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Streszczenie

Drobnoustroje wchodzące w skład płytki nazębnej są główną przyczyną zapalenia przyzębia. 
Poznanie ich oraz zrozumienie złożonych zależności i oddziaływań między nimi, czynnikami śro-
dowiskowymi i stanem zdrowia gospodarza pozwalają na usprawnienie diagnostyki i terapii celo-
wanej u pacjentów chorych na zapalenie przyzębia. W tym celu coraz szerzej stosuje się techniki 
diagnostyki molekularnej, zarówno oparte na łańcuchowej reakcji polimerazy, jak i na analizie 
kwasów nukleinowych przez hybrydyzację. Na podstawie przeglądu piśmiennictwa omówiono 
następujące metody: łańcuchową reakcję polimerazy (PCR), łańcuchową reakcję polimerazy w cza-
sie rzeczywistym (real-time PCR), sekwencjonowanie genu kodującego 16S rRNA, hybrydyzacje 
typu „checkerboard” i „reverse-capture checkerboard”, mikromacierze, elektroforezę w gradien-
cie czynnika denaturującego (DGGE) i w gradiencie temperatury (TGGE) oraz polimorfizm długo-
ści terminalnych fragmentów restrykcyjnych (TRFLP), a także sekwencjonowanie nowej generacji 
(NGS). Zwrócono uwagę na zalety i wady każdej z nich przy badaniu periopatogenów. Wymienione 
wyżej techniki diagnostyki molekularnej pozwalają na szybkie wykrycie nawet niewielkich ilości 
patogenu obecnego w materiale diagnostycznym i okazują się szczególnie użyteczne do wykrywa-
nia mikroorganizmów, których hodowla w laboratorium jest trudna lub niemożliwa. 
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Summary

The microorganisms that form dental plaque are the main cause of periodontitis. Their identifi-
cation and the understanding of the complex relationships and interactions that involve these 
microorganisms, environmental factors and the host’s health status enable improvement in dia-
gnostics and targeted therapy in patients with periodontitis. To this end, molecular diagnostics 
techniques (both techniques based on the polymerase chain reaction and those involving nucleic 
acid analysis via hybridization) come increasingly into use. On the basis of a literature review, the 
following methods are presented: polymerase chain reaction (PCR), real-time polymerase chain 
reaction (real-time PCR), 16S rRNA-encoding gene sequencing, checkerboard and reverse-cap-
ture checkerboard hybridization, microarrays, denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE), 
temperature gradient gel electrophoresis (TGGE), as well as terminal restriction fragment length 
polymorphism (TRFLP) and next generation sequencing (NGS). The advantages and drawbacks 
of each method in the examination of periopathogens are indicated. The techniques listed above 
allow fast detection of even small quantities of pathogen present in diagnostic material and prove 
particularly useful to detect microorganisms that are difficult or impossible to grow in a laboratory.

periodontitis • dental plaque • molecular methods • diagnostics
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Wprowadzenie

Zapalenie przyzębia (łac. periodontitis) jest powszechnie 
występującym schorzeniem, dotykającym do 90% świa-
towej populacji. W odróżnieniu od łagodniejszej postaci 
– zapalenia dziąseł (łac. gingivitis), jest nieodwracalne. 
Schorzenie to prowadzi do niszczenia tkanki łącznej 
przyzębia oraz kości wyrostka zębodołowego. Jest jedną 
z głównych przyczyn utraty zębów wśród dorosłych 
[54]. Zapalenie przyzębia, poza zmianami w jamie ust-
nej, może wywoływać również inne negatywne skutki 
zdrowotne, m.in. zakażenia odogniskowe [33]. Rozwa-
żany jest jego związek z cukrzycą typu 2, chorobami 
układu krwionośnego, bólem przewlekłym oraz niektó-
rymi nowotworami [3,8,32,50].

Etiologia zapaleń przyzębia jest wieloczynnikowa, przy 
czym główną rolę odgrywają mikroorganizmy wystę-
pujące w jamie ustnej. Wpływ bakterii na występowa-
nie zapalenia przyzębia dostrzeżono stosunkowo późno, 
gdy w 1956 r. opublikowano wyniki badań nad wpływem 
penicyliny na periodontitis [26]. W odróżnieniu od więk-
szości zapaleń wywołanych infekcją, zapalenie przyzębia 
nie jest spowodowane przez jedną swoistą bakterię, lecz 
przez grupą drobnoustrojów [6]. Za powstawanie zapa-
leń przyzębia odpowiadają przede wszystkim bakterie 
płytki nazębnej. 

Płytka nazębna określana jest mianem biofilmu, gdyż 
ma właściwości podobne do innych biofilmów spo-
tykanych w przyrodzie. Ocenianie płytki nazębnej 
w kategoriach biofilmu jest niezbędne do zrozumie-
nia zachodzących w niej zjawisk. Między bakteriami 
występującymi w płytce nazębnej zachodzą niezwy-
kle złożone oddziaływania. Większość z nich można 
określić mianem synergistycznych, występują jednak 
również zjawiska antagonistyczne. Bakterie zawarte 
w biofilmie są zdolne do komunikowania się między 
sobą za pomocą sygnałów wysyłanych za pośrednic-
twem wytwarzanych substancji chemicznych (quorum 
sensing) [26].

Teorie na temat mechanizmu niekorzystnego wpływu 
płytki nazębnej na stan zdrowia jamy ustnej zmieniały 
się na przestrzeni lat. Pod koniec XIX w. zrodziła się tzw. 
hipoteza płytki nieswoistej, oparta głównie na bada-

niach Millera i Blacka. Hipoteza ta zakłada, iż płytka 
nazębna oddziałuje na gospodarza w sposób nieswoisty 
jako biomasa i liczba zawartych w niej bakterii, czyli 
wielkość płytki, i to wszystko decyduje o jej patogen-
ności [58]. W 1998 r. Socransky i wsp. opisali kompleksy 
bakterii związanych z chorobami przyzębia [66]. Powią-
zali parametry kliniczne zapalenia przyzębia, takie jak 
krwawienie podczas zgłębnikowania oraz głębokość kie-
szonki przyzębnej z mikroorganizmami poddziąsłowymi. 
Zaproponowali koncepcję kompleksów bakteryjnych, 
które były związane z nasileniem choroby przyzębia 
i wyróżnili ich pięć oznaczonych kolorami – żółtym, 
czerwonym, zielonym, pomarańczowym i fioletowym. 
Najbardziej patogenny w zapaleniu przyzębia jest kom-
pleks czerwony, składający się z Porphyromonas gingivalis, 
Tannerella forsythensis i Treponema denticola. Kompleks fio-
letowy z Aggregatibacter actinomycetemcomitans jest zwią-
zany z występowaniem agresywnych postaci zapalenia 
przyzębia, takich jak umiejscowione młodzieńcze zapa-
lenie przyzębia (localized juvenile periodontitis) oraz 
z opornym na leczenie zapaleniem przyzębia (refrac-
tory periodontitis). Pozostałe kompleksy odznaczają się 
niskim bądź umiarkowanym ryzykiem rozwoju zapale-
nia przyzębia [66]. Koncepcja kompleksów Socransky-
’ego oparta była na teorii płytki specyficznej i zakładała, 
iż jedynie niewielka liczba konkretnych drobnoustrojów 
odpowiada za powstawanie chorób. Według niektórych 
autorów teoria ta była zbyt uproszczona. Philip Marsh 
w 1994 r. zaproponował tzw. hipotezę płytki ekologicz-
nej. Zasugerował, iż choroba jest wynikiem zaburze-
nia równowagi w mikroflorze bakteryjnej w związku 
ze stresem ekologicznym, zwiększającym występowa-
nie patogenów czy też mikroorganizmów związanych 
z chorobami (skład płytki nazębnej jest przede wszyst-
kim uzależniony od czynników środowiskowych – ekolo-
gicznych). Zmiany składu bakteryjnego płytki są według 
Marsha związane z czynnikami ekologicznymi, takimi 
jak obecność określonych substancji odżywczych oraz 
niezbędnych kofaktorów, pH i potencjały oksydacyjno-
-redukcyjne [40]. Hajishengallis i wsp. zaproponowali 
hipotezę podstawowych patogenów (keystone pathogen 
hypothesis), według której określone, nieliczne pato-
geny mogą przez zmianę składu ilościowego i jakościo-
wego mikrobiomu jamy ustnej doprowadzać do dysbiozy 
i przewlekłego stanu przyzębia; jednym z nich jest P. gin-
givalis [24].
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szymi enzymami wykorzystywanymi w reakcjach PCR są 
polimeraza Taq (wyizolowana z Thermus aquaticus) oraz 
polimeraza Pfu (wyizolowana z Pyrococcus furiosus) [75]. 
Obydwa enzymy różnią się nieznacznie, ale mają dwie 
zdolności, które czynią je użytecznymi w reakcjach PCR. 
Syntetyzują nowe nici DNA na podstawie matrycowego 
DNA z udziałem starterów oraz są niewrażliwe na wyso-
kie temperatury. Standardowa reakcja PCR składa się 
z cyklicznie powtarzanych 3 etapów: 

• �denaturacji dwuniciowej matrycy DNA – w temperatu-
rze 90-95°C; 

• �hybrydyzacji starterów do jednoniciowej matrycy DNA 
(annealing) – w temperaturze 40-65°C i 

• �syntezy nici komplementarnej (elongation) – w tempe-
raturze około 72°C. 

Po 30 cyklach ilość powielanego materiału wzrasta około 
milion razy [2]. Reakcje PCR przeprowadza się w termo-
cyklerze. Jest to urządzenie spełniające rolę bloku grzej-
nego, w którym elektronicznie zmieniane są (szybko 
i precyzyjnie) temperatury właściwe dla poszczególnych 
etapów reakcji PCR [3]. 

Podczas przeprowadzania reakcji PCR można wyróż-
nić cztery fazy. W czasie fazy wstępnej startery łączą 
się z regionami komplementarnymi w obrębie matrycy. 
W tym czasie reakcja jest mało efektywna, ponieważ ska-
nowanie matrycy przez startery w celu znalezienia kom-
plementarnych sekwencji jest czasochłonne. Długość 
fazy zależy od stężenia matrycowego DNA w mieszaninie 
reakcyjnej. Wraz ze wzrostem liczby kopii powielanych 
sekwencji reakcja wchodzi w fazę wykładniczą. W ciągu 
tej fazy następuje wykładniczy przyrost ilości produktu. 
Jako kolejna następuje faza liniowa, podczas której wydaj-
ność reakcji zaczyna maleć. Czwarta faza nazywana jest 
stacjonarną (lub plateau), podczas niej następuje dalsze 
spowolnienie tempa reakcji, aż do jej zahamowania [70]. 
Obecność produktu reakcji PCR sprawdza się, przeprowa-
dzając rozdział elektroforetyczny w żelu poliakrylamido-
wym lub agarozowym z dodatkiem barwnika – bromku 
etydyny (EtBr). Już w 1966 r. opisano jego zdolność do 
fluorescencji po połączeniu się z kwasami nukleinowymi 
[36]. Żel po elektroforezie poddaje się obserwacji w świe-
tle ultrafioletowym, które uwidacznia DNA połączone 
z barwnikiem fluorescencyjnym. Produkty reakcji PCR 
są widoczne w żelu w postaci prążków. W celu określenia 
wielkości produktu, tj. długości amplikonów stosuje się 
markery – mieszaninę fragmentów DNA o znanych długo-
ściach. Zaletą diagnostyki metodą PCR jest to, iż materiał 
wyjściowy do analizy PCR może zawierać DNA w małym 
stężeniu lub w znacznym stopniu zdegradowany. Amplifi-
kacji podlega swoista, wybrana do badań sekwencja, która 
może posłużyć do analizy lub dalszych manipulacji gene-
tycznych [37].

Standardowy proces PCR stosowany w diagnostyce 
infekcji jamy ustnej jest metodą jakościową. Pozwala na 

Obecnie obserwuje się zmianę poglądów na temat 
roli bakterii w powstawaniu chorób przyzębia: nastę-
puje stopniowe odchodzenie od analizy wpływu 
konkretnych patogenów na rzecz analizy całych mikro-
biomów. Zmieniające się koncepcje związane z rolą bak-
terii w powstaniu zapaleń przyzębia wymagają nowych 
metod diagnostyki mikrobiologicznej, pozwalających 
wykrywać coraz bardziej złożone zależności między 
drobnoustrojami, czynnikami środowiskowymi a stanem 
zdrowia gospodarza. Zazwyczaj przedmiotem badań tra-
dycyjnej mikrobiologii jest pojedyncza komórka bak-
teryjna. W przypadku biofilmów, takich jak płytka 
nazębna, badania są prowadzone w odniesieniu do tej 
struktury jako do „całego organizmu”, gdzie każda bak-
teria jest zależna od obecności innych gatunków [1]. 
Poznanie etiologii schorzeń wywoływanych przez te 
struktury wymaga identyfikacji tworzących je mikroor-
ganizmów [72]. Niemożliwe jest wyhodowanie w warun-
kach laboratoryjnych większości (ponad 99%) gatunków 
bakterii występujących w jamie ustnej, ponieważ nie 
ma możliwości odtworzenia delikatnych zależności tro-
ficznych panujących w ich naturalnym środowisku. Dla-
tego też większość gatunków zasiedlających jamę ustną 
nie jest wykrywalna za pomocą standardowych testów 
mikrobiologicznych [69,72]. W celu dokładnego zdiagno-
zowania czynników etiologicznych wywołujących różne 
schorzenia jamy ustnej stosuje się techniki diagnostyki 
molekularnej.

Różnorodność gatunkowa mikroorganizmów tworzą-
cych biofilm była przyczyną intensywnych prac nad 
rozwojem technik ich identyfikacji. Badania zaowoco-
wały opracowaniem wielu metod diagnostyki moleku-
larnej, które można podzielić na metody analizy kwasów 
nukleinowych przez hybrydyzację oraz w oparciu o łań-
cuchową reakcję polimerazy.

Łańcuchowa reakcja polimerazy – PCR

Łańcuchowa reakcja polimerazy – PCR (polymerase 
chain reaction) została opracowana przez Kary’ego Mul-
lisa w 1983 r. Dziesięć lat później otrzymał on za opra-
cowanie tej techniki Nagrodę Nobla w dziedzinie chemii 
[2,44]. Metoda odzwierciedla naturalny proces replikacji 
materiału genetycznego i umożliwia w warunkach labo-
ratoryjnych, w trakcie pojedynczego, kilkugodzinnego 
procesu enzymatycznego, powielenie (amplifikację) ści-
śle określonych odcinków DNA 106-109 razy w stosunku 
do ich wyjściowej liczby kopii [2]. Amplifikowane frag-
menty łańcucha kwasu deoksyrybonukleinowego mogą 
mieć długość od kilkudziesięciu do kilkunastu tysięcy par 
zasad [2]. Do przeprowadzenia reakcji PCR potrzebne jest 
matrycowe DNA, oligonukleotydy (starter lub primer) 
o znanej sekwencji, które zainicjują elongację w pożąda-
nym miejscu nici DNA, trójfosforany deoksynukleotydów 
(dNTP) – substraty niezbędne do syntezy komplementar-
nej nici oraz enzym katalizujący elongację łańcucha DNA 
– polimerazę DNA, zawieszony w buforze reakcyjnym 
o odpowiednim pH z dodatkiem kofaktora – dwuwar-
tościowych kationów magnezu (Mg2+). Najpopularniej-
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wartości progowej (Ft – fluorescence threshold) przez 
odpowiednio wysokie natężenie sygnału fluorescencyj-
nego [75]. Ft w reakcji real-time PCR to umowna wartość 
natężenia fluorescencji, która wskazuje początek fazy 
logarytmicznego przyrostu ilości produktu. Cykl pro-
gowy (Ct, threshold cycle) to numer cyklu reakcji, w któ-
rym ilość namnożonego produktu przekracza próg. Im 
wcześniej to następuje, tym większa była początkowa 
ilość matrycowego DNA. W celu określenia początkowej 
liczby kopii DNA w badanej próbie sporządza się serię 
rozcieńczeń roztworu o znanym stężeniu i liczbie kopii 
DNA, przeprowadza się reakcje real-time PCR i na pod-
stawie otrzymanych wyników Ct wyznacza się krzywą 
standardową. Wartość Ct próby badanej porównuje się 
z krzywą wzorcową i oszacowuje początkową liczbę czą-
steczek DNA. Końcowy produkt można poddać ogrzewa-
niu w coraz wyższej temperaturze i określić jego „punkt 
topnienia”, czyli temperaturę, w której dsDNA ulega 
denaturacji i powstają dwie komplementarne pojedyn-
cze nici DNA (ssDNA, single stranded). Temperatura 
zależy od długości nici oraz od składu nukleotydowego 
[75].

Real-time PCR znajduje zastosowanie w ocenie jako-
ściowej oraz ilościowej periopatogenów płytki nazębnej 
[21,59]. Określenie liczby poszczególnych drobnoustro-
jów pozwala lepiej zobrazować ekosystem jamy ustnej 
i uwidocznić dominację konkretnych bakterii lub ich 
kompleksów [71].

