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Sazetak

Dosada$nja istrazivanja daju kontradiktorne dokaze o utjecaju parodontoloske terapije na
promjene u sustavnom upalnom odgovoru. Cilj istrazivanja bio je na standardiziranom uzorku
utvrditi razlike u mikrobioloskom profilu, salivarnom CRP-u te parametrima oksidacijskog
stresa u slini tri mjeseca nakon provedenih dviju vrsta parodontoloske terapije kod ispitanika

uparenih po spolu, dobi i parodontolo§kom statusu.

Ispitivana skupina sastojala se od 16 pacijenata s parodontitisom, a u kontrolnoj skupini bilo je
16 ispitanika s generaliziranim parodontitisom stadija III i IV s minimalno 20 zubi, a
parodontni status odreden je pomocu standardnih parodontnih indeksa. Kod prve skupine
ispitanika provedena je supragingivna i subgingivna terapija po principu full-mouth terapije uz
upute u oralnu higijenu (ispitivana skupina), dok je kod druge skupine provedena samo
supragingivna terapija uz upute u oralnu higijenu (kontrolna skupina). U uzorcima sline
odredeni su mikrobioloski profil, C-reaktivni protein i parametri oksidacijskoga stresa (8-
OHdG, MDA, SOD). Posljednja faza provedena je nakon tri mjeseca te je uklju¢ivala ponovnu
registraciju svih parodontoloskih parametara (PD, RE, CAL, FMPS, FMBS) te ponovno
uzimanje uzoraka sline za analizu parametara koji su ispitivani (mikrobioloski profil, salivarni

CRP, 8-OHdG, MDA, SOD).

Istrazivanjem su dobivene statisticki vrlo znacajne razlike u vrijednostima klini¢kih parametara
PD i FMBS, statisticki znacajna razlika kod parametara RE i CAL za ispitivanu skupinu kod
kojih je provedena supragingivna i subgingivna nekirurSka terapija, u odnosu na kontrolnu
skupinu kod koje je provedena supragingivna terapija. Tri mjeseca nakon provedene terapije,
salivarni CRP i promatrani parametri oksidacijskoga stresa bili su statisti¢ki znacajno nizi kod
ispitivane skupine, a nije postojala statisti¢ki znacajna razlika u vrijednosti salivarnoga CRP-a
u slini ispitivane skupine i kontrolne skupine. Nakon provedene parodontoloske terapije
vrijednosti parametara oksidacijskoga stresa bili su i dalje vis$i kod pusaa u odnosu na
nepusace sa parodontitisom. Sve dobivene vrijednosti ukazuju da provedba parodontoloske
terapije ima pozitivan ucinak na vrijednosti s-CRP-a i parametara oksidacijskoga stresa, pri
¢emu supragingivna 1 subgingivna terapija pokazuje bolje rezultate u usporedbi sa

supragingivnom terapijom.

Kljuéne rije¢i: parodontitis, biomarker, C-reaktivni protein, oksidacijski stres, slina.



Summary

Aim: Previous research provides conflicting evidence on the impact of periodontal therapy on
changes in the systemic inflammatory response. The aim of the study was to determine the
differences in microbiological profile, salivary CRP and oxidative stress parameters in saliva
on a standardized sample three months after two types of periodontal therapy in subjects
matched by sex, age and periodontal status.

Materials and methods: The study group consisted of 16 patients with periodontitis, and a
control group of 16 subjects with generalized stage III and I'V periodontitis with a minimum of
20 teeth, and periodontal status was determined using standard periodontal indices. The first
group of subjects underwent supragingival and subgingival full-mouth therapy with
instructions on oral hygiene (study group), while the second group received only supragingival
therapy with instructions on oral hygiene (control group). Microbiological profile, C-reactive
protein and oxidative stress parameters (8-OHdG, MDA, SOD) were determined in saliva
samples. The final phase was performed after three months and included re-registration of all
periodontal parameters (PD, RE, CAL, FMPS, FMBS) and re-sampling of saliva for analysis
of parameters examined (microbiological profile, salivary CRP, 8-OHdG, MDA, SOD).
Results:The study revealed statistically significant differences in the values of clinical
parameters PD and FMBS, a statistically significant difference in RE and CAL parameters for
the study group in which supragingival and subgingival non-surgical therapy was performed,
compared to the control group in which supragingival therapy was performed. Three months
after therapy, salivary CRP and observed parameters of oxidative stress were statistically
significantly lower in the study group, and there was no statistically significant difference in
the value of salivary CRP in the saliva of the study group and the control group. After
periodontal therapy, the values of oxidative stress parameters were still higher in smokers
compared to non - smokers with periodontitis.

Conclusion: All obtained values indicate that the implementation of periodontal therapy has a
positive effect on the values of s-CRP and oxidative stress parameters, with supragingival and

subgingival therapy showing better results compared to supragingival therapy.

Keywords: periodontitis, biomarker, C-reactive protein, oxidative stress, saliva.
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Popis skracenica

CRP C-reaktivni protein (eng.C-reactive protein)
ROS slobodni kisikovi radikali (eng. reactive oxygen species)
MCP-1 monocitni hemoatraktivni protein tip 1

(eng. monocyte chemoattractant protein-1)

DNK deoksiribonukleinska kiselina (eng. deoxyribonucleic acid)
RNK ribonukleinska kiselina (eng. ribonucleic acid)

SOD superoksid dismutaza (eng. superoxide dismutase)

TNF faktor tumorske nekroze (eng. tumor necrosis factor)
NADPH nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

(eng. nicotinamide adenine dinucleotide phosphate)

MDA malondialdehid (eng. malondialdehyde)

8-OHdG 8- hidroksideoksiguanozin (eng. 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine)
ALP alkalna fosfataza (eng. alkaline phosphatase)

ELISA enzimski povezani imunosorbentni test

(eng. ensyme-linked immunosorbent assay)
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Parodontitis predstavlja jednu od najcesc¢ih bolesti Covjeka i glavni je uzrok gubitka zubi nakon
Cetrdeset 1 pete godine Zivota, a karakterizira ga upala i destrukcija potpornoga aparata zuba.
Kljuénu ulogu u njegovu nastanku igraju mikroorganizmi dentalnoga plaka. U dentalnom plaku
detektirano je viSe od 500 vrsta bakterija (1) medutim, samo neke od njih, poput Porphyromonas
gingivalis, Tannerella forsythia, Prevotella intermedia i Aggregatibacter actinomycetemcomitans
dovode se u vezu s bolestima parodonta (2). Iako je uloga mikroorganizama u nastanku parodontnih
bolesti od presudnog znacaja, stupanj destrukcije parodontnih tkiva posljedica je interakcije
mikrobioloskih ¢imbenika 1 imunosnoga odgovora domacina (3). Vaznu ulogu imaju neke
sustavne bolesti i ¢imbenici rizika, prije svega: pusenje, dob, genetika, spol i socioekonomski

¢imbenici (4).

Dijagnoza parodontitisa najces¢e se temelji na klinickim mjerenjima, medutim, napretkom
tehnologije traze se i druge mogucénosti dijagnostike i pracenja. Zapravo, ocijenjene su razlicite
vrste biomarkera, gdje su kao izvor uzorka upotrijebljene razlicite bioloSke tekucine. U novijim se
istrazivanjima pozornost usmjerava na utjecaj parodontoloske terapije na vrijednosti mjerljivih

parametara upale u slini te mogucoj upotrebi tih analiza za screening i prac¢enje parodontne bolesti.

Poznato je da parodontitis uzrokuje upalni odgovor te da parametri upale, kao $to su interleukin-6
1 CRP, mogu biti pronadeni u poviSenim koncentracijama kako u gingivnom tkivu i slini tako i u
serumu (5). Slina je vazna fizioloska tekucina koja u posljednje vrijeme brzo dobiva na

popularnosti kao dijagnosticki alat.

U podrucju parodontologije, tradicionalni klinicki kriteriji ¢esto nisu dovoljni za utvrdivanje mjesta
aktivne bolesti, za pracenje odgovora na terapiju ili za mjerenje stupnja osjetljivosti na buduce
napredovanje bolesti. Slina, kao ogledalo oralnog i sustavnog zdravlja, vrijedan je izvor za klinicki
relevantne informacije jer sadrzi biomarkere specifiéne za jedinstvene fizioloSke aspekte
parodontnih bolesti (6). Predlozeni dijagnosticki markeri sline za parodontitis ukljuc¢uju
komponente seruma i sline, kao $to su imunoglobulini, citokini, enzimi, bakterijske komponente

ili proizvodi, interleukini i sli¢no.
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Dosadasnja istrazivanja daju kontradiktorne dokaze o utjecaju parodontoloske terapije na promjene
u sustavnom upalnom odgovoru. Tako istrazivanja pokazuju da kirurS§ka parodontoloska terapija
dovodi do smanjenja vrijednosti markera upale u roku od mjesec dana i bitno smanjenje markera
upale tijekom iducih Sest mjeseci (7). Podaci o utjecaju supragingivne i subgingivne nekirurske
parodontoloske terapije na vrijednosti markera upale u slini dosta su oskudni, $to njihovo

istrazivanje €ini jo§ interesantnijim.

1.1. Parodontitis

1.1.1. Etiologija parodontitisa

Parodontitis je multifaktorna kroni¢na upalna bolest koju karakterizira propadanje tkiva koje
podupire zub, inicirano od specifi¢nih bakterija biofilma. Parodontitis je kroni¢na upalna bolest
kojaugrozava integritet tkiva koje podupire zube, Sto ukljucuje gingivu, parodontni ligament, zubni
cement i alveolarnu kost. Glavni etioloski ¢cimbenik za nastanak parodontne bolesti je zubni plak-
biofilm s mikroorganizmima, a imunosni odgovor domacina uvelike odreduje smjer bolesti.
Cimbenici koji doprinose nastanku i progresiji parodontne bolesti su ¢imbenici okoline i genetski
¢imbenici, a neki od njih su: puSenje, sustavne bolesti kao §to su dijabetes, hematoloske i
granulomatozne bolesti, neoplasti¢ne bolesti, upotreba imunosupresiva (8,9).

Patogene bakterije glavni su uzro¢nici u pokretanju i napredovanju parodontitisa. Medutim,
patogeni ne uzrokuju izravno destrukciju, nego oStecenje nastaje kao rezultat slozene interakcije
mikrobioloskog utjecaja i imunoupalnih odgovora domacina (10). Proces karakterizira dugorocno
oslobadanje slobodnih kisikovih radikala (ROS) i neutrofilnih enzima.

Kod parodontitisa dolazi do opseznog uniStavanja parodontnoga ligamenta i alveolarne kosti s
formiranjem dZepa, gingivnom recesijom ili oboje, a klini¢ki prisutnost prepoznatljivoga gubitka
pri¢vrstka u parodontitisu razlikuje ga od gingivitisa (11). Prisutan je i gubitak parodontnoga

ligamenta, njegove veze na cement zuba, kao i resorpcija alveolarne kosti.
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1.1.2. Mikrobioloski profil

Glavni etioloski ¢imbenik nastanka parodontitisa jesu patogene bakterije. IstraZzivanja su pokazala
da se u zubnome plaku nalazi viSe od 500 vrsta mikroorganizama (1). Za nastanak i progresiju
parodontitisa kao najvazniji mikroorganizmi navedeni su: Porphyromonas gingivalis, Tannerella
forsythia, Prevotella intermedia i Aggregatibacter actinomycetemcomitans (2), a imunosni
odgovor organizma i mikrobioloski ¢imbenik utjecu na stupanj oSte¢enja parodontnih tkiva skupa
s ostalim etioloSkim ¢imbenicima parodontitisa. Kao vazni etioloski ¢imbenici navedeni su i spol,

starost, puSenje, genetika ali 1 socioekonomski uvjeti (4).

Aggregatibacter actinomycetemcomitans je Gram negativna, fakultativno anaerobna bakterija iz
porodice Pasteurellaceae, koja se smatra jednim od glavnih uzro¢nika parodontitisa kod mladih
osoba (12). Cimbenici virulencije uklju¢uju ¢imbenike koji poti¢u kolonizaciju i inflamaciju,
¢imbenike koji djeluju na destrukciju tkiva domacina i ¢imbenike koji blokiraju mehanizme
reparacije ostecenih tkiva (13). Neki od tih ¢imbenika su: eksopolisaharidi, leukotoksin, EmaA
adhesion, Aae autotransporter adhesin (14,15). Interakcija imunosnoga odgovora domacina i
C¢imbenika virulencije A. actinomycetemcomitans odreduje proces resorpcije kosti kod
parodontitisa. Kada budu izlozeni obrambenom odgovoru imunosnoga sustava domacina,
¢imbenici virulencije 4. actinomycetemcomitans proizvode proupalne citokine koji poticanjem
infiltracije upalnih stanica dovode do destrukcije parodontnih tkiva (16). Aggregatibacter
actinomycetemcomitans moze se smatrati oportunistickim patogenom koji stvara niz potencijalnih
¢imbenika virulencije, ukljuc¢ujuc¢i RTX leukotoksin povezan sa sekrecijskim sustavom tipa IV, a
doprinosi adheziji bakterija, kao 1 citoletalnom distancirajuéem toksinu koji mijenja stanice
domacina, npr. imunoloske stanice i izlu¢eni kaperonin koji moZze aktivirati leukocite i inducirati
resorpciju kosti (17). Osim toga, producira i niz proteina koji mijenjaju ciklus stanica domacina i

induciraju razli¢ite protuupalne citokine i kemokine (18).

Prevotella intermedia su anaerobne Gram-negativne bakterije €ija je virulencija i proteoliticka
aktivnost niza u odnosu na bakterije kao $to je P.gingivalis. Porphyromonas endodontalis je Gram-
negativna anaerobna bakterija koja se primarno nalazi kod infekcija pulpe i kanalnog sustava
korijena zuba, ali je izolirana i iz tonzila, povrSine jezika, i parodontnih dZzepova (19). Nekoliko

studija povezalo je taj mikroorganizam s kroni¢nim parodontitisom (20,21).
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Bakterijski kompleks nazvan ,,crveni kompleks* koji ¢ine Porphyromonas gingivalis, Treponema
denticola i Tannerella forsythia, snazno je povezan s uznapredovalim lezijama parodonta (22). Dok
su parodontopatogene bakterije glavni etioloski ¢imbenik parodontitisa, destrukcija parodontnih
tkiva u osnovi je rezultat imunosnoga odgovora domacina na djelovanje bakterija. Pripadnici
crvenog kompleksa su Gram-negativne anaerobne bakterije koje izrazavaju viSe ¢imbenika
virulencije koji omogucuju bakterijama kolonizaciju subgingivnih mjesta, naruSavanje
obrambenoga sustava domacina, uniStavanje parodontnoga tkiva, kao 1 promicanje
imunosupresivnoga odgovora domacina. Ovaj kompleks mikroorganizama smatra se najvaznijim
kompleksom u progresiji parodontne bolesti jer se ¢lanovima tog kompleksa povecava broj i
prevalencija s pogorSanjem klini¢kih parametara parodontne bolesti.

Studije povezuju bakterije crvenog kompleksa s kroni¢nim parodontitisom i progresijom
parodontne bolesti (23). Vecina studija bakterijske koagregacije u oralnim biofilmovima
usredotocena je na sposobnost patogenih vrsta, kao Sto je P.gingivalis, da se vezu za rane ili
premosc¢ujuce kolonizatore u sloZzenoj mikrobnoj ekologiji dentalnog plaka. Iako opca literatura
podrzava snaznu koagregaciju izmedu P. gingivalis 1 F. nucleatum kao vaznog premoscéujuceg
mikroorganizma u subgingivnoj mikroflori, nisu svi sojevi tih vrsta sposobni za ovu interakciju. S
odabranim parovima ¢ini se da galaktoza moze specificno inhibirati proces vezivanja, a F.
nucleatum posjeduje mjesto adhezije koje veze galaktozu i koje posreduje u aktivnostima ko-
agregacije s P. gingivalis, kao 1 drugim mikroorganizmima biofilma (24). Prikupljeni su i dokazi
koji ukazuju na to da F. nucleatum ovim interbakterijskim interakcijama u biofilmu olaksava
opstanak obligatnih anaerobnih bakterija u okruzenju s kisikom (25).

Tannerella forsythia je Gram-negativna, nepigmentirajuc¢a i nemobilna anaerobna bakterija, a
studije su je povezale s uznapredovalim oblicima parodontne bolesti, ukljucujuéi teske oblike
parodontitisa (26) i parodontitisom kod pusaca (27). Nadalje, nedavno istrazivanje pokazalo je
kako je vjerojatnije da infekcija 7. forsythia uzrokuje parodontitis kod Zena s prekomjernom
tezinom nego kod Zena s normalnom tezinom (28), a smatra se i da prekomjerna tjelesna tezina
utjeCe na prekomjeran rast 7. forsythia, ¢ime su ti pojedinci izlozeniji ve¢em riziku od razvoja
parodontne bolesti (29). Patogeneza infekcije 7. forsythia jos uvijek nije tocno poznata, a do sada
je poznato nekoliko ¢imbenika virulencije 7. forsythia. Protein vanjske membrane BspA je poznati
¢imbenik virulencije, a njegova uloga je vezivanje za fibronektin i druge komponente

ekstracelularnog matriksa (30), vezivanje za epitelne stanice, koagregacija sa F. nucleatum (31).
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Drugi poznati ¢imbenik virulencije je povrSinski (S-) sloj, sastavljen od dva velika odvojena
glikoproteina koji je medijator hemoglutinacije, invazije/adherencije, a ujedno ima i protektivnu
funkciju (32). T. forsythia posjeduje i enzimske hidroliticke aktivnosti, ukljucujuéi sijalidazu 1
proteazu nalik tripsinu (33).

Istrazivanja su pokazala da su spirohete i crno-pigmentirani bakteroidi povezani s kroni¢énom
parodontnom bolesti odraslih osoba (34). Treponema denticola je identificirana kao specifi¢na
komponenta subgingivnog plaka koja je kvantitativno poviSena kod teSkog parodontitisa (35). 7.
denticola je obligatorno anaerobna Gram-negativna bakterija koja se ne detektuje u zdravoj usnoj
Supljini sa zdravim parodontnim tkivima. Smatra se da ta brzopokretna bakterija ¢ini i do 50%
ukupnoga broja bakterija prisutnih u jednoj parodontnoj leziji (36), a utvrdena je i pozitivna veza
izmedu postotka ove spirohete u parodontnim dzepovima i klini¢kih parodontoloskih parametara,
krvarenja na sondiranju, gubitka pri¢vrstka, povecanja gingivnoga eksudata i povecanja zubnih
naslaga (37). Jedna od karakteristika tog mikroorganizma je koagregacija sa P.gingivalis koja je
posredovana sa proteinom dentilisinom kojim se ta spiroheta veze za fimbrije P.gingivalis. Moguce
je da upravo ta veza putem koagregacije omogucéava prijenos P.gingivalis u dublje regije
parodontnoga dZepa koje su povoljne za rast ovog anaerobnog organizma, a ujedno joj pruza i bolju
nutritivnu sredinu za reprodukciju. Kao i druge paradontnopatogene bakterije, i 7. denticola ima
sposobnost vezivanja za niz povrsina, uklju¢ujuéi povrsinu zuba, stanice domacina kao Sto su
fibroblasti u gingivi, proteine ekstracelularnoga matriksa kao $to je heparin, fibronektin i laminin
(38).

Porphyromonas gingivalis je takoder jedan od mikroorganizama koji je predlozen kao marker za
parodontitis, a Slots i sur. su jo§ davne 1984. godine sugerirali da se parodontolosko lije¢enje treba
nastaviti sve dok se spirohete 1 P.gingivalis mogu detektirati kod pacijenta (39). P.gingivalis i T.
forsythia su vrlo povezane bakterije u subgingivnom plaku parodontnih dzepova razli¢ite dubine
sondiranja (40), a ove bakterije crvenoga kompleksa pronadene su u dubokim parodontnim
dzepovima i velikim parodontnim lezijama (41), posebice kod odraslih osoba sa parodontitisom
(42). P.gingivalis je Gram-negativna, mala crno-pigmentirana anaerobna bakterija koja ima
specifi¢nu strukturu koja joj daje mogucnost interakcije sa domadinom. Glavna karakteristika
P.gingivalis je sposobnost adherencije 1 invazije na niz razlicitih vrsta stanica i tkiva, za Sto koristi
viSe bakteroidnih komponenti: lipopolisaharide, proteaze, hemaglutinine i fimbrije (43). Interakcija

P.gingivalis koagregacijom sa bakterijama kao $to su F. nucleatum 1 Streptococcus spp,
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omogucava ovim bakterijama uspjeSnu kolonizaciju subgingivnih struktura. Fimbrije P.gingivalis
su tanke, duge proteinske strukture lokalizirane na vanjskoj membrani P.gingivalis, i daju tom
mikroorganizmu sposobnost da se veze sa razli¢itim strukturama domacina, ukljucujuéi
hemoglobin, makromolekule sline, fibroblasti, ekstracelularni matrix i epitelne stanice (44,45).
P.gingivalis je mikroorganizam sposoban ometati funkcioniranje mreze citokina koji su nuzni za
odrzavanje parodontnoga zdravlja, sposoban je mijenjati luenje interleukina-8, MCP-1 proteina i
hemokina (46) te time utjecati na aktivnost polimorfonuklearnih leukocita na mjestu infekcije, a
izostanak aktivnosti tih stanica, Sto moze dovesti do zakasnjele reakcije imunosnoga sustava kod

parodontnih bolesti.

1.1.3. Patogeneza parodontitisa

Parodontitis je upalna bolest koju karakterizira gubitak veze parodontnoga ligamenta tkiva i
kostanoga tkiva oko zuba, zajedno sa stvaranjem parodontnih dZepova zbog apikalne migracije
spojnoga epitela. Upala tkiva gingive prvi je znak parodontne bolesti, obicno kao odgovor na
akumulaciju zubnoga plaka.

Depoziti bakterija i njihovi Stetni metaboliti¢ki produkti, poput kiselina i endotoksina, aktivne su
komponente zubnoga plaka i smatraju se glavnim uzrokom nastanka karijesa i parodontitisa (47).
Iako same bakterije plaka mogu izravno uzrokovati promjene na parodontnim tkivima, sada je
poznato da imunosni odgovor organizma kao odgovor na postojanje bakterija plaka, producira
razorne citokine i enzime ¢ije djelovanje rezultira oSte¢enjem tkiva parodonta. Utvrdeno je da
ozbiljnost parodontne bolesti ovisi o dinamickoj ravnotezi interakcija mikroba i upalnoga odgovora
domacina (48). Da bismo dijagnosticirali i lijecili parodontne bolesti, potrebna nam je jasna slika
patogeneze bolesti. Bakterije plaka, zajedno sa svojim metabolickim produktima kao Sto su
endotoksini, djeluju izravno na epitel tkiva i uzrokuju stvaranje proteaza koje uzrokuju ostecenje
tkiva (49). Infekcija uzrokuje povecanje propusnosti epitela, a bakterije zajedno sa svojim
metaboli¢kim produktima dopiru do subepitelnoga vezivnog tkiva. Stanice epitelnoga i vezivnoga
tkiva reagiraju na prisutnost bakterija i njihovih metaboli¢kih produkata stvaranjem medijatora
upalnoga odgovora, koji poticu upalni odgovor tkiva. Produkti mikroorganizama dovode i do

povecanoga nakupljanja proupalnih stanica iz cirkulacije i krvnih zila.
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Slika 1. Ravnoteza parodontnog zdravlja i bolesti. Prilagodeno prema “Carranza’s Clinical

Periodontology ”, Newman, Takei, Klokkevold, Carranza, 10 izdanje, WB Saunders Company;
2006:275-82.

Neutrofili i polimorfonuklearne stanice su na pocetku dominirajué¢e stanice u samoj reakciji
parodontnih tkiva (50). Imunosni odgovor organizma u parodontnom tkivu je oslobadanje
proupalnih citokina, IL-1, TNF-a i IL-6. Polimorfonuklearne stanice na mjestu upalne reakcije
takoder imaju funkciju bakterijske fagocitoze i njihova uniStavanja. U pocetku takve upalne

reakcije ukljuuju samo gingivno tkivo i obrambena su reakcija organizma protiv bakterija i
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njihovih metabolickih produkata. Ako infekcija traje, upalni se odgovor Siri na ostala tkiva
parodontnoga aparata, ukljucujuci vezivno tkivo i alveolarnu kost, a monociti i limfociti sudjeluju
tijekom same upalne reakcije. Monociti 1 makrofagi, kao odgovor na bakterijske endotoksine,

stvaraju visoku razinu prostaglandina poput PGE2, TNF-a i interleukina IL-1a, IL-1f te IL-6 (51).

Ako se upalna reakcija nastavi i Sirenje upalne reakcije apikalno napreduje, sam proces ukljucuje
osteoklaste koji kao odgovor na visoke razine prostaglandina, TNF-a i interleukina dovode do
resorpcije alveolarne kosti. Visoka razina proupalnih medijatora obi¢no je u ravnoteZzi s pove¢anom
produkcijom protuupalnih medijatora poput IL-4 i [L-10 (52). U normalnim uvjetima, protuupalni
medijatori su u ravnotezi sa proupalnim medijatorima, kontroliraju¢i tako sam proces destrukcije
tkiva. U slu¢aju neravnoteZze i povecane razine proupalnih medijatora dolazi do uniStavanja vlakana
parodontnoga ligamenta i resorpcije alveolarne kosti. Ako se ta upalna reakcija ne zaustavi, dolazi
do sve vecega uniStavanja ligamentnih vlakana. Parodontni dZepovi postaju sve dublji, vidljiv je

gubitak adhezije gingive, a gubitak kosti vidljiv je na rendgenu.

Ako se razvila parodontna bolest, upravo ti posrednici upalnoga odgovora citokini i prostaglandini,
kao i bakterije, ulaze u sustavnu cirkulaciju te i do same jetre gdje se proteini akutne upalne
reakcije, kao §to su C reaktivni protein, fibrinogen, haptoglobin, smatraju biomarkerima sustavnih
upalnih bolesti. Ta nam c¢injenica govori o utjecaju parodontnih bolesti na cijeli organizam i
njegovoj povezanosti s pojavom bolesti drugih organskih sustava poput kardiovaskularnih bolesti,

komplikacija u trudno¢i, komplikacija kod diabetes mellitus itd. (53, 54).
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Slika 2. Medijatori upalne reakcije kod parodontne bolesti. Prilagodeno prema “Carranza’s Clinical
Periodontology ”, Newman, Takei, Klokkevold, Carranza, 10 izdanje, WB Saunders Company;
2006:275-82.

1.2. Oksidacijski stres

Helmut Sies je 1985. godine dao definiciju oksidacijskoga stresa u kojoj je oksidacijski stres
definirao kao poremecaj u kojem slobodni radikali prevladavaju nad antioksidansima, uzrokujuéi
oSte¢enje vaznih stani¢nih makromolekula (proteina, lipida, ugljikohidrata i DNK)(55).

Reakcije redoksa (redukcije i1 oksidacije) su Cesta pojava u svim stanicama. Neravnoteza izmedu
procesa redukcije 1 oksidacije moze dovesti do oksidacijskoga stresa u stanici koji je uniStava.
Proces oksidacije dio je regulatornoga biokemijskog funkcioniranja ljudskog tijela u procesu
proizvodnje energije koja je nuzna za Zivot. Tijekom normalnih metabolickih procesa stvaraju se
slobodni radikali koji su ukljuceni u uobicajene bioloske procese, ali mogu u nekontroliranim
uvjetima uzrokovati oksidacijsko oSte¢enje stanica. Slobodni se radikali neprestano stvaraju u tijelu
i u malim koncentracijama izvrSavaju svoju fiziolosku ulogu u regulaciji signalnih putova unutar

stanice i medu stanicama, fagocitozi, aktivaciji leukocita, u sintezi esencijalnih bioloskih spojeva i
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proizvodnji energije, stani¢nom rastu i programiranoj stani¢noj smrti - apoptozi (56). Medutim, u
situaciji povecanoga stvaranja i/ili neadekvatnoga uklanjanja slobodnih radikala, redoks
homeostaza stanice je poremecena i stvara se negativan ucinak, odnosno dolazi do pojave
oksidacijskoga stresa. Na taj nacin stvoreni "visak" slobodnih radikala uzrokuje oste¢enje stani¢nih
lipida, proteina i nukleinskih kiselina. Patoloski uc¢inak slobodnih radikala ocituje se u moguc¢em
mijenjanju transdukcije signala i ekspresije gena (57). Oksidacijska oStecenja nastaju ili
povecanom proizvodnjom slobodnih radikala ili nedovoljnom ucinkovitoS¢u sustava
antioksidacijske zastite.

Otkriveno je da slobodni radikali sudjeluju u patogenezi diabetes mellitus, arterioskleroze, HIV

infekcije, autoimunih, neurodegenerativnih, malignih, upalnih i mnogih drugih bolesti.

1.2.1. Slobodni kisikovi radikali (ROS) i superoksid dismutaza (SOD)

Slobodni kisikovi radikali (ROS) smatraju se vaznima za brojne stani¢ne procese kao vrsta
signalnih molekula koje potjecu iz molekularnoga kisika uzrokuju¢i ostecenja lipida, proteina i
DNK stanice. Takav uc¢inak ROS-a moZe se jedino zaustaviti neutralizacijom antioksidacijskim
tvarima. Kod izostanka neutralizacije, povisene vrijednosti ROS-a dovode do oksidacijskoga stresa
koji je ukljucen u patogenezu brojnih oboljenja kao §to su dijabetes i kardiovaskularne bolesti (58).
Osnovne fizioloske funkcije slobodnih radikala su fagocitoza, transdukcija signala i apoptoza.
Slobodni kisikovi radikali (ROS) predstavljaju prvu crtu obrane protiv infektivnih uzro¢nika.
Najvazniji izvor formiranja ROS-a je stani¢ni proces disanja, odnosno proces oksidacijske
fosforilacija u mitohondrijama. Od ukupnoga utroSenog molekularnog kisika (O2) prilikom procesa
oksidativne fosforilacije 90% dospijeva u mitohondrije, gdje se tijekom stani¢noga disanja dogada
cetvero-elektronsko smanjenje Oz u H20, a oslobodena energija koristi se za sintezu adenozin
trifosfata (ATP). Zbog slabih veza izmedu elektrona i odgovaraju¢ih enzima koji su ukljuceni u
njihov prijenos, dolazi do istjecanja elektrona i stvaranja ROS-a (59). Tijekom stani¢nog disanja,

2% kisika ne podlijeze potpunoj redukciji na H>O te sudjeluje u stvaranju ROS-a.

11
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Slika 3. Proizvodnja slobodnih kisikovih radikala kod parodontitisa. Prilagodeno prema:

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphys.2017.00910/full.

Nakon internalizacije patogena, neutrofili proizvode O: metabolickim putem nazvanim "respiratorni prasak" uz
NADPH-oksidazu. Nastali O2 se moze pretvoriti u vodikov peroksid (H202) superoksid dismutasom ili spontanom
dismutacijom. H202 se moze nadalje pretvoriti u razlicite derivate, kao Sto su hipokloralna kiselina (HOCI),
hidroksilni radikal (+ OH) i singletni kisik ('02).

12
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Superoksid dismutaza je enzim koji superoksidne anionske radikale pretvara u manje aktivan spoj
vodikova peroksida te u fizioloSkim uvjetima na taj nacin blokira negativno djelovanje superoksid
anionske radikale. Prvi put su ga izolirali Mann i Keilis 1938. godine iz govede krvi
(hemokuprein), a njegovo enzimsko djelovanje dokazao je 1969. godine Mc. Cord i Fridovich te
su ga nazvali superoksid dismutaza (60,61). Zanimanje i znanje o tom enzimu neprestano raste, a

njegova uloga u organizmu je tema brojnih istrazivanja.

Slika 4. Molekularna struktura superoksid dismutaze. Prilagodeno prema humanom tetrameru

superoksid dismutaze.
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Izoenzimi superoksid dismutaze nalaze se u mitohondrijama (mitohondrijska SOD-MnSOD),
citosolu (citosolna SOD-CuZnSOD) te na povrSini stanica. Svaki od tih enzima vrsi ulogu
katalizatora u istoj reakciji, ali svaki od njih ujedno ima svoju specificnu ulogu i mjesto djelovanja.
Njegovo antioksidacijsko djelovanje je stoga vrlo bitno i u fizioloSkim uvjetima taj enzim
adekvatno kontrolira redoks reakcije. Citosolna CuZnSOD je najznacajniji i najaktivniji oblik
superoksid dismutaze i ¢ini 50-80% aktivnosti SOD-e. Cink kao suplement bitno podiZe razinu
obrane protiv infekcije i to indukcijom aktivnosti upravo tog enzima (62). Mitohondrijska SOD-
MnSOD sadrzi mangan kao kofaktor i nalazi se u mitohondrijama anaerobnih stanica te ima vrlo
vaznu ulogu u obrani od oksidacijskoga stresa s obzirom da su mitohondriji glavno mjesto stvaranja
superoksida u stanicnom disanju. Njegova aktivnost se povecava s povecanjem razine

oksidacijskoga stresa.

1.2.2. FizioloSke uloge slobodnih radikala - fagocitoza i apoptoza

Tijekom procesa fagocitoze, koji je jedna od tri fizioloske funkcije slobodnih radikala u aktiviranim
polimorfonuklearnim leukocitima i makrofazima, dolazi do "oksidacijske eksplozije" zbog ¢ak 20
puta povecane potrosnje O, i prekomjerne proizvodnje O, povecane proizvodnje vodikova
peroksida (H203) 1 drugih ROS-a s ciljem uniStavanja mikroorganizama. Po ulasku stranog tijela u
fagocit pocinje reakcija fagocitoze sa oksidacijskom eksplozijom. Pod djelovanjem NADPH
oksidaze, citokini - interleukin 1 i TNF (¢imbenik nekroze tumora) stimuliraju taj proces.
Konkretno, NADPH oksidaza kao davatelj elektrona katalizira jednostruku elektronsku redukciju
kisika u superoksidni anionski radikal. Tijekom procesa oksidacijskoga raspada, oko 90% kisika u
fagocitima pretvara se u superoksidni anionski radikal. U reakciji dviju molekula smanjuje se
anionski radikal superoksida, a drugi se oksidira da bi se dobio vodikov peroksid i kisik. Sinteza
vodikova peroksida u fagocitima takoder je olakSana izravnim dvogodiSnjim smanjenjem
molekularnoga kisika. Interakcija superoksidnog anionskog radikala i vodikova peroksida stvara
hidroksilni radikal, a interakcija superoksida i duSikova monoksida stvara peroksnitritni radikal
(63).Superoksidni radikal u fagocitima unistava fagocitne Cestice inaktivacijom membranskih

lipida, unutarstani¢nih proteina (enzima i receptora), deoksiribonukleinske (DNK) i ribonukleinske
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kiseline (RNK). Dakle, liza fagocitozirane bakterijske stanice nastaje za 30 do 60 minuta, a za

potpuno uniStavanje bakterija potrebna je prisutnost enzima proteaza.

Osim fagocitoze i1 transdukcije signala, slobodni radikali igraju znacajnu fizioloSku ulogu i u
procesu apoptoze. Apoptoza predstavlja poseban oblik programirane stanicne smrti koji je
nezamjenjiv ¢imbenik u razvoju i homeostazi viSestani¢nih organizama (64). Krajnji cilj tog
procesa je uniStenje suviSnih ili oStecenih stanica bez izazivanja upalnoga odgovora. Primjeri
fizioloske apoptoze ukljucuju uklanjanje nepotrebnih stanica tijekom organogeneze, uklanjanje
neutrofila i limfocita koji su izvr$ili svoju ulogu, uklanjanje stanica zaraZenih virusom i stanica
koje su toliko oStecene da je popravljanje nemoguce, primjerice tijekom ionizirajuéeg zracenja,
UV zraenja, hipoksije i promjene tumora. Apoptoza je takoder obrambeni mehanizam kojim se
tijelo bori protiv zloCudne promjene ostecenih stanica. To¢an mehanizam apoptoze, tj. kaskada
dogadaja od prepoznavanja signala na stani¢noj povrsini do dogadaja koji se zbivaju u jezgru jo$
u potpunosti nije rasvijetljena. Poznati induktori programirane stani¢ne smrti su fizioloski
aktivatori (TNF, transformirajuc¢i ¢imbenik rasta 8, neurotransmiteri, kalcij, nedostatak ¢imbenika
rasta, gubitak matriksa, glukokortikoidi), aktivatori izazvani oSte¢enjem (virusna infekcija,
bakterijski toksini, slobodni radikali, supresori tumora, nedostatak prehrambenih tvari), terapijska

sredstva (kemoterapeutici, gama i UV zracenje) i toksi¢ni spojevi (etanol i f-amiloidni peptid) (65).

1.2.3. Malondialdehid (MDA)

Toksi¢ni ucinak slobodnih radikala o€ituje se kroz proces lipidne peroksidacije koja predstavlja
proces oksidacijskoga oStecenja lipida. Produkti procesa lipidne peroksidacije imaju proupalno,
toksi¢no, mutageno te karcinogeno djelovanje, a jedan od produkata reakcije lipidne peroksidacije
je 1 malondialdehid (MDA). Malondialdehid je terminalni produkt lipidne peroksidacije
polinezasi¢enih masnih kiselina (PNMK) i priznat je kao valjan marker procesa lipidne
peroksidacije koji se koristi za dokazivanje ucinka oksidacijskoga stresa. MDA se najcesce koristi

za mjerenje intenziteta oksidacijskoga oStecenja (66).
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Slika 5. Molekularna struktura malondialdehida (MDA). Skicirano prema kemijskoj formuli.

Proces nastanka malondialdehida (MDA) u procesu lipidne peroksidacije je prikazan sljede¢om

kemijskom reakcijom (67).
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Slika 6. Kemijska reakcija nastanka malondialdehida

1.2.4. 8- hidroksideoksiguanozin (8-OHdG)

8- hidroksideoksiguanozin (8-OHdG) se smatra indikatorom oksidacijskoga ostecenja DNK (65).
Naime djelovanjem oksidacijskoga oSte¢enja na DNK dolazi do promjena njegove strukture i
genetskog ostecenja, a ucinak slobodnih radikala na DNK moze biti trenutan, odnosno odmah po
njihovu nastanku, ili odgoden. Moguci oblici oste¢enja DNK ukljucuju: prekid lanca DNK,
interakciju DNK azotnih baza unutar jedne spirale ili izmedu dve spirale DNK, oSte¢enja na

proteinskim vezama i modifikacije baza u lancima DNK.
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Slika 7. Kemijska reakcija nastanka 8- hidroksideoksiguanozin

Mnoga istrazivanja pokazala su da 8- hidroksideoksiguanozin ima kriticnu ulogu kao biomarker za
oksidacijski stres 1 karcinogenezu uslijed njegove uloge u oSte¢enju i izmjenama lanca DNK (68).
Da je 8- hidroksideoksiguanozin dobar marker oksidacijskoga stresa u slini, pokazali su rezultati
studije koja je mjerila 8-OhdG u serumu i slini pacijenata sa kroni¢nim parodontitisom, koji su
pusaci i nepusaci u odnosu na dvije kontrolne grupe sastavljene od pusaca i nepusaca sa zdravim
parodontnim tkivom. Rezultati te studije kazu da nema bitne razlike izmedu cetiri skupine za
koncentraciju 8-OHdG u serumu, ali je nadeno je da je koncentracija 8-OHdG u slini bila znacajno
viSa u obje skupine s kroni¢nim parodontitisom u usporedbi s parodontoloski zdravim nepusacima

(69).

1.2.5. Parodontitis i oksidacijski stres

Oksidacijski stres, 8- hidroksideoksiguanozin, malondialdehid i superoksid dismutaza pokazali su
se kao vazni markeri oStecenja i nastanka patoloSkih promjena, a neke od bolesti s kojima se
povezuju su reumatski artritis, mozdane i1 sréane bolesti, arterioskleroza, neurodegenerativne
bolesti, dijabetes, karcinomi, ali i u procesu starenja organizma i koze (70). Postoje brojni dokazi

o ukljucenosti oksidacijskoga stresa u progresiju parodontnih bolesti (71,72,73).
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Polimorfonuklearni leukociti (PML) su glavne obrambene stanice tkiva usne Supljine i sudjeluju u
imunoloskim reakcijama koje Stite usnu Supljinu i njezine strukture od potencijalnog Stetnog
djelovanja oralnih bakterija. Interakcija tih leukocita i bakