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Donkerveld- of fasencontrastmicroscopie”

Bruikbaarheid in de parodontologie

Samenvatting. Microscopisch onderzoek van een plaquemonster is moeilijk aangezien bacterién bijna
niet te onderscheiden zijn van de verdunningsvloeistof (zelfde brekingsindex). Twee typen van
microscopische analysen trachten dit probleem op verschillende wijze te omzeilen. Bij cen donker-
veldmicroscoop wordt het object belicht door schuin invallende lichtbundels, die dan verstrooid of
afgebogen worden en in het objectief binnenvallen. Aldus ontstaat een lichtend beeld ten opzichte van
cen donkere achtergrond. De fasencontrastmicroscoop steunt op principes uit de geometrie (de
golflengte en amplitude) om toch een beeld van de belichte cellen te krijgen.
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1 Inleiding

Alhoewel de eerste microscopen reeds da-
teren van het einde van de 15¢ eeuw, zijn de
principes van donkerveldmicroscopie en
vooral van fasencontrastmicroscopie rela-
tief jong. De eerste donkerveldmicroscoop
werd ontwikkeld door de Engelsman Wen-
ham in 1850. Een eeuw later werd de fasen-
contrastmicroscoop ontworpen door de
Nederlander F. Zernike, Nobelprijs-win-
naar natuurkunde in 1953. Deze meer ge-
specialiseerde microscopen bieden vele
voordelen bij de analyse van levende cel-
len, bacterién of weefsels. Deze objecten
zijn immers gekenmerkt door hun transpa-
rante karakter en door het feit dat hun
samenstellende delen slechts zeer weinig in
brekingsindex van elkaar verschillen. Aan-
gezien een lichtmicroscoop voornamelijk
differentieert op basisverschillen in trans-
parantie (d.i. lichtabsorptie) en verschillen
in lichtbreking, zijn deze objecten voor de
klassicke microscoop moeilijk waarneem-
baar.

De donkerveld- en fasencontrastmicro-
scopie worden behalve in de parodontolo-
gie ook toegepast in andere disciplines,
zoals de toxicologie (opsporing van toxi-
sche metalen in weefselcoupes), de nefro-
logie (diagnose van hematurie), de hema-
tologie (telling van bloedplaatjes en de be-
studering van hun volume), de dermatolo-
gie (diagnose van dermatomycose), de gy-
naecologie (in vitro bestudering van kunst-
matige inseminatie) en de fysiologie (fago-
cytose).

Via donkerveld- en fasencontrastmicro-
scopie kan men alleen een vrij rudimentaire
indeling maken van de bacterién op basis
van de vorm, de grootte en de beweeglijk-
heid. De bacterie identificeren, zoals bij
een kweekmethode, is onmogelijk. Op het
eerste gezicht lijkt dit een groot nadeel.
Laten we echter niet vergeten dat tot op
heden nog steeds 15% van de bacterién uit
de tandplaque niet kan worden geidentifi-
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ceerd, dat voor sommige bacterién een
kweek vrijwel onmogelijk is en dat kweek-
methoden extreem tijdrovend en kostbaar
zijn.

2 Donkerveldmicroscopie

In de donkerveldmicroscoop wordt het ob-
ject belicht met lichtbundels die onder een
grote hoek invallen zodat ze onmogelijk
rechtstreeks het objectief kunnen binnen-
dringen (afb. 1). Indien er geen preparaat
onder de microscoop ligt, blijft het ge-
zichtsveld dus donker. Bevindt zich een
object op het draagglaasje, dan zullen de
lichtstralen door dit object verstrooid wor-
den (door weerkaatsing en ombuiging van
de stralen, dit laatste ten gevolge van de
breking van de lichtbundel wanneer deze
door het object heen loopt). Door deze
verstrooiing zullen nu toch lichtstralen in
het objectief binnenvallen en krijgt men zo
een lichtend beeld van het object tegen een
donkere achtergrond. Deze werking is te
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vergelijken met het zichtbaar worden van
stofdeeltjes in een zonnestraal die een don-
kere kamer binnenvalt.

De lichtbundels met de grote openings-
hoek worden verkregen via een speciaal
hiervoor ontworpen condensor. Momen-
teel worden twee typen condensoren ge-
bruikt: de paraboloid- en de kardioidcon-
densor. De paraboloidcondensor bestaat
uit een massief glaslichaam met planparal-
lelle onder- en bovenvlakken, rondom pa-
rabolisch geslepen en verspiegeld. Het
middendeel is dfgedekt, zodat de van de
microscoopspiegel afkomstige lichtstralen
(die parallel moeten intreden) alleen op het
parabolische spiegeloppervlak kunnen in-
vallen en vandaar onder een grote hoek
naar het object worden weerkaatst. De kar-
dioidcondensor bestaat uit een combinatie
van twee glaslichamen met sferische
spiegelvlakken, die elkaar corrigeren. De
paraboloidcondensor is niet te corrigeren
voor afbeeldingsfouten en kan soms direct
licht laten *doorlekken’. Deze nadelen treft
men niet aan bij de kardioidcondensor.

Afb. 1. Stralenbuiging bij het gebruik van een paraboloid- (A) en een kardioidcondensor (B).
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3 Fasencontrastmicroscopie

Alvorens de werking van de fasencontrast-
microscoop te beschrijven, lijkt het raad-
zaam enkele begrippen uit de geometrie
duidelijk te maken. Licht plant zich voort
via een golfbeweging. Aan elke golfbewe-
ging kan men enkele primaire kenmerken
toeschrijven: de golflengte, de amplitude
(de hoogte van de golf), de fase (de stand
van de golfbeweging op een bepaalde
plaats en tijd) en de snelheid waarmee de
golf zich voortplant (dit is in een homogeen
medium het produkt van de golflengte en
de trillingsfrequentie). Wanneer een licht-
bundel een object bereikt, kunnen zich drie
fenomenen samen of afzonderlijk voor-
doen: absorptie (hierbij wordt de energie
van de lichtbundel overgedragen op het
object) weerkaatsing (hierbij wordt de
lichtbundel teruggekaatst) en transmissie
(hierbij loopt de lichtbundel door het ob-
ject heen maar wordt in zijn verloop van
richting veranderd, met andere woorden
afgebogen). De verandering in richting van
een lichtstraal die door een object heen
dringt, de breking genoemd, is afhankelijk
van de dichtheid van dit object. Wanneer
de lichtbundel vanuit de lucht invalt op een
glazen plaat (dus een medium bereikt met
hogere dichtheid) dan kantelt deze bundel
in de richting van de loodrechte op het
gegeven oppervlak. Verlaat deze straal de
glazen plaat om terug in de lucht te komen
(minder dichtheid), dan kantelt deze straal
weg van de loodrechte. Bij een glazen plaat
met perfect evenwijdige oppervlakken
(dekglaasje) zullen beide kantelbewegin-
gen dusdanig zijn dat de uittredende straal
terug evenwijdig wordt aan zijn oorspron-
kelijke richting, met echter een lichte ver-
schuiving.

In afbeelding 2 worden de basisbegrip-
pen waarop de fasencontrastmicroscopie is
gebouwd, verduidelijkt. Er wordt hierbij
uitgegaan van drie lichtgolven die volledig
identiek zijn (zelfde golflengte, amplitude
en fase). Straal A ontmoet geen obstakels
en blijft onveranderd. Straal B dringt door
een lichtabsorberende materie met dezelf-
de dichtheid als het eerste medium. Het
effect na passage is een vermindering in
amplitude, doch de fase, golflengte en tril-
lingsfrequentie zijn identick aan straal A.
Straal C loopt in een volkomen transparan-
te materie (geen absorptie) doch met een
hogere brekingsindex (dus dichter). Hier-
bij verandert niet de amplitude, maar wel
de golflengte en dus ook de voortplan-
tingssnelheid. De trillingsfrequentie blijft
echter identiek. Bij het verlaten van deze
materie komt de oude golflengte en dus
ook de voortplantingssnelheid terug, maar
de golfis nu, in vergelijking tot A uit de pas
(faseverschil). Een verandering in amplitu-
de (B) geeft voor het oog een licht-donker
verandering, terwijl een zuivere verschui-
ving in fase (C) voor het oog, primair niet
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Afb. 2. Verloop van een golf: veranderingen in amplitude, fase en golflengte. Golf A doorkruist geen
materie. Golf B doorkruist een lichtabsorberende materie met gelijke brekingsindex als het eerste
medium. Golf C doorkruist een transparante materie met hogere brekingsindex. Golf D doorkruist
een transparante materie met hogere brekingsindex en blijft in deze materie.

waarneembaar is.

Een ander verschijnsel in de geometrie is
dat twee golfbewegingen elkaar kunnen
uitdoven of versterken (interferentie) op
voorwaarde dat zij ecenzelfde trillingsfre-
quentie hebben. Door de extreem hoge
trillingsfrequentie van licht (10" cycles/
sec.) is een volledig gelijk trillingsgetal al-
leen te bereiken, indien dergelijke golven
afkomstig zijn van eenzelfde punt van een
lichtbron.

Bij microscopisch onderzoek van leven-
de cellen, bacterién of weefsels via objecten
met een dikte van bijvoorbeeld Spm leidt
dit tot verschillen in fase van { tot 4 van de
golflengte en tot minimale verschillen in
amplitude (weinig absorptie). In de fasen-
contrastmicroscoop worden deze geringe
verschillen versterkt.

De fasencontrastmicroscoop (afb. 3) be-
staat uit twee speciale elementen, de fasen-
ring (in de condensor) en het fasenplaatje
(in het objectief). Dankzij de fasenring (=
ringvormig diafragma), zal het object
slechts belicht worden via een holle cilin-
dervormige stralenbundel. In het objectief
bevindt zich een transparant plaatje met
een speciale ring, een ring waarop de on-
vervormde (dus directe) stralenbundel van
de condensor in focus wordt gebracht. De
ring verschilt van de rest van het plaatje in
twee aspecten: 1. het is dikker, zodat de
lichtstraal die hier passeert een grotere ver-
schuiving in de fase zal ondergaan ten op-
zichte van de stralen buiten deze ring (afb.
2c en 3), meestal een verschil in fase van §;
2. het is bedekt met een absorberend mate-
riaal (opgedampt) zodat het licht dat deze

ring passeert ook nog in amplitude (dus
intensiteit) wordt verminderd (afb. 2b).

Wanneer nu een parallelle lichtbundel
een puntje uit een object raakt, zal een deel
van deze bundel zonder richtingsverande-
ring doorlopen, terwijl een ander deel
wordt verstrooid (afb. 3).

Het onveranderde deel (I) passeert de
fasenring zodat de amplitude vermindert
(minder licht) en de fase verandert (} fasen-
verschuiving). Het andere deel van de bun-
del (IT), dat breking ondergaat ten gevolge
van de brekingsindex van het object, wordt
van richting veranderd en ondergaat een
fasenverandering van § tot §. Aangezien
deze straal werd afgebogen, zal ze niet
meer door de ring van het fasenplaatje
verlopen. Op ons netvlies komen de twee
stralen (de directe en de verstrooide) weer
samen en treedt interferentie (versterking
of doving) op. Via deze interferentie ont-
staat een reeks heldere en donkere
vlekken.

Beide technieken zijn zeer geschikt voor
de bestudering van levende cellen, zoals
bacterién, en voor de analyse van de in-
houd van leukocyten en andere somatische
cellen. De donkerveldmicroscoop, die dui-
delijke uitwendige details toont, zoals on-
der andere flagellen, wordt dan ook fre-
quent gebruikt om Treponema pallidum
(verwekker van syfilis) op te sporen in het
vocht van de chancre.

De fasencontrastmicroscoop verdient de
voorkeur bij de analyse van structuren met
slechts geringe verschillen in brekingsindi-
ces zoals de inwendige structuren van mi-
cro-organismen of cellen. Deze laatste ver-
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Afb. 3. Een fasencontrastmicroscoop. Basisprin-
cipes van de belichting.

schillen slechts weinig in brekingsindex van
het protoplasma. De fasencontrastmicro-
scoop wordt bovendien veelvuldig aange-
wend bij cinemicrografie.

4 Methodologie
4.1 Voorkémen van contaminatie

Contaminatie van het subgingivale plaque-
monster kan optreden via het speeksel. via
de supragingivale plagque en zelfs via de
coronale lagen van de subgingivale plaque.
Om contaminatic vanuit het speeksel te
voorkomen, wordt het gebruik van watten-
rollen, buccaal en oraal, aangeraden. De
supragingivale plaque, met een duidelijk
verschillende samenstelling, wordt voor de
monsterneming verwijderd met een scaler
of met een wattenstaafje. Sommige auteurs
stellen zelfs voor de tand vooraf te drogen
met de luchtspuit.! In hoeverre dit laatste
echter geen invloed heeft op de subgingiva-
le plaque blijft onduidelijk. Ten slotte dient
er op gewezen dat de samenstelling van de
subgingivale plaque wijzigt naarmate het
monster meer apicaalwaarts wordt geno-
men. Omar en medewerkers vonden dat
apicaalwaarts, binnen eenzelfde pocket, de
concentratie aan kokken verminderde ter-
wijl deze aan spirocheten vermeerderde.’
Bij onderzoeck van diepe pockets lijkt het
raadzaam, voor de monsterneming, de co-
ronale helft van de subgingivale plaque te
verwijderen.

4.2 Techniek van monsterneming

De drie meest beschreven technicken van
monsterneming zijn: de scaling, de pocket-
spoeling en het gebruik maken van een

paperpoint. Tussen deze technicken be-
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staan echter belangrijke verschillen. Voor
de scaler en de capillaire tube lijkt het
vrijwel onmogelijk de bodem van de pocket
te bereiken hetgeen leidt tot een selectieve
monsterneming. Ook de hoeveelheid
plaque, die door middel van deze tech-
nicken uit de pocket kan worden opgeno-
men, verschilt. Tanner en Goodson conclu-
deerden dat bij monsterneming met een
scaler 70% van de plaque verwijderd wordt
uit de pocket, bij spoeling 25% en met een
paperpoint slechts 10% .

Het is dan ook niet verwonderlijk dat de
samenstelling van de plaque varieert naar
gelang de techniek van monsterneming. De
paperpoint selecteert eerder de zwak aan
de weefsels gebonden of ‘zwemmende’ bac-
terién.” Kiel en Lang,* en Tanner en Good-
son,? vonden bijvoorbeeld procentueel ho-
gere concentraties Bacteroides bij gebruik
van een paperpoint dan bij monsterneming
met een curette. Moore en medewerkers
daarentegen vonden geen verschil tussen
beide technieken in de concentratic aan
Haemophilus  actinomycetemcomitans.”
Een vergelijkend donkerveldmicrosco-
pisch onderzoek tussen een monsterne-
ming met een curette of via een spoeling
toonde een significant lagere concentratie
aan spirocheten en beweeglijke staafjes in-
dien een spoelmethode werd aangewend.”

Het blijft echter de vraag hoe een van
bovenvermelde technicken de bacterién
kan bereiken die het worteloppervlak of
het omringende weke weefsel binnen-
dringen.

4.3 Voorbereiding tot analyse

Na de monsterneming — vooral bij gebruik
van een curette of van een paperpoint —
moet de plaque homogeen verdund en/of
opgelost worden in een verdunningsvloei-
stof. De meest gebruikte verdunningsvloei-
stoffen zijn de Ringer-oplossing. een NaCl-
oplossing in water, of dezelfde oplossing
maar met een toevoeging van gelatine.
Omar en Newman toonden aan dat deze
vloeistoffen op zichzelf reeds aanleiding
kunnen geven tot artefacten. De contami-
natie is het minst bij gebruik van een verse
0,85% zoutoplossing in water, is matig bij
gebruik van de Ringer- oplossing of een
oude oplossing van zout en is het meest
frequent bij een 0,85% oplossing van zout
met 1% gelatine.

Om in de verdunningsvloeistof cen ho-
mogene verdeling van de plaque te verkrij-
gen kan men gebruik maken van sonische
apparatuur of van een tuberculinespuitje
waarmee de plaque herhaaldelijk wordt op-
gezogen en uitgespoten. Niet alle bacterién
zijn echter even ongevoelig voor deze tech-
nieken. Zo blijken Gram-positieve bacte-
rién de sonische apparatuur beter te tolere-
ren dan Gram-negatieve bacterién en zijn
vooral spirocheten extreem gevoelig.”

Post academiam

Bij gebruik van een tuberculinespuitje
speelt de frequentie van handelen een be-
langrijke rol. Omar en Newman stelden
vast dat wanneer de plaque met de vloeistof
slechts zevenmaal opgezogen en uitgespo-
ten wordt, dit tot een niet-homogene ver-
deling leidt.! Zij stelden daarom voor om
deze handeling tienmaal uit te voeren.
Sommige bacterién zijn echter ook voor
deze techniek van verdeling gevoelig, voor-
al wanneer de handeling bijvoorbeeld 15
maal herhaald wordt (bijv. de spirocheten,
Camphylobacterién en Vibria species).

4.4  Hetaanbrengenvanhet monsterop
het draagglaasje

Voor een analyse via donkerveld- of fasen-
contrastmicroscopie dient het preparaat zo
dun mogelijk te zijn (monolayer van bacte-
rién). Daarom zal men slechts een kleine
hoeveelheid van het in oplossing gebrachte
monster aanbrengen op het draagglaasje.
Het dekglaasje wordt onder een hoek aan-
gebracht en traag verder gekanteld zodat
de vloeistof zich homogeen onder het volle-
dig dekglaasje verspreidt: aldus wordt in-
sluiting van luchtbellen voorkomen. Om de
overtollige vloeistof te verwijderen, wordt
het draagglaasje omgekeerd, op cen vezel-
vrij papier geplaatst en wordt een zachte
druk uitgeoefend. Ook in deze procedure
kunnen verschillende fouten aanleiding ge-
ven tot artefacten. Zo dient veel aandacht
te worden besteed aan het voorkomen van
stofdecltjes of papiervezeltjes op het draag-
of dekglaasje. Het afvegen van het draag-
glaasje met een vezelvrij lensdoekje is aan
te raden.'

4.5 Analyse

De analyse van een plaquemonster beoogt
een indeling van de aanwezige bacterién op
basis van vorm, grootte en beweeglijkheid.
Voor de analyse van cen plaquemonster
kan de volgende indeling gebruikt
worden:®

— kokken: ronde bacterién met een dia-
meter van 0,5 wm tot 1,0 wm (met inbe-
grip van kokkobacillen, bacterién die in
lengte niet langer zijn dan tweemaal de
breedte);

— rechte staafjes: niet van flagellen voor-
ziene bacterién met een breedte van 0,5
pm tot 1,5 wm, met een lengte-breedte
verhouding van # tot %, met afgeronde
uiteinden;

— filamenten: bacterién met een breedte
van 0,5 um tot 1.5 wm en een lengte van
meer dan zesmaal de breedte. Deze bac-
terién vertonen dikwijls vertakkingen;

— fusiformen: bacterién met een breedte
van 0.3 pm tot 1.0 wm, een lengte van
circa 10 wm en puntige uiteinden;

— kromme staafjes: halve maanvormige
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bacterién met de afmetingen van de
rechte staafjes. Dit zijn waarschijnlijk
dode. beweeglijke staafjes;

— spirocheten: kurketrekkervormige bac-
terién. Men onderscheidt kleine (0,2
pm - 0.3 um breed, 10 um lang), me-
dium (0.3 pm - 0,4 pm breed, 15 pm
lang), en grote spirocheten (0,5 pwm of
meer breed, lengte tot 20 um):

— beweeglijke staafjes: alle bacterién, met
uitzondering van de spirocheten, die
een beweging vertonen. Een onder-
scheid dient te worden gemaakt tussen
een echte beweging en de Brownse be-
wegingen (beweging van kleine parti-
kels in oplossing ten gevolge van botsin-
gen met watermoleculen) of een bewe-
ging ten gevolge van de stroming van de
verdunningsvloeistof.

In de meeste studies wordt deze indeling

vereenvoudigd van negen tot vier typen: de

kokken, de beweeglijken, de spirocheten
en de anderen. Listgarten, de grondlegger
van de fasencontrastmiscroscopie, stelt
voor 100 bacterién te tellen alvorens de
relatieve percentages te berekenen. Omar
en Newman vonden echter dat de intra-
onderzoekerreproduceerbaarheid  duide-
lijk verbeterde indien 200 bacterién werden
geteld.! Zij stelden bovendien vast dat het
voordelen biedt om verschillende regio’s
van het preparaat te bekijken in plaats van
zich te beperken tot een of twee zones.

Ook de tijdspanne tussen monsterne-
ming en verwerking kan de analyse bein-
vloeden. Ideaal moet een monster altijd
onderzocht worden binnen het uur na de
monsterneming. Indien men wacht met het
maken van de verdunningsprocedure of
met het analyseren van het preparaat, dan
zal er een duidelijke daling (tot 50% ) optre-
den in de concentratie van beweeglijke bac-
terién.!

4.6 Reproduceerbaarheid

Wanneer twee monsters direct na elkaar
worden genomen uit eenzelfde pocket is de
reproduceerbaarheid vrij hoog. Noch
Goodson en medewerkers.” noch Strand en
medewerkers.® konden significante ver-
schillen aantonen tussen herhaalde mon-
sterneming (zelfde pocket, zelfde dag) voor
zowel een monsterneming met curette als
met de spoelmethode. De reproduceer-
baarheid van de paperpoint werd in kweek-
studies bewezen door Christersson en me-
dewerkers."” Moore en medewerkers von-
den in een kweekstudie ook geen verschil-
len tussen twee plaquemonsters met curet-
te uit eenzelfde pocket."!

Bedraagt de tijd tussen twee duplicaatre-
gistraties een week of meer dan kunnen wel
verschillen optreden. Bij gebruik van de
curette of van de spoelmethode vonden
Strand en medewerkers een 50% reductie
in de concentratie aan spirocheten bij een
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herhaalde meting na twee weken.” Dit is in
overeenstemming met observaties van
Mousques en medewerkers, ook al gaven
zij aan dat deze verschillen zouden verdwij-
nen na zeven dagen.'? Voor een monster-
neming met een paperpoint konden Mom-
belli en medewerkers echter geen verschil-
len vinden tussen herhaalde metingen bin-
nen zeven tot tien dagen.

5 Bruikbaarheid in de parodontologie

Van alle gekende diagnostische parameters
in de parodontologie is er geen enkele die
als goede predictor voor verdere botaf-
braak beschouwd kan worden. Het klinisch
belang van de fasencontrastmicroscoop is
vooral bekeken vanuit het standpunt de
mogelijke pathogenen voor de parodontitis
te identificeren. Verschillende auteurs za-
gen correlaties tussen een verhoogd aantal
spirocheten en beweeglijke vormen, en hun

activiteit binnen een pocket. Anderen za-
gen geen enkel verband, ook niet met de
klinische status van de patiént.

Listgarten vindt echter waarden voor de
sensitiviteit van 80% wanneer er een toena-
me van 20% is aan spirocheten en beweeg-
lijke vormen binnen een pocket. Ander-
zijds trachtte men aan de hand van plaque-
analyse met de fasencontrastmicroscoop de
recalldata voor de patiénten te bepalen.
Een aldus rationeel behandelen van de pa-
tiént resulteerde in dezelfde waarden voor
plaque- en gingivitisindices, vergeleken
met een vast getimede controlebehande-
ling waarbij. ongeacht de samenstelling van
de pocket van de patiént, de nodige pocket-
behandeling uitgevoerd werd.'® De fasen-
contrastmicroscoop blijft een goedkope en
snelle methode, vergeleken met het maken
van kweekculturen. Door het visueel ma-
ken van de pathogene bacterién wordt bo-
vendien een motivatie van de patiént in de
hand gewerkt.

Summary

THE USE OF THE DARKFIELD AND PHASE CONTRAST MICROSCOPY IN THE
EXAMINATION OF DENTAL PLAQUE

Key words: Periodontology — Darkficld microscopy — Microbiology

Microscopic evaluation of a dental plaque sample is not very useful, since the bacterics are difficult to
be distinguished from the diluent (same refractive index). Two types of microscopic analyses try to
solve this problem in a different way. Using a darkfield microscope, the object is illuminated by
slanting rays of light. that are then dispersed or bended away and enter the object. In this way a shining
image on a dark background is formed. The phase contrast microscope uses two principles of the
geometry (wave length and amplitude) to ereate an image of the illuminated cells. Methodologically
the next aspects are important, since they strongly influence the outcome of the analysis: contamina-
tion of the sample. technique of sampling and preparation of the sample. The reproducibility of the
above mentioned technigues is high when a great number of parameters is kept constant. The analysis
of the sample gives us some clinical relevant information.
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