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Diagnosi precoce
della parodontite
& progressione

Analisi del microbioma orale
prima e durante la malattia parodontale

Il presente documento fornisce chiarimenti sulle basi scientifi-
che e sulle tecniche dell’analisi del microbioma orale mediante
sequenziamento NGS e sul loro contributo alla terapia ed alla
prevenzione della parodontite.

La ricerca si basa sulla presenza di disbiosi sottogengivale e di
strutture caratteristiche del microbioma quali principali cause
delle patologie parodontali. Al giorno d’oggi, nuovi metodi di bio-
logia molecolare come la tecnologia NGS permettono di effet-
tuare un’analisi precisa della flora sottogengivale specifica del
paziente, consentendo di adottare misure terapeutiche per un
trattamento personalizzato ed ottimizzato.
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Parodontite

Conseguenza della disbiosi del microbioma orale

Gli studi scientifici concordano pienamente sul fatto che la causa principale delle patologie parodontali € di origine
batterica. Nel corso del tempo, tuttavia, le ipotesi sull'eziopatogenesi della malattia sono profondamente cambiate.
In passato, alcune ipotesi sostenevano che I'aumento della presenza di un gruppo di specie batteriche particolar-
mente patogene, i cosiddetti batteri chiave, fosse il fattore determinante che innescava una risposta immunitaria
inflammatoria con la conseguente distruzione del parodonto.

Ogdgi, invece, prevale I'approccio olistico secondo il quale un equilibrio disturbato dell'intera flora sottogengivale &
responsabile dello sviluppo delle patologie parodontali?€l. Si ritiene che il disequilibrio microbiologico del microbioma
orale sia il principale fattore di rischio per lo sviluppo e la progressione delle patologie parodontali, nel senso che I'en-
tita della disbiosi determinaiil livello della risposta inflammatoria e quindi la progressione prevedibile della malattia®.
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Figura 1: Mutamenti del microbioma sottogengivale nel corso della patologia parodontale. In un parodonto
sano prevalgono i simbionti e la risposta dell'ospite € regolata. Dall’accumulo di placca deriva un’infiam-
mazione cronica maggiore seppur limitata, la quale a sua volta favorisce la comparsa di batteri identificati
come parodontopatogeni. Con la progressione della malattia, si instaura una disbiosi caratterizzata dalla
prevalenza di specie batteriche associate alla parodontite. || microbiota disbiotico promuove un aumento
della risposta immuno-infiammatoria, con conseguente perdita del parodonto.

Fonte: Columbo & Tanner, 2019
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Microbioma sano o malato

Strutture caratteristiche del microbioma orale

Sulla base degli studi di Diaz e Columbo & Tannert, il microbioma orale puo essere suddiviso in tre categorie princi-
pali: specie associate alla salute orale, specie associate alla parodontite e specie comuni, presenti sia in soggetti sani
che affetti da patologie parodontali. Le specie batteriche appartenenti alle singole categorie sono conosciute e censite:
le loro sequenze di DNA sono disponibili nel database del National Center for Biotechnology Information (NCBI).

specie batteriche specie batteriche
associate alla associate alla
salute orale parodontite

Aggregatibacter
actinomycetemcomitans

Campylobacter gracilis Filifactor alocis

Corynebacterium gracilis OT 623 Porphyromonas gingivalis

Lautropia mirabilis OT 022 Prevotella intermedia

Veillonella parvula OT 161

Tannerella forsythia

Treponema denticola

Actiomyces naeslundii

Eubacterium saphenum

Rothia aeria batteri indicatori

Fretibacterium fastidiosum

Rothia dentocariosa Selenomonas sputigena

Streptococcus sanguinis Treponema socranskii

specie

comuni

Figura 2: Gruppi di batteri del microbioma sottogengivale in soggetti con parodonto sano e in soggetti affetti da parodontite.

Vantaggi della tecnologia NGS per I'analisi del microbioma

Diversamente dai metodi di biologia molecolare utilizzati in passato per I'analisi della flora sottogengivale, la tecno-
logia Next Generation Sequencing € in grado di sequenziare simultaneamente ed in modo automatizzato un gran
numero di molecole di DNA e di confrontarle con le sequenze di DNA del database di riferimento. Se in passato era
possibile rilevare solo singoli batteri indicatori, i metodi basati sulle nuove tecnologie NGS permettono di analizzare
tutti i batteri presenti nel campione di un paziente. Nell’ambito del “Human Microbiome Project”, il microbioma orale
e stato completamente decodificato e le sequenze geniche degli oltre 700 taxa batterici identificati sono state regi-
strate nel “Human Oral Microbiome Database” (HOMD), liberamente accessibile.
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Quota di gruppi di batteri nella biomassa sottogengivale

Utilizzando la tecnologia NGS si sono comparate le strutture del microbioma rilevate in soggetti sani e pazienti
affetti da parodontite, dimostrando che la loro flora sottogengivale presenta una composizione fondamental-
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Impiegando il sequenziamento del gene 16S rRNA, Diaz
et al.® hanno dimostrato che la carica batterica totale
nel solco gengivale aumenta di 3 livelli log al progredire
della patologia.

Questo e dovuto principalmente al’laumento superiore
alla media di specie batteriche associate alla patolo-
gia parodontale, che costituiscono quasi il 50% della
flora sottogengivale dei pazienti affetti da patologia
parodontale. Il rapporto tra taxa associati alla salute e
taxa associati alla malattia cambia significativamente
durante lo sviluppo della parodontite ed € un indicatore
dell’entita della disbiosi sottogengivale.

Figura 4: Cambiamenti nella composizione del
microbioma orale nel parodonto sano (sinistra)
rispetto a quello affetto da parodontite (destral),
visualizzati in percentuale di ciascun gruppo che
costituisce la biomassa sottogengivale
(figura basata sulla fonte Diaz et al.?).

Fusobacterium nucleammwbsp u-mtentn oral_taxon_200%

mente diversa?”. Da uno studio di Kirst et al.’! & emersa
una quantita crescente di filotipi batterici a seconda del
quadro clinico. Mentre nella flora sottogengivale del
parodonto sano prevalgono Actinobacteria e Firmicu-
tes, nel solco gengivale di soggetti affetti da parodon-
tite sono presenti soprattutto anaerobi gram-negativi
come Fusobacteria, generi Porphyromonas, Prevotella
e Spirochete.

Inoltre, mentre il parodonto sano e simbiotico & ca-
ratterizzato da una predominanza di batteri aerobici
gram-positivi associati alla salute, nel corso della pro-
gressione del parodonto tali batteri vengono gradual-
mente sostituiti da specie gram-negative ed anaerobi-
che associate alla patologial.

Figura 3: Presenza diversa di filotipi batterici:
taxa batterici maggiormente presenti nei siti
sani, rappresentati in verde, e taxa batterici
maggiormente presenti nei siti parodontali, rap-
presentati in rosso (fonte: Kirst et al.”’).
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Eftetti della terapia parodontale
sul microbioma orale

Dagli studi di Kirst et al.”? e di Hagenfeld® risulta che i parametri di richness ed evenness utilizzati per valutare
il microbioma differiscono in maniera significativa tra i soggetti dal parodonto sano e quelli affetti da patologia
parodontale. D’altra parte, in questi ultimi soggetti tali parametri possono essere migliorati in modo significativo
con una terapia parodontale efficace mirata a ristabilire la simbiosi.

Diversita alfa = stato del microbioma
- Richness: ricchezza di specie, numero di specie batteriche diverse
- Evenness: frequenza relativa, equiripartizione

individualita, differenza tra il numero di specie di organismi
» calcolo di un indice del microbioma per interpretare i risultati
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Figura 5: Differenze nella diversita delle specie, nell'abbondanza relativa e nell'individualita del
microbioma orale in soggetti sani ed in soggetti affetti da parodontite cronica (fonte: Kirst et al.”)

La ricchezza di specie (richness) del microbioma aumenta quindi durante lo sviluppo della parodontite, in quanto un
maggior numero di specie batteriche associate alla parodontite colonizza il solco gengivale. Contemporaneamente, di-
minuisce I'equiripartizione (evenness) in quan-

to il microbioma di pazienti affetti da patologie
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parodontali & sempre pit dominato da singole
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della composizione del microbiomat.
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Percheé PadoBiom® e innovativo?

Ottenere il vantaggio decisivo

PadoBiom® analizza e valuta il microbioma parodontale
ed il suo equilibrio utilizzando la tecnologia Next Gene-
ration Sequencing. Diversamente dall'esame dei singoli
batteri patogeni, questo metodo consente di effettuare
una valutazione completa e precoce della parodontite
in via di sviluppo. Lindice di disbiosi, I'identificazione

Diagnosticare precocemente la disbiosi
per avviare tempestivamente le misure
profilattiche

®
®

Arrestare la progressione della parodontite
grazie all'inizio tempestivo del trattamento

Avvalendosi di analisi statistiche comparative, Pado-
Biom® puo anche identificare i pazienti per i quali, a
causa della loro flora sottogengivale, si pud prevedere
una rapida progressione della patologia e che, di con-
seguenza, traggono beneficio da misure terapeutiche
particolarmente intensive e da un costante monito-
raggio.

