim time su i okarakterizirane kao i bakterije sa najpatogenijim djelovanjem na zdravlje
pacijenata. Crveni kompleks sacinjavaju bakterije: Porphyromonas gingivalis,Tannerella
forsythia, Treponema denticola. Narancasti kompleks sa¢injavaju bakterije: Fusobacterium
nucleatum, Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens, Peptostreptococcus micros,
Streptococcus constellatus, Eubacterium nodatum, Campylobacter showae, Campylobacter
gracilis, Campylobacter rectus. Zuti kompleks se sastoji od: Streptococcus sanguis,
Streptococcus oralis, Streptococcus mitis, Streptococcus gordonii, Streptococcus intermedius.
Za crveni 1 narancasti kompleks se kaze da su usko povezani zato Sto neke vrste bakterija iz
naranc¢astog kompleksa se pojavljuju samo uz prisutnost bakterija iz crvenog kompleksa, kao
Sto je na primjer Prevotella intermedia uvijek prisutna uz Fusobacterium nucleatum, kod

odraslih pacijenata s tezim oblikom periodontitisa.

A naeslundii 2
(A viscosus)

S mitis
S oralis
S sanguis

Streptococcus sp.
S gordonii
S intermedius

C concisus A actino b. Bowie

Slika 8. Mikrobijalni kompleksi razvrstani kako ih je razvrstao Sigmund Socransky.



Aggregatibacter actinomycetemcomitans (prije Actinobacillus actinomycetemcomitans) je
prva bakterija prepoznata kao periodontalni patogen (po Newmanu et al, 1976.). Mala,
nepokretna, gram negativna, saharolitska, kokobacilastog oblika. Formira male konveksne
kolonije na krvnom agaru koje u samoj sredini imaju zvjezdasti oblik (slika 9.). Adheziju i
kolonizaciju obavljaju uz pomo¢ pila, vezikula i kapsularnih antigena. Virulencijski faktori su
mu leukotoksini, kolagenaze i proteaze ¢ije su posljedice, ubijanje limfocita, monocita i
neutrofila, unistavanje kolagena, nekroze, odnosno stanicnog odumiranja epitela, osteoblasta 1

generalno izazivanje citotoksi¢nosti kod stanica domacina.

r

Slika 9. Kolonija Aggregatibacter actinomycetemcomitans na hranjivoj podlozi od krvnog
agara . Slika prikazuje karakteristike morfologije zvjezdaste strukture kod izrasle kolonije.

Nadalje u crvenom kompleksu se nalazi i Porphyromonas gingivalis koja je takoder Gram
negativna, anaerobna, nepokretna i saharoliti¢ka bakterija koja je kratkog Stapicastog oblika.
Stvara od smedih do crnih kolonija na krvnom agaru. Nacin kolonizacije i adhezije je isti kao
I kod prethodno navedene bakterije, kao i virulencijski faktori i njihova djelovanja, ali
iznimka za P. gingivalis je ta da uzrokuje aglutinaciju i lizu eritrocita. Treponema denticola je
iznimno pokretljiva, Gram negativna i obligatorno anaerobna bakterija koja takoder spada u

crveni kompleks $to znaci da je iznimno patogena. Adhezivne sposobnosti ostvaruje pomocu

10



MSP proteina (major surface protein) i fibronektina, a Stetno djelovanje se odnosi na
izazivanju citotoksi¢nosti kod raznih vrsta stanica i direktno ili indirektno ostecenje tkiva,
hidrolizim fosfolipidnih membrana. Tannerella forsythia je posljednji ¢lan crvenog
kompleksa. To je anaerobna, gram negativna bakterija, vretenastog oblika. Za stvaranje
kolonije zahtjeva vremenski period od 7-14 dana. Kolonizira i adhezira S sloj proteinima na
omotacu. Virulentni faktori su lipoproteini i leucinima bogati proteini koji su odgovorni za
izazivanje upalnih reakcija. Iz narancastog kompleksa izdvojila bih kao primjer
Fusobacterium nucleatum. Ta Gram negativna bakterija, anaerobna, vretenastog oblika, ali
izduZena i djelovanjem inducira apoptozu mononuklearnih i polimorfonuklearnih stanica. Od
zutog kompleksa izdvojila bih Streptococcus mitis. To je Gram pozitivna bakterija kokoidnog

oblika, fakultativni je anaerob. Na agaru stvara smede-zelene kolonije.

2.3.SPECIFICNO PONASANIJE BAKTERIJA U BIOFILMU | OTPORNOST NA
ANTIBIOTIKE

U biofilmu, otpornost na antibiotike mikroorganizma je ve¢a 1000 do 1500 puta nego u
planktonskom stanju. Mehanizmi otpornosti se razlikuju od vrste do vrste i od antibiotika do
antibiotika. Kod biofilma, jedan od mehanizama otpornosti je sam matriks. Iako se ne ¢ini kao
neka barijera, ali pokazuje odredenu sposobnost blokiranja djelovanja antibiotika. Sto se to
tocno dogada u biofilmu, zove se ,,quorum sensing* (osjecanje kvoruma). Bakterije unutra
biofilma medusobno komuniciraju. Komunikacija se zasniva na stimulirajué¢im i
odgovaraju¢im podraZzajima. PodraZaji putuju do odredenog sloja u kojem se dogada
ekspresija specificnih gena. Kada stimulirajuéi podrazaj prijede podrazajni prag dolazi do
aktivacije tih specifi¢nih gena kao odgovor. Kad govorimo o qourum sensingu u pogledu
rezistencije na antibiotike, u biofilmu se dogada ekspresija gena kod bakterija u sloju koje
imaju gene za ponistavanje ucinka antibiotika. Dolazi do prepopuliranja biofilma tom vrstom
bakterije u svrhu obrane. Izmjena genetickih informacija unutar biofilma se dogada putem
konjugacije (direktan prijenos gena iz stanice davateljice u stanicu primateljicu koji ukljucuje
izravni stani¢ni kontakt ili formiranje kopulacijskog kanala), transformacije (postupak
ubacivanja plazmidne DNA koja putuje kroz matriks u kompetentne bakterijske stanice u
svrhu umnozavanja DNA) i transpozonskim elementima (male sekvence DNA koje se mogu

premjestati na razli¢ite pozicije unutar genoma stanice.
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ZAKLJUCAK

Bolesti desni nastaju kada se dogodi disbalans u mikroflori usne Supljine. Vecina patogena
nalazi se u ustima, ali nisu nuzno uzroc¢nici bolesti. Osim mikrokulture, zivotne navike su
takoder bitan faktor kod obolijevanja. Stres, pusenje, dijabetes i nedostatak oralne higijene

cak 1 nasljednost stvaraju uvjete u organizmu koji pogoduju stvaranju bolesti.
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