Ze względu na powyższe cechy oraz stosunkowo krótki 
czas analizy real-time PCR i uproszczenie, wykorzysty-
wany jest w badaniach nad występowaniem periopato-
genów w różnych populacjach [21,59,80]. 

Sekwencjonowanie genu kodującego 16S rRNA

Inną metodą wykorzystywaną przy diagnostyce mole-
kularnej w zapaleniu przyzębia jest sekwencjonowanie 
genu kodującego 16S rRNA, który jest składową podjed-
nostki 30S w prokariotycznym rybosomie. Wspomniany 
gen ma długość około 1,500 bp i jest wysoce konser-
wowany. Wszystkie bakterie mają go w swoim geno-
mie, występują w nim unikatowe różnice w sekwencji, 
które pozwalają zakwalifikować badany mikroorganizm 
do określonego rodzaju, a nawet gatunku [29]. Znajo-
mość sekwencji DNA genu kodującego 16S rRNA bada-
nych mikroorganizmów pozwala na ich identyfikowanie, 
badanie genetycznego pokrewieństwa oraz tworze-
nie drzew filogenetycznych [17]. Metoda identyfikacji 
gatunków za pomocą sekwencjonowania genu kodują-
cego 16S rRNA bazuje na łańcuchowej reakcji polime-
razy. DNA wyizolowane z próbki biofilmu lub kultury 
bakteryjnej poddaje się reakcji PCR ze starterami umoż-
liwiającymi amplifikację całego genu lub mniejszych 
fragmentów polimorficznych (hypervariable region 
HVR) kodujących 16S rRNA. Następnie produkt PCR pod-
daje się sekwencjonowaniu, po czym otrzymane sekwen-
cje porównuje się z bazami danych znanych gatunków 
bakterii [72]. Pierwszą globalną bazą danych zawierającą 

określenie obecności danego patogenu, ale nie jest moż-
liwe określenie jego ilości. Przykładem jest diagnostyka 
bakterii Streptococcus mutans przez amplifikację swo-
istego fragmentu genu spaP, który koduje wytwarzanie 
powierzchniowego antygenu I/II [46].

Jest to najczęściej stosowana metoda mikrobiologii 
molekularnej z używanych w diagnostyce chorób przy-
zębia – przez lata uważana za złoty standard [14,57]. PCR 
umożliwia wykrywanie pojedynczych bakterii zwią-
zanych z występowaniem chorób przyzębia, takich jak 
P. gingivalis, T. forsythia, A. actinomycetemcomitans, czy 
T. denticola. Jej główną przewagą w stosunku do metod 
konwencjonalnych jest możliwość wykrycia mikro-
organizmów niedających się hodować w warunkach 
laboratoryjnych [9]. W przypadku diagnostyki zapaleń 
przyzębia jest to niezmiernie istotna cecha, gdyż wiele 
spośród wywołujących je drobnoustrojów jest trudnych 
do hodowli lub ich hodowla jest w ogóle niemożliwa. 
Technika znalazła również zastosowanie w wykrywaniu 
wirusów mogących mieć związek z chorobami przyzę-
bia [38]. Ponadto PCR umożliwia wykrycie mikroorga-
nizmów, które znajdują się w badanej próbce w liczbie 
niewystarczającej do wykrycia z wykorzystaniem 
hodowli oraz stwarza znacząco mniej problemów zwią-
zanych z transportem materiału do laboratorium [9,68].

Reakcja łańcuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym

Rewolucyjną odmianą standardowej łańcuchowej reak-
cji polimerazy jest real-time PCR. Technika znajduje 
zastosowanie w precyzyjnym rozpoznawaniu i określe-
niu kopii swoistych sekwencji nukleotydowych w prób-
kach z bardzo małą ilością materiału genetycznego [75]. 
Umożliwia określenie, które z gatunków bakterii tworzą-
cych biofilm jamy ustnej są dominujące, co umożliwia 
zastosowanie efektywnej terapii celowanej przeciwko 
wykrytym mikroorganizmom. Metoda real-time PCR 
polega na amplifikacji określonego odcinka DNA wyzna-
kowanego barwnikiem fluorescencyjnym, co umożli-
wia ciągłe kontrolowanie ilości namnażanego produktu 
przez badanie zmian natężenia emitowanego światła. Na 
początku lat dziewięćdziesiątych XX w. jako barwnika do 
real-time PCR używano bromku etydyny. Obecnie naj-
popularniejszą sondą fluorescencyjną wykorzystywaną 
w doświadczeniach przeprowadzanych z wykorzysta-
niem omawianej techniki jest SYBR Green I. Barwnik 
przyłącza się do bruzdy mniejszej w podwójnej nici DNA 
(dsDNA – double stranded DNA), emitując przy tym 1000 
razy większą fluorescencję niż gdy pozostaje w postaci 
niezwiązanej w roztworze [78]. Na tej zależności opiera 
się mechanizm działania i większość zalet real-time PCR. 
Zwiększająca się ilość dsDNA oznacza więcej związa-
nego barwnika, co powoduje wzrost natężenia fluore-
scencji pochodzącej od SYBR Green I. Dzięki kamerom 
umieszczonym w termocyklerze można śledzić zmiany 
natężenia i mierzyć ilość powstałego produktu amplifi-
kacji. Możliwe jest również określenie początkowej ilości 
materiału matrycowego danej reakcji przez odczytanie 
liczby cykli potrzebnych do przekroczenia zdefiniowanej 
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gdyż określenie składu bakteryjnego w obrębie zmiany 
umożliwia ustalenie źródła zakażenia [19]. Ponadto 
dzięki tej metodzie możliwe jest badanie nie tylko 
wybranych periopatogenów, lecz całego mikrobiomu. 
W związku z tym używa się jej do określania wpływu 
rozmaitych czynników na jego strukturę. Stosowano 
ją do porównywania mikrobiomów płytki poddziąsło-
wej palaczy oraz osób niepalących, a także do zbadania 
mikrobiomu związanego z zapaleniem wokół wszczepów 
(periimplantitis) [42,62]. Badanie mikrobiomów metodą 
16S rRNA umożliwiło także wykrycie interakcji między 
wiriomem płytki nazębnej a jej mikrobiomem bakteryj-
nym. Zjawisko to może w istotny sposób wpływać na 
przebieg chorób przyzębia [38]. 

Hybrydyzacje typu „checkerboard” i „reverse-capture 
checkerboard”

Hybrydyzacja kwasów nukleinowych to zjawisko, w któ-
rym powstają stabilne dwuniciowe struktury z cząste-
czek pojedynczych łańcuchów polinukleotydowych 
o wzajemnie komplementarnych sekwencjach. Hybry-
dyzacja zachodzi między dwoma jednoniciowymi łań-
cuchami kwasów nukleinowych, tj.: DNA i DNA, DNA 
i RNA oraz RNA i RNA [2]. W metodach hybrydyzacji 
wykorzystuje się kwasy nukleinowe o znanej sekwen-
cji nukleotydów, które są komplementarne do określo-
nych sekwencji genomu patogenów. Otrzymuje się je 
w procesie klonowania lub syntezy chemicznej. Kwasy 
nukleinowe wyznakowane radioizotopem 32P pełnią 
funkcję sondy molekularnej. Coraz częściej stosuje się 
sondy molekularne wyznakowane technikami nieradio-
aktywnymi, polegającymi na przyłączeniu do nich flu-
orochromów biotyny lub digoksygeniny [2]. Szczególna 
odmiana hybrydyzacji DNA-DNA o nazwie „checkerbo-
ard” (szachownica) jest przyjęta jako „złoty standard” 
przy badaniu biofilmu jamy ustnej [72]. Umożliwia jed-
noczesne badanie wielu próbek i rozpoznanie wielu 
gatunków mikroorganizmów. Metoda została opraco-
wana przez zespół pod kierownictwem Socransky’ego 
w 1994 r. [67]. Polega na połączeniu DNA wyizolowanego 
z próbek bakteryjnych z powierzchnią filtra nylonowego 
lub nitrocelulozowego. Tak przygotowany filtr poddaje 
się następnie hybrydyzacji z sondami DNA przynaj-
mniej 40 gatunków bakterii [67]. Liczbę poszczególnych 
mikroorganizmów w próbce można ogólnie określić 
na podstawie natężenia światła fluorescencyjnego lub 
chemiluminescencyjnego pochodzącego od sond mole-
kularnych. Na początku hybrydyzacja DNA-DNA była 
użyteczna jedynie do identyfikacji mikroorganizmów 
niemożliwych do hodowli. Wraz z rozwojem i popula-
ryzacją technik PCR opracowano metodę hybrydyza-
cji typu „reverse-capture checkerboard” (odwrotnego 
uchwytu). Polega na amplifikacji genu 16S rRNA od 30 
znanych mikroorganizmów i połączeniu ich z mem-
braną. Następnie tak przygotowaną membranę poddaje 
się hybrydyzacji z odcinkami genu 16S rDNA mikro-
organizmów z badanej próbki, powielonymi w reakcji 
PCR. Startery do amplifikacji genu 16S rRNA w bada-
nej próbce są wyznakowane za pomocą uniwersalnych 

informacje na temat mikroorganizmów występujących 
w jamie ustnej była „HOMD” (Human Oral Microbiome 
Database). Dostarcza sprawdzonych informacji prawie 
o 700 gatunkach prokariotów, które występują w ludz-
kiej jamie ustnej. Około 49% z nich jest oficjalnie nazwa-
nych, 17% nienazwanych, lecz możliwych do hodowli 
i 34% uważa się za niemożliwe do hodowli filotypy (phy-
lotypes), czyli jednostki taksonomiczne różnej rangi: 
szczepy, gatunki, rodzaje (www.homd.org). Narzędzia 
bazy HOMD umożliwiają porównanie sekwencji bada-
nego mikroorganizmu z dostępnymi w bazie informa-
cjami fenotypowymi, filogenetycznymi, klinicznymi 
i bibliograficznymi. Dostępne są dane na temat całych 
genomów 315 rodzajów bakterii, co stanowi 46% wszyst-
kich rodzajów zawartych w HOMD. Podobną, lecz nieco 
nowszą bazą danych jest „CORE” (http://microbiome.
osu.edu/). Jej stworzenie miało na celu zapewnienie peł-
nej i aktualnej wiedzy taksonomicznej, która umożli-
wiłaby przypisanie bakterii zasiedlających ludzką jamę 
ustną do rodzaju i gatunku oraz analizowanie dużej 
liczby danych [11,22]. Przyjęto, że jeżeli otrzymana 
sekwencja genu 16S rRNA jest przynajmniej w 97% 
podobna do znanej sekwencji z bazy danych, to można 
przypisać badaną bakterię do rodzaju. Natomiast 99% 
podobieństwa jest wystarczające, aby zakwalifikować ją 
do gatunku [13]. Zaletami sekwencjonowania 16S rDNA 
są m.in. możliwość projektowania swoistych starterów 
dla danych grup lub szczepów bakterii oraz możliwość 
przeprowadzenia amplifikacji z materiału genetycznego 
wyizolowanego z próbki bez konieczności prowadzenia 
hodowli. Umożliwia to diagnostykę infekcji powodowa-
nych przez bakterie niehodowalne. Wadą metody jest 
mała skuteczność w rozróżnianiu blisko spokrewnio-
nych i wysoce rekombinowalnych gatunków, takich jak 
gatunki z rodzaju Neisseria i niektóre gatunki z rodzaju 
Streptococcus [12,25]. Mimo to sekwencjonowanie genu 
kodującego 16S rRNA przyniosło wiele korzyści w bada-
niach dotyczących biofilmu jamy ustnej. Wykazano 
m.in. obecność ponad 300 gatunków bakterii, których 
nie wykryto standardowymi metodami hodowli mikro-
organizmów [31]. 

Ponieważ znaczna część mikroorganizmów poddzią-
słowej płytki nazębnej jest trudna bądź niemożliwa do 
wykrycia metodami tradycyjnymi przez hodowlę, wpro-
wadzenie metody z wykorzystaniem 16S rRNA miało 
znaczący wpływ na dokładne poznanie tego mikrobiomu 
[51]. Metoda 16S rRNA może być wykorzystywana do 
oceny jakościowej poszczególnych periopatogenów. Była 
stosowana do porównania skuteczności terapii mających 
na celu eliminację periopatogenów poddziąsłowej płytki 
nazębnej. Wykorzystując tę metodę oznaczano wystę-
powanie A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, T. forsy-
thia oraz T. denticola [56]. Metoda sekwencjonowania 
genu kodującego 16S rRNA pozwala również na wykry-
cie bakterii odpowiedzialnych za zapalenie przyzębia 
w innych obszarach ciała, gdzie bakterie te mogą się zna-
leźć w wyniku zakażenia odogniskowego [10]. Metoda 
sekwencjonowania genu kodującego 16S rRNA może być 
pomocna w diagnostyce zakażeń endo-periodontalnych, 
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sondy jednym, centralnie położonym nukleotydem, co 
pozwala na oszacowanie intensywności sygnału pocho-
dzącego od nieswoistego związanego DNA [27,30]. Inten-
sywność otrzymanego sygnału z próby badanej pozwala 
na określenie ilości związanego kwasu nukleinowego, 
a tym samym na oszacowanie liczby mikroorganizmów 
lub poziomu ekspresji genów w badanym materiale [52]. 
Stosując odpowiednie sondy, można również badać mar-
kery związane ze zjadliwością mikroorganizmów, jak 
również geny oporności na antybiotyki. Mikromacierze 
DNA stwarzają nieograniczone możliwości wykrywa-
nia różnych sekwencji DNA [30]. Mikromacierze o małej 
gęstości zawierają od setek do tysięcy sond umieszczo-
nych na powierzchni membrany. Natomiast mikroma-
cierze o dużej gęstości zawierają od tysięcy do milionów 
sond molekularnych [52]. 

Zarówno sondy o małej, jak i dużej gęstości znalazły 
zastosowanie w identyfikacji mikroorganizmów jamy 
ustnej [7]. Mikromacierze wykorzystano w badaniu 
odpowiedzi transkrypcyjnej P. gingivalis na działanie 
środków antybakteryjnych [43]. Użycie mikromacie-
rzy pozwoliło na poznanie odpowiedzi transkrypcyjnej 
wywołanej przez interakcje między obecnymi w kie-
szonkach przyzębnych mikroorganizmami, które należą 
do różnych kompleksów [61]. Moffatt i Lamont zasto-
sowali mikromacierze do badania ekspresji mikroRNA 
w komórkach nabłonka dziąsłowego przez P. gingiva-
lis, mającej chronić ten mikroorganizm przed układem 
odpornościowym gospodarza [41]. 

Dostępne są komercyjne chipy-DNA pozwalające usta-
lić do jakiego gatunku należą bakterie odpowiedzialne 
za powstawanie choroby przyzębia. Mikromacierz do 
klinicznej diagnostyki periodontologicznej ParoCheck® 
umożliwia wykrycie 10 gatunków bakterii związanych 
z zapaleniem przyzębia [73]. 

Elektroforezy DGGE i TGGE

Elektroforeza w gradiencie czynnika denaturującego 
(Denaturing Gradient Gel Electrophoresis – DGGE) oraz 
elektroforeza w gradiencie temperatury (Temperature 
Gradient Gel Electrophoresis – TGGE) to metody oparte 
o reakcję PCR i elektroforezę żelową. Opracowane w celu 
wykrywania pojedynczych mutacji w ludzkim materiale 
genetycznym, są również z powodzeniem wykorzysty-
wane do rozdziału produktów PCR matrycowego DNA 
mieszaniny mikroorganizmów pochodzących z biofilmu 
jamy ustnej [37,72]. Umożliwiają rozdział zamplifiko-
wanych fragmentów markerowych genów (w tym 16S 
rDNA) w żelu poliakrylamidowym w gradiencie stężeń 
czynnika denaturującego. W przypadku DGGE jest nim 
wzrastające stężenie mocznika, natomiast w przypadku 
TGGE wzrastająca temperatura. Układ prążków na żelu 
powstały w wyniku procesu elektroforezy zależy od 
temperatury topnienia cząsteczek DNA, a więc od ich 
sekwencji. Każdy prążek zaobserwowany na żelu odpo-
wiada jednej bakteryjnej populacji w obrębie biofilmu, 
a cały powstały układ prążków odzwierciedla jego zło-

sond, które są zdolne do chemifluorescencji. Technika 
„reverse-capture checkerboard” umożliwia jednocza-
sową hybrydyzację 1350 prób 16S rDNA na jednej mem-
branie [48]. 

Wymienione metody hybrydyzacji są przydatne 
w badaniu mikroorganizmów występujących na różnych 
powierzchniach jamy ustnej, określaniu składu biofilmu 
w zapaleniu przyzębia oraz określeniu dominujących 
gatunków bakterii w poszczególnych przypadkach [39]. 
Technik tych używano również do oszacowania wyniku 
postępowania terapeutycznego [23]. Wadą metod jest ich 
praco- i czasochłonność, a obecnie powszechniej stosuje 
się metody badawcze PCR niezwiązane z hybrydyzacją 
[72]. Mimo tych ograniczeń hybrydyzacja DNA-DNA jest 
jednak stosunkowo często stosowana. Wykorzystywana 
była m.in. do identyfikacji periopatogenów związanych 
z agresywnym zapaleniem przyzębia, do oceny skutecz-
ności wybranych terapii periodontologicznych oraz 
wpływu palenia tytoniu na rekolonizację bakterii po 
leczeniu [15,16,53,54]. Hybrydyzacja typu „reverse-cap-
ture checkerboard” zastosowana została przez Pastera 
i wsp. w celu analizy bakterii związanych z martwiczo-
-wrzodziejącym zapaleniem przyzębia u nosicieli wirusa 
HIV [49].

Mikromacierze wykorzystujące metodę hybrydyzacji

Mikromacierze (microarray) są stosowane do identyfi-
kacji mikroorganizmów oraz określania ekspresji genów 
[17]. Zbudowane są z jednoniciowych sond związanych 
kowalencyjnie z powierzchnią szklanych lub nylono-
wych chipów przez reaktywne grupy terminalne bądź za 
pośrednictwem adsorpcji lub powinowactwa [5]. W celu 
detekcji swoistych fragmentów kwasów nukleinowych 
stosuje się sondy w postaci jednoniciowych fragmentów 
DNA o znanej sekwencji, produktów PCR lub oligonukle-
otydów [30]. Sondy są zaprojektowane tak, aby mogły 
hybrydyzować z określonymi sekwencjami RNA lub 
DNA z badanej próbki materiału biologicznego. Sekwen-
cje sond najczęściej dobierane są z baz danych, takich 
jak np. GeneBank i UniGene [30]. Próbkami poddawa-
nymi analizie mogą być produkty PCR, całkowity DNA, 
cDNA – komplementarny DNA (complementary DNA), 
genomowy DNA, plazmidowy DNA lub oligonukleotydy. 
Zazwyczaj pierwszym etapem przygotowania próbki do 
diagnostyki jest jej amplifikacja w procesie PCR. Próbki 
znakuje się bezpośrednio przez inkorporację nukleoty-
dów znakowanych fluorescencyjnie lub radioizotopowo 
w procesie PCR. Najczęściej stosuje się barwniki cyjani-
nowe Cy3 (zielony) i Cy5 (czerwony). Możliwe jest rów-
nież znakowanie próbek z fotobiotyną [65]. Wszystkie 
dostępne na rynku platformy mikromacierzy mają taki 
sam mechanizm działania. Po naniesieniu próbki na 
powierzchnię chipa poszukiwany fragment jednonicio-
wego kwasu nukleinowego hybrydyzuje z komplemen-
tarną sondą. Powstają dwuniciowe fragmenty, które 
rejestruje detektor, np. fluorescencyjny, chemilumine-
scencyjny lub spektrometrii masowej [30]. Do kontroli 
stosuje się cząsteczki DNA różniące się od zastosowanej 
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[74]. Zastosowania metody TRFLP wykraczają poza świat 
medycyny. Z powodzeniem prowadzono badania nad 
mikrobiologiczną różnorodnością środowiska gleby oraz 
zmiennością sezonową i dynamiką wymiany gatunków 
w biofilmach występujących w rzekach i naturalnych 
zbiornikach wodnych [18,77]. Zaletami metody TRFLP są: 
szybkość i czułość, z jaką wykrywa się genetyczną różno-
rodność w badanym materiale, brak potrzeby izolowania 
kultur bakteryjnych oraz powtarzalność szacowania róż-
norodności złożonych populacji bez potrzeby znajomo-
ści sekwencji genomowych badanych mikroorganizmów 
[60]. Do wad metody należy zaliczyć konieczność posia-
dania kosztownej aparatury i bazy danych, służących do 
analizy uzyskanych wyników [34]. 

Za pomocą metody TRFLP oceniano zmiany w mikro-
biomie poddziąsłowym po zaprzestaniu palenia papie-
rosów, wykazując bardzo istotną rolę porzucenia nałogu 
w leczeniu zapaleń przyzębia [20]. Papapostolou i wsp. 
wykorzystali TRFLP do badania różnic między mikrobio-
mem płytki nazębnej u bliźniąt jednojajowych i dwujajo-
wych, wykazując brak wpływu genotypu gospodarza na 
skład mikrobiomu [47].

Sekwencjonowanie nowej generacji  
(Next Generation Sequencing – NGS)

W ciągu ostatnich lat nastąpił znaczny rozwój technolo-
gii sekwencjonowania DNA. Od 2005 r. na rynku pojawiło 
się kilka platform oferujących systemy sekwencjonowa-
nia nowej generacji. Możemy je podzielić na dwie grupy. 
Pierwsza to urządzenia bazujące na technologii PCR: 
Roche 454 Genome Sequencer (Roche Diagnostics Corp., 
Branford, CT, USA), HiSeq 2000 (Illumina Inc., San Diego, 
CA, USA), AB Solid™ System (Life Technologies, South 
San Francisco, CA, USA). Drugą grupą są systemy bazu-
jące na sekwencjonowaniu pojedynczych molekuł (Single 
Molekule Sequencing – SMS). Systemy te nie przeprowa-
dzają amplifikacji DNA przed procesem sekwencjonowa-
nia. Do tej grupy zaliczają się dwa systemy: HeliScope 
(Helios BioSciences Corp., Cambridge, MA, USA) oraz 
PacBio RS SMRT system (Pacific Biosciences, Menlo Park, 
CA, USA). NGS umożliwia jednoczesne sekwencjonowa-
nie milionów krótkich (25-150 bp) fragmentów nici DNA, 
skrócenie czasu badania całego genomu bakteryjnego 
do kilku godzin oraz znaczne obniżenie kosztów [76]. 
Sekwencjonowanie nowej generacji znalazło zastosowa-
nie przy identyfikacji i poznaniu bioróżnorodności geno-
mów wirusów, m.in. grypy, HIV i wirusowego zapalenia 
wątroby typu B [55]. Sekwencjonowanie nowej genera-
cji (NGS) jest doskonałym narzędziem do badania różno-
rodności biofilmów środowiskowych, jak również tych 
znajdujących się w jamie ustnej człowieka [64]. Tech-
niki sekwencjonowania nowej generacji z pewnością 
znajdą zastosowanie w diagnostyce molekularnej zapale-
nia przyzębia, lecz wymagają standaryzacji. Dotychczas 
metody tej używano do oceny zmian składu mikrobiomu 
poddziąsłowego w odpowiedzi na leczenie periodonto-
logiczne oraz do porównania mikrobiomów kieszonek 
przyzębnych palaczy i osób niepalących [4,63].

żoność i różnorodność. Skuteczność rozdziału DNA 
metodami DGGE i TGGE jest mniejsza, jeżeli różnice 
w sekwencjach są większe niż jedna para zasad. Jest to 
spowodowane podobieństwem proporcji nukleotydów 
tworzących różne nici. W efekcie dwie różne sekwen-
cje mogą mieć taką samą charakterystykę topnienia. 
Istnieje również możliwość dokładniejszego zbadania 
materiału genetycznego tworzącego pojedynczy prą-
żek. W tym celu należy wyciąć badany materiał z żelu 
i zbadać jego sekwencję w sekwenatorze. Po porówna-
niu otrzymanej sekwencji z bazami danych możliwe jest 
przypisanie mikroorganizmu do gatunku [72].

Metoda DGGE została po raz pierwszy zastosowana w dia-
gnostyce mikrobiologicznej jamy ustnej przez Muyzera 
i wsp. w 1993 r. [45]. Zijnge i wsp. porównali skutecz-
ność wykrywania bakterii związanych z zapaleniem 
przyzębia z zastosowaniem elektroforezy DGGE z PCR 
oraz klasycznymi metodami hodowlanymi. Technika 
DGGE była równie skuteczna w identyfikacji A. actino-
mycetemcomitans, P. gingivalis, Prevotella intermedia oraz T. 
forsythensis, jak wspomniane metody. DGGE przewyższa 
PCR oraz hodowlę pod względem czułości w wykrywa-
niu A. actinomycetemcomitans. Zaletą DGGE jest możliwość 
identyfikacji wielu gatunków jednocześnie oraz możli-
wość wykrywania patogenów w zależności od obecności 
innych gatunków [81].

Ledder i wsp. wykorzystali tę technikę do identyfikacji 
drobnoustrojów związanych z występowaniem prze-
wlekłych zapaleń przyzębia, porównując skład płytki 
poddziąsłowej osób zdrowych oraz pacjentów cierpią-
cych na chorobę przyzębia [35]. DGGE stosowano także 
w diagnostyce mikrobiologicznej mieszanych zakażeń 
endo-periodontalnych, w których mogą być pomocne 
w ustaleniu pierwotnego źródła zakażenia [79].

Polimorfizm długości terminalnych fragmentów 
restrykcyjnych

Polimorfizm długości terminalnych fragmentów 
restrykcyjnych (Terminal Restriction Fragment Length 
Polymorphism – TRFLP) to metoda bazująca na tech-
nice PCR, która znajduje zastosowanie m.in. do badania 
różnorodności gatunkowej biofilmu jamy ustnej u osób 
zdrowych oraz u pacjentów z zapaleniem przyzębia, 
badania zmian w populacjach mikroorganizmów jamy 
ustnej po leczeniu, a także w badaniu bakterii zasiedla-
jących zainfekowane kanały korzeniowe [28,60]. Przed-
miotem badań są amplikony genów markerowych, 
w tym 16S rRNA, otrzymane w reakcji łańcuchowej poli-
merazy z wykorzystaniem swoistych starterów znako-
wanych sondami fluorescencyjnymi. Produkt reakcji 
PCR poddaje się trawieniu enzymami restrykcyjnymi, po 
czym fragmenty DNA rozdziela się w procesie elektrofo-
rezy kapilarnej [72]. Analizie poddaje się fragment DNA 
najbliższy końca amplifikowanego genu. Wyniki są ana-
lizowane za pomocą komputera z odpowiednim opro-
gramowaniem. Wynikiem takiej analizy jest tzw. „odcisk 
palca” (fingerprint) danej populacji mikroorganizmów 
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organizmów, których hodowla w laboratorium jest trudna 
lub niemożliwa. Metody bazujące na reakcji hybrydyzacji 
kwasów nukleinowych pozwalają na jednoczesne badanie 
wielu próbek, lecz są kosztowne i czasochłonne. Techniki 
wykorzystujące PCR wykazują większą czułość i swositość, 
pozwalają również oszczędzić czas i zmniejszyć koszty 
badania. Obecny stan wiedzy i liczba metod diagnostycz-
nych pozwalają z powodzeniem poznawać biofilm jamy 
ustnej, niemniej jednak potrzebne są dalsze badania nad 
udoskonaleniem i obniżeniem kosztów tych technik.

Podsumowanie

Poznanie gatunków oraz zrozumienie złożonych zależno-
ści i oddziaływań między mikroorganizmami tworzącymi 
biofilm jamy ustnej może dostarczyć informacji niezbęd-
nych do usprawnienia diagnostyki i terapii celowanej 
u pacjentów cierpiących z powodu zapalenia przyzębia. 
Dostępne techniki diagnostyki molekularnej pozwalają na 
szybkie wykrycie patogenu obecnego nawet w niewielkich 
ilościach w materiale diagnostycznym. Diagnostyka mole-
kularna jest szczególnie użyteczna do wykrywania mikro-
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