Le raccomandazioni che risultano dall’analisi consistono
nella classificazione in una di tre categorie, che suggeri-
scono le misure da adottare nell’ambito dei trattamenti
odontoiatrici riconosciuti.

dei pazienti a rischio, la valutazione di parametri chiave
e I'analisi dei geni di resistenza agli antibiotici permetto-
no di ottenere un quadro completo su cui si basano delle
raccomandazioni in grado di ottimizzare le tempistiche
del trattamento e la relativa programmazione per lo stu-
dio dentistico.

Utilizzare i test diagnostici come strumento

®
®

di qualita e per fidelizzare i pazienti

Identificare i pazienti ad alto rischio di
progressione della patologia, garantire il
trattamento adiuvante (con antibiotici)

Pertanto, grazie a PadoBiom® per la prima volta & pos-
sibile decidere tempestivamente quali pazienti devono
passare dal normale controllo periodico alla profilassi
o addirittura dalla profilassi alla terapia.

In questo modo si aumenta il successo del trattamento
e, se la diagnosi & precoce, si puo evitare la necessita di
una terapia.

Il metodo innovativo
per analizzare le
tasche gengivali
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Come funziona PadoBiom®?

Informazioni per i professionisti del settore dentale

Obiettivo: risultati utili per fornire raccomandazioni per la pratica clinica

Partendo dalla valutazione clinica del paziente, I'analisi del microbioma orale basata su diversi indici, come

l'indice di disbiosi, la progressione ed altri parametri chiave, consente di formulare raccomandazioni te-

rapeutiche personalizzate che corrispondono alla reale necessita di trattamento del paziente. Tali racco-

mandazioni vengono attuate tramite misure terapeutiche orientate alla pratica, semplicemente integrabili in

piani terapeutici gia esistenti.

Indice di disbiosi e progressione

| -
-5 5

Parametri chiave

Aa Fa Pg Pi Td

Geni di resistenza agli antibiotici

BETA-LATTAMICL:

=

Valutare la simbiosi / la disbiosi
Il rapporto tra i batteri associati alla salute

e quelli associati alla patologia fornisce
I'indice di disbiosi del microbioma orale.

Per una valutazione approfondita

Valutare l'indice di richness

Minore & la ricchezza microbica, migliore € lo
stato di salute del microbioma orale.

Valutare la patogenicita

Individuazione di batteri indicatori che
permettono di classificare la patogenicita del
microbioma orale.

NITROIMIDAZOLI: TETRACICLINE:

[ negativo j

CHINOLONI:
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[ negativo j

MAKROLIDE:

Diagnosi precoce della parodontite ed identificazione dei pazienti a rischio

Identificare la progressione

La carica microbica alterata nel confronto
statistico permette di adottare una terapia
mirata per i pazienti a rischio.

Valutare I'indice di evenness

La frequenza di singoli batteri consente
di valutare 'equilibrio.

Determinare i sierotipi di Aa

Identificazione di Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, sierotipi a-f,

e del clone JP2 nella flora sottogengivale
per una terapia antibiotica personalizzata.

Fallimento della terapia causato da batteri

Identificare i geni di resistenza

Analisi della presenza di geni di resisten-
za agli antibiotici relativa a cinque classi
di antibiotici rilevanti nel settore odon-
toiatrico al fine di ottimizzare la terapia
antibiotica.

Figure a titolo esempilificativo



|dentificare i pazienti “special care”

Indice di disbiosi vs. profondita del sondaggio parodontale (PD)

Profilassi
. Profilassi Plus

Terapia

= 12 Terapia Plus

9
6 . Terapia Plus*

3

Indice di disbiosi

] El ] = = = o ]
21,0 . . 2 . ) . : Figura 7

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Profondita del sondaggio parodontale (PD, in mm)

Grazie ad un monitoraggio costante e ad un intervento precoce, i soggetti sani, i pazienti a rischio e quelli affetti
da gengivite che si sottopongono a controlli regolari possono prevenire la progressione della patologia ed evitare
di dover passare alla terapia parodontale (v. figura 7, verde).

| pazienti affetti da parodontite con disbiosi devono essere sottoposti ad una terapia piu intensa per ripristinare
una condizione di simbiosi. Soprattutto i soggetti con disbiosi del microbioma superiore alla media corrono un
rischio maggiore che la progressione della patologia sia rapida e traggono beneficio dal supporto della terapia
strumentale con adiuvanti e da un’assistenza odontoiatrica pit frequente (v. figura 7, rosso).

Verificare il grado della malattia

1,0 L
. Terapia piti intensa

Figura 8: In fase diagnostica, il
risultato di PadoBiom® viene uti-
lizzato per verificare il grado del-
la malattia, in quanto la disbiosi

0,5

° B A rappresenta il fattore predittivo
; 0,25 Ed s pil importante per determinare
% B c la progressione della patologia.
c

Con la procedura convenzionale,
basata esclusivamente su para-
metri clinici, soprattutto i pazienti
con grado A e B vengono spesso
valutati scorrettamente e quindi
trattati in modo insufficiente.

0.0 1

-0,25 1
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Antibiotici: si 0 no?

La somministrazione di antibiotici sistemici come terapia adiuvante nella terapia antinfettiva / terapia parodontale
chirurgica ...
secondo le linee guida S3 non € raccomandata di routine e deve avvenire solo in caso di forme di parodontite ag-
gressiva caratterizzate da progressione rapidal®
dal punto di vista della stewardship antibiotica & indicata solo dopo una diagnosi accurata e con uno spettro il piu
ristretto possibile
contribuisce a migliorare il microbioma orale®

RISULTATO (profondita della tasca: 8,0 mm):

_l R TERAPIA PLUS*

PROGRESSIONE
rapida

Indice di disbiosi: =5 (pazienti parodontali, disbiosi,

o o - progressione rapida)
L'analisi ha evidenziato la presenza di un microbioma disbiotico con segni di aumentata
progressione della malattia. vedi TERAPIA, con le seguenti aggiunte:

[ PARAMETRI CHIAVE ]

e misure di terapia antinfettiva

RICHNESS: eeator con aggiunta raccomandata di
regolare [ 5di6
" adiuvanti / antibiotici
EVENNESS: SIEROTIPO di Aa: e In bdse Gl qucdro Cllnlco’
sl ' terapia chirurgica parodontale
con aggiunta raccomandata di
[ IDENTIFICAZIONE DEI GENI DI RESISTENZA ] CldiUVGnti / Gntibiotici
BETA-LATTAMICI: NITROIMIDAZOLI: TETRACICLINE: CHINOLONI: MACROLIDI: ° teraplo porodontqle dl supporto Con
frequensa massima

A causa dell'identificazione di geni di resistenza agli antibiotici, il rischio di fallimento della terapia &
aumentato in caso di: antibiotici beta-lattamici (ad es. penicillina, amoxicillina, cefalosporina),
antibiotici macrolidi (ad es. azitromicina), antibiotici nitroimidazolici (ad es. metronidazolo) e

antibiotici tetraciclinici (ad es. doxiciclina).

( R
indice di disbiosi progressione
1 ®
PadoBiom® ... B |
-5 0 5
e consiglia I'uso di antibiotici sistemici esclusi- 5 0 5
. J
vamente in caso di disbiosi e di progressione J
rapida
o . . ) RISULTATO:
e basa la scelta del principio attivo sulla diagnosi, TERAPIA PLUS*
tenendo conto dei sierotipi di Aggregatibacter 3
actinomycetemcomitans individuatil*1°! g N
e tiene conto della presenza di geni di resistenza SIEROTIPO di Aa
ai principi attivi comunemente utilizzati nella
terapia parodontale, riducendo cosi al minimo il
rischio di fallimento della terapia e di diffusione L )
di resistenze. - | |
Aa assente | Aag, sierotipi b-f
Aa, sierotipo a
.
Presenza di geni di resistenza | |
Con I'uso del principio attivo associato al corrispondente gene di resi- tronidazol amoxcillina + metronidazolo
stenza, sussiste un rischio aumentato di fallimento della terapia. metronidazolo (cocktail di Winkelhoff)

Si raccomanda uno stretto monitoraggio dell’efficacia.
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Quali sono i vantaggi di
PadoBiom® per gli studi dentistici?

Prevenzione
della malattia
tramite diagnosi
precoce in fase
ancora reversibile

Diagnosi precoce
di reinfezioni e
monitoraggio

di pazienti a rischio

Quali sono i vantaggi di

Analisi
pit completa
del quadro clinico

Aumento del valore
aggiunto dello studio
dentistico attraverso

una pianificazione
appropriata

Piano di trattamento
adeguato alla
progressione

Migliore qualita del
trattamento e soddi-
sfazione dei pazienti

grazie ad un maggiore
successo della terapia

Screening della
parodontite in pazienti
clinicamente sani

Pianificazione della
terapia parodontale di
supporto basata sul
fabbisogno attraverso
intervalli adeguati

PadoBiom® per | pazienti?

Prevenzione della
parodontite e dello
sviluppo
di patologie collaterali

Conseguimento
piu rapido e sicuro
dell’'obiettivo del
trattamento

Riduzione dei costi
evitando terapie inutili
e I'insorgere di malattie
parodontali

Aumento della motivazione
del paziente attraverso
una migliore comprensione
della patologia

Trattamento
ottimale e
personalizzato

Riduzione del rischio di

trattamento

insufficiente e di
somministrazione di
antibiotici non necessari
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