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ABSTRAKT

Ochorenia parodontu su aktualnym problémom v zub-
nom lekarstve, po zubnom kaze su totiz druhou naj-
CastejSou pricinou straty zubov. V poslednych rokoch
je pocet zubov postinnutych pre tzv. parodontopatie
dokonca podstatne vyssi nez pocet zubov stratenych

z inych pricin. Analyza oralnej mikrobioty moze prispiet
k lepSiemu porozumeniu oralnych patologickych zmien
a vcasnejsej lieCbe. V ramci nasej prace sme realizovali
analyzu s cielom identifikacie konkrétnych paropato-
gennych bakterii, ktore su podla literatury asociovane

s rozvojom parodontitidy. Celkovo sme spomedzi 220
vySetrenych vzoriek identifikovali pritomnost baktérii
komplexov patogenity 3 a 4 az u 89 % vzoriek, Co v pra-
xi podporuje vyuzitie uvedenych metodickych pristupov
v modernej diagnostike parodontitidy. Pacienta, u ktoré-
ho DNA analyzou zistime pritomné paropatogény, zara-
dime do skupiny rizikovych pacientov pre parodontitidu
s CastejsSimi kontrolami v zubnej ambulancii.

Klucové slova: parodontitida, paropatogénne mikroor-
ganizmy, DNA analyza, oralny mikrobiom, mikrobialna
kolonizacia

ABSTRACT

Periodontal diseases are a current problem in dentistry.
After tooth decay, they are the second most common
cause of tooth loss. In recent years, the number of teeth
affected by the so-called periodontopathy has significantly
exceeded the number of teeth lost due to other causes.
Analysis of oral microbiota can improve understanding of
oral pathological changes and earlier treatment. Within
our work, we carried out an analysis to identify specific
paropathogenic bacteria that, according to the literature,
are associated with the development of periodontitis. Out of
a total of 220 examined samples, we identified the presence
of bacteria of pathogenicity complexes 3 and 4 in up to 89%
of the samples. That empirically supports the application of
the aforementioned methodological approaches in modern
diagnosis of periodontitis. A patient whose DNA analysis
detects the presence of paropathogens will be included

in the group of patients at risk for periodontitis with more
frequent check-ups in the dental clinic.

Key words: periodontitis, paropathogenic microorganisms,
DNA analysis, oral microbiome, microbial colonization
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Uvod

Pritomné mikroorganizmy, tzv. paropatogénne bakté-
rie, spésobuju komplexné interakcie s imunitnym systémom
hostitela a vyznacuju sa az ireverzibilnymi histopatologickymi
zmenami postihnutych tkaniv. Obranna reakcia organizmu na
infekciu zahfia aktivaciu vrodenej aj ziskanej imunity spojenu
s uvolhovanim cytokinov a chemokinov. Napriek primarnej
funkcii uvedenych molekul v ochrane tkaniv, tieto proteiny
nakoniec napomahaju rozpadu hlavnych Struktur podporuju-
cich zuby, spojovacie tkanivo a kost. Preto sucastou vySetrenia
parodontu je nutné aj vySetrenie neovplyvnitelnych faktorov,
t.J. geneticky podmienenych rizik vzniku ochorenia parodontu.

Kolonizacia ust parodontalnymi patogénmi moze pri vnima-
vych prijemcoch viest k ochoreniu parodontu. Infekéna etio-
logia parodontitidy je v sulade s vyskytom ochorenia v rodine.
Prenos infekcie neznamena hned vznik parodontitidy, pretoze
samotné baktérie ochorenie nesposobia. Priciny parodontitidy
su multifaktoridlne a baktérie su ,iba” jednym faktorom. Velmi
doélezita pre zaciatok a priebeh ochorenia je reakcia oralneho
mikrobiomu a hostitela (1, 2, 3). Moznost interindividudlneho
prenosu oralnej mikrobioty vSak zostava relevantnd a skima-

nie toho, ako a ako casto sa mézu prendsat hlavné parodon-
talne patogény poskytuje dalSie informacie na posudenie ri-
zikového profilu pacienta. Pacienta, u ktorého DNA analyzou
zistime pritomné paropatogény, zaradime do skupiny riziko-
vych pacientov pre parodontitidu. To znamena, ze budu mat
CastejSie kontroly v zubnej ambulancii.

Hypotéza, ze mdze ddjst k intrafamiliarnemu prenosu bak-
térii, bola potvrdend mnohymi Studiami. Prenos je velmi vari-
abilny, je mozny medzi manzelmi alebo parmi, medzi rodicmi
a detmi (1, 4, 5).

Pozorovanu variabilitu je mozné vysvetlit niekolkymi faktor-
mi, ktoré ovplyvnuju kolonizaciu po prenose:

1. Prenos a detekcia baktérii nemusi nevyhnutne znamenat
pretrvavajucu kolonizdciu az do zistitelnych hladin patogénov,
ale moze byt spdsobena opakovanym prenosom (3).

2. Bakterialny prenos je vysledkom kombindcie dostatoc-
ne velkého a koncentrovaného inokula (inokulum je skupina
baktérii, ockovacia latka) umoZriujuceho prezitie baktérii pocas
kolonizacie s priaznivym oralnym prostredim prijemcu, ktoré
zavisi od rezidentnej mikrobioty, obranyschopnosti a vlastnosti
hostitela (6).



3. Pravdepodobnost kolonizacie baktériami ovplyvhuju hy-
gienické navyky, rozdiely v intimite medzi ¢lenmi rodiny. Ako
sa vSak pozoruje na inych miestach, ako je koza alebo fekalna
mikrobiota, rodina ma silny vplyv na zlozenie ludskej mikrobia-
Inej komunity. Clenstvo v rodine méze skuto&ne vysvetlit velku
Cast variability bakteridlnej diverzity, clenovia rodiny maju po-
dobny mikrobiom (1, 5). Skuto¢ne sa zda, Ze Sanca na zdiela-
nie rovnakého bakteridlneho genotypu je vacsia pri pribuznych
jedincoch ako pri nepribuznych (4).

Porphyromonas gingivalis mbze byt prenasany medzi ro-
di¢mi a detmi (6). Z toho vyplyva dalsia dolezita otazka: zvy-
Suje v€asny prenos Sance na trvalu kolonizaciu a rozvoj pa-
rodontitidy neskdr pri detoch? Technologie zalozené na DNA
analyze, preukazali pritomnost P gingivalis pri velkej Casti
mladych jedincov a ukazali, Ze su rovnako bezné pri detoch
vSetkych vekovych skupin (1, 7). P. gingivalis je skutoc¢ne moz-
né detegovat pri detoch vo veku od 20 dni od 18 rokov (1).
Epidemiologicka Studia s pouzitim Sachovnicového testu DNA
sondy zistila, Ze 71 % 18- az 48-mesacnych deti bolo infiko-
vanych najmenej jednym parodontalnym patogénom (1, 4,
5). Miera detekcie P. gingivalis bola pri detoch odhadnuta na
68,8 %. Studia hodnotiaca vplyv parodontalneho klinického
stavu matky na prevalenciu parodontalnych patogénov pri
novorodencoch (vo veku 3 mesiace) ukazala, ze P. gingivalis
bol najrozsirenejSim patogénom, za ktorym nasledovali dalSie
parodontalne baktérie (Prevotella intermedia, Tannerella for-
shythia, Campylobacter rectus, Aggregatibacter aktinomyce-
temcomitans) (8, 9, 10). Dospeli k zaveru, ze klinicky parodon-
talny stav matky je vyznamnym ukazovatelom zlozenia oralnej
mikrobioty novorodencov (11, 12, 13).

Ak dojde ku kolonizacii v pripade malych deti, tak je zloze-
na z rovnakého kmena P. gingivalis rodica/ov iba prechodne,
zatial ¢o v dospievani sa stava stabilnejSou, pravdepodobne
s rozvojom hlbsich vackov (5, 9, 10). Pritomnost P. gingivalis
je zisteny prevazne v hlbsich va¢koch. Prenos z infikovaného
jedinca na parodontalne zdravého je mozny. No jeho prezitie,
kolonizacia v ustnej dutine a vznik hlbsich vackov je otazne
(14), zavisi od stavu oralnych tkaniv jedinca a od reakcie jeho
imunitného systému na P. gingivalis. Bakteridlne Specifické vi-
rulen¢né faktory mézu navyse ulahcit rodinny vyskyt P. gingi-
valis. Zvlast fimbrie A (FimA) ako Specificka zlozka bunkového
povrchu ,38" zohravaju strategicku ulohu pri kolonizacii a in-
vazii parodontalnych tkaniv. Gén FimA bol zaradeny do Sies-
tich typov (I az V a Ib). Vyssia miera FimA typu Il bola zistena
pri paroch, ktoré mali rovnaké kmene P. gingivalis (10), pretoze
tento kmen bol spojeny s tazkou parodontitidou (9). Naopak,
FimA typu IV sa nenasla pri paroch s identickymi vzormi PFGE
(5,11).

VysSetrenie baktérii
asociovanych s parodontitidou

Predpoklada sa, ze vacsina baktérii poskodzuje tkaniva iba
vtedy, ak su pritomné vo vysokych koncentraciach a infekcia
je chronicka, trva dlhsiu dobu. Nedavne zistenia podporuju hy-
potézu, ze oralny mikrobidom neagresivnej parodontitidy je vy-
sledkom pomalého, nepretrzitého procesu, ktory sa odohrava
v biotope s priaznivymi ekologickymi podmienkami (15). Na
druhej strane oralny mikrobiom vo vysoko aktivnych léziach
alebo pri pacientoch s vaznym celkovym ochorenim sa vyvija
pod ekologickym tlakom, a ma tak nizku réznorodost — di-
verzitu (15, 16). To znamena, Ze pri neagresivnej parodontitide
pozorujeme vela réznych baktérii v nizkom pocte, hovorime
o vysokej diverzite. Pri agresivnej forme a tiez pri parodonto-
logickych pacientoch so zavaznym celkovym ochorenim je
v parodonte menej druhov baktérii, ale su pritomné vo vyso-
kom pocte a maju vysSiu patogenitu, alebo je zvysena alebo
zmenena aktivita imunitnej reakcie dana celkovym ochorenim
alebo geneticky. Mensie zastupenie bakterialnych druhov zna-
mena nizsiu diverzitu (réznorodost) ako mozny vysledok vy-
meny génov v biofilme (17).

V ramci nami analyzovaného suboru vzoriek sme celkovo
vysetrili 220 vzoriek, ktoré boli analyzované testom Den-
talBac (,DB"), ktorym sme pomocou technologie Bac-Dent
24 PCR array celkovo analyzovali 220 vzoriek, pricom sme
detegovali 11 réznych paropatogénnych baktérii: Aa, Pg, Td,
Tf, Pi, Pm, Cr, En, Cg, Ec a Fn.

Vsetky vzorky boli analyzované v laboratériu v obdobi od
juna 2021 do juna 2022, zaslané zubnymi lekarmi z privatnej
dentalnej kliniky doc. MUDr. Evy Kovalovej, PhD. Odbery na
vySetrenie boli uskutocnené odberom sulkularnej tekutiny
z gingivalnych/parodontalnych vackov pacienta sterilnym
papierovym ¢apom pocas 20 sekund. Capy boli viozené do
odberovej skimavky a spolu s riadne vyplnenou ziadankou na
vySetrenie a pacientom podpisanym informovanym suhlasom
bol material zaslany do genetického laboratéria na DNA ana-
lyzu. Z celkového poctu vysetrenych vzoriek (n=220) pred-
stavovalo 110 vzoriek (50,0 %) pacientok Zenského pohlavia
a 110 vzoriek (50,0 %) pacientov muzského pohlavia (Tabulka
8). Celkovy priemerny vek pacientov v ¢ase diagnostiky sme
stanovili na 38 rokov (rozsah 18 — 58), priemerny vek v ¢ase
diagnostiky pri Zenach predstavoval 38 rokov (rozsah 18 — 58)
a priemerny vek v Case diagnostiky pri muzoch sme stano-
vili na 40 rokov (rozsah 18 - 65). Do suboru boli zaradeni
pacienti s agresivnou formou parodontitidy, ktori minimalne
jeden mesiac pred odberom neuzivali ani lokalne, ani celkové
antimikrobialne preparaty a lie€iva.

VYSLEDOK VYSETRENIA

Bakteridlny genotyp skratka m’;:'"" patogenita Pritomnost 'Eﬁl'éf
Aggregatibacter acinomycetemecomitans Aa Samostatmy a+ - 192
Prevotella intermedia Pi orsnZovy 2/3 i+ J4E40
Forphyromonas ginghalis Pg Earveny 3 HH 33759
Treponema denticola Td carveny 3 +H 34948
Tannerella forsythia TF carveny 3 +H+ 33224
Campylobacter rectus Cr oranzovy adruZemy 2 H+ 35238
Eikenella corrodens Ec zeleny 1 + 17858
Capnocytophaga gingivalis cg zeleny : | + 17486
Pandimonas micra Pm oranzovy 2/3 +H+ 42525
Eubacterium nodatum En oranovy zdrufeny 2 - o
Fusobacterium sp. Fsp oranZovy 273 e+ 5406

Priemema intenzita signaly vautornej hybridizadnej kontroly 44754

Tabulka 1: Vysledky DNA analyzy mikrobiomu pacienta s agresivnou parodontitidou

Table 1: Results of DNA analysis of microbiome in a patient with aggressive periodontitis
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Tabulky su uvedené podla priority — v pripade splnenia podmienok plati vzdy tabulka vyssej rizikovosti!

VYSOKO RIZIKOVY BAKTERIALNY PROFIL

Bakterialny genotyp Skratka Bzgtﬁg?égy Patogenita Pozitivita testu
Aggregatibacter actinomycetemcomitans Aa samostatny 3+ +
Porphyromonas gingivalis Pg cerveny 3

Treponema denticola Td cerveny 3

Tannerella forsythia Tf cerveny 3

Prevotella intermedia Pi oranzovy 2/3

Parvimonas micra Pm oranzovy 2/3 Nezavislé
Fusobacterium sp. Fsp oranzovy 2/3 od detekcie
Campylobacter rectus Cr oranzovy zdruzeny 2

Eubacterium nodatum En oranzovy zdruzeny 2

Eikenella corrodens Ec zeleny 1

Capnocytophaga gingivalis Cg zeleny 1

Bakterialny genotyp Skratka Bakterialny komplex | Patogenita Pozitivita testu
Aggregatibacter actinomycetemcomitans Aa samostatny 3+ --
Porphyromonas gingivalis Pg cerveny 3

Treponema denticola Td cerveny 3 Min. 2+
Tannerella forsythia Tf cerveny 3

Prevotella intermedia Pi oranzovy 2/3

Parvimonas micra Pm oranzovy 2/3

Fusobacterium sp. Fsp oranzovy 2/3 o
Campylobacter rectus Cr oranzovy zdruzeny 2 Nezawsleéizd detek-
Eubacterium nodatum En oranzovy zdruzeny 2

Eikenella corrodens Ec zeleny 1

Capnocytophaga gingivalis Cg zeleny 1

STREDNE RIZIKOVY BAKTERIALNY PROFIL

Bakterialny genotyp Skratka Bakterialny komplex | Patogenita Pozitivita testu
Aggregatibacter actinomycetemcomitans Aa samostatny 3+ --
Porphyromonas gingivalis Pg cerveny 3

Treponema denticola Td cerveny 3 Min. 1+
Tannerella forsythia Tf cerveny 3

Prevotella intermedia Pi oranzovy 2/3

Parvimonas micra Pm oranzovy 2/3

Fusobacterium sp. Fsp oranzovy 2/3 o
Campylobacter rectus Cr oranzovy zdruZzeny 2 Nezawsliicéd detek-
Eubacterium nodatum En oranzovy zdruZzeny 2

Eikenella corrodens Ec zeleny 1

Capnocytophaga gingivalis Cg zeleny 1

Bakterialny genotyp Skratka Bakterialny komplex | Patogenita Pozitivita testu
Aggregatibacter actinomycetemcomitans Aa samostatny 3+ --
Porphyromonas gingivalis Pg cerveny 3 --
Treponema denticola Td Cerveny 3 --
Tannerella forsythia Tf cerveny 3 --
Prevotella intermedia Pi oranzovy 2/3

Parvimonas micra Pm oranzovy 2/3 Min. 2+
Fusobacterium sp. Fsp oranzovy 2/3

Campylobacter rectus Cr oranzovy zdruzeny 2

Eubacterium nodatum En oranzovy zdruzeny 2 Nezavislé od detek-
Eikenella corrodens Ec zeleny 1 cie
Capnocytophaga gingivalis Cg zeleny 1
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NiZKO RIZIKOVY BAKTERIALNY PROFIL

Bakterialny genotyp Skratka Bakterialny komplex | Patogenita Pozitivita testu
Aggregatibacter actinomycetemcomitans Aa samostatny 3+ --
Porphyromonas gingivalis Pg Cerveny 3 --
Treponema denticola Td cerveny 3 --
Tannerella forsythia Tf cerveny 3 --
Prevotella intermedia Pi oranzovy 2/3

Parvimonas micra Pm oranzovy 2/3 Min. 1+
Fusobacterium sp. Fsp oranzovy 2/3

Campylobacter rectus Cr oranzovy zdruzeny 2

Eubacterium nodatum En oranzovy zdruzeny 2 Nezavislé od detek-
Eikenella corrodens Ec zeleny 1 cie
Capnocytophaga gingivalis Cqg zeleny 1

Bakterialny genotyp Skratka Bakterialny komplex | Patogenita Pozitivita testu
Aggregatibacter actinomycetemcomitans Aa samostatny 3+ --
Porphyromonas gingivalis Pg cerveny 3 --
Treponema denticola Td cerveny 3 --
Tannerella forsythia Tf cerveny 3 --
Prevotella intermedia Pi oranzovy 2/3 --
Parvimonas micra Pm oranzovy 2/3 --
Fusobacterium sp. Fsp oranzovy 2/3 --
Campylobacter rectus Cr oranzovy zdruzeny 2

Eubacterium nodatum En oranzovy zdruzeny 2 Min. 1+
Eikenella corrodens Ec zeleny 1

Capnocytophaga gingivalis Cg zeleny 1

Tabulky 2 — 7: Hodnotenie rizika podla typu paropatogénov: vysokorizikovy — nizkorizikovy bakterialny profil
Tables 2 — 7: Risk assessment by type of parapathogens: high-risk — low-risk bacterial profile

VySetrenie DB Vzorky zien Vzorky muzov
Pocet vzoriek 220 110 110
Priemerny vek 38 38 (18 - 58) 40 (18 - 65)

Tabulka 8: Viyjadrenie celkového poctu vzoriek, priemerného veku a pohlavia vySetrovanych pacientov v ramci analyzo-
vaného suboru

Table 8: Expression of the total number of samples, average age and gender of examined patients within the analysed set

Stupen patologie Detegované baktérie Farba bakterialneho komplexu Pocet pacientov
Bez baktérii - = 0
P1 Fsp, Cg, Ec zeleny 18
P2 Cr, En zdruzeny oranzovy 12
P2/3 Pi, Pm, Fn oranzovy 212
P3 Pg, Td, Tf cerveny 168
P3 Aa fialovy 25

Tabulka 9: Pozorované pocty pacientov s detekciou jednotlivych stupriov patogenity bakterialnych komplexov

Table 9: Observed numbers of patients with detection of individual levels of pathogenicity of bacterial complexes
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Analyza typov baktérii
a bakterialnych komplexov

V ramci analyzovaného suboru 220 vzoriek sme detego-
vané baktérie zaradili do 5 komplexov podla vyrobcom de-
klarovaného stupna patogenity. ,Zeleny komplex” zahfnal
baktérie s najnizsim stupnom patogenity 1 (P1), a to kon-
krétne Fn, Cg a Ec, ktory bol detegovany pri 18 pacientoch,
a to konkrétne baktéria Fusobacterium nucleatum. Komplex
s patogenitou stupfa 2 (P2) predstavuje ,oranzovy zdruze-
ny”, do ktorého boli vyrobcom zaradené baktérie Cr a En
a ktory sme zaznamenali pri 12 pacientoch. Pri 212 pacien-
toch sme identifikovali tzv. ,oranzovy komplex” so stred-
nou az vysokou patogenitou (P2/3), do ktorého zaradujeme
baktérie Fn, Pi, Pm. Najvyssi pocet, takmer pri kazdom paci-
entovi bola zaznamenana tzv. ,premostujuca” baktéria Fu-
sobacterium nucleatum. Vysoko patologicky komplex (P3),
tzv. ,Cerveny komplex”, zahffhajuci baktérie Pg, Td a Tf,
sme pozorovali pri 168 pacientoch. Posledny kom-
plex (P4), tzv. fialovy, resp. ,Aa komplex” zahrial len
baktériu Aa a bol diagnostikovany pri 25 pacientoch. Zi-
adnu z definovanych baktérii sme nedetegovali pri
0 pacientoch.

V ramci analyzovaného suboru sme okrem detekcie bak-
teridlnych druhov hodnotili aj intenzitu signalu, ktora zod-
poveda jednotlivym druhom baktérii. Intenzitu detegované-
ho signalu pre prislusné baktérie sme rozdelili do 4 stupnov:
stupen SO — intenzita signdlu od 0 do 9999 RFU; stupen
S1 - intenzita signalu od 10 000 do 19 999 RFU; stupen S2
— intenzita signalu od 20 000 do 29 999 RFU, stupen S3 -
intenzita signalu viac ako 30 000 RFU; a kazdu baktériu sme
zaradili do zodpovedajuceho stupna patogenity.

Z analyzy nasho suboru sme zistili, ze najpocetnejsim
bakteridlnym komplexom je €erveny komplex, ktory mno-
hé studie (15) hodnotia ako najviac patogénny, asociovany
s vysokou pravdepodobnostou vyskytu parodontitidy (16,
18, 19) Uvedené baktérie adheruju na povrch dasna a travia
fibronektin, kolagén typu V a laminin, ako aj imunitné mo-
lekuly: p—defenzin 3, imunoglobulin izotop G1 a G3 a hos-
titelské inhibitory protedzy. Prostrednictvom bakterialnych
a hostitelskych zapalovych/imunitnych faktorov sa tkanivo
prejavuje ako opuchnuté, infikované a zapalené, co vedie
k zavaznym histologickym zmenam, konkrétne k apikalnej
migracii spojovacieho epitelu, prehibeniu parodontalnych
vackov, destrukcii spojovacieho tkaniva a alveolarnej kosti,
pripadne az k strate zubov (19, 20).

Zaver

Kolonizacia ust parodontalnymi patogénmi mbze pri vni-
mavych prijemcoch viest k ochoreniu parodontu. Infekéna
etiologia parodontitidy je v sulade s vyskytom ochorenia
v rodine. Prenos z infikovaného jedinca na parodontalne
zdravého je mozny. No jeho prezitie, kolonizacia v Ustnej
dutine a vznik hlbSich vackov je otazna, zavisi od stavu oral-
nych tkaniv jedinca a od reakcie jeho imunitného systému
na P. gingivalis a dalSie paropatogénne baktérie. Bakterialne
Specifické virulen¢né faktory mdzu navyse ulahcit rodinny
vyskyt P. gingivalis a dalSich druhov paropatogénov. Preto
DNA analyza je indikovana pri kazdom pacientovi s paro-
dontitidou, ale aj pri pacientovi bez parodontitidy s pozi-
tivnou rodinnou anamnézou, a to nielen kvoli prevencii
oralnych, ale aj celkovych ochoreni, ktoré suvisia s paro-
dontitidou (21, 22, 23).

Kontakt

Doc. MUDr. Eva Kovalova, PhD.
FZO, PU v Predove, Partizanska 1
080 01 Presov
kovalova@nextra.sk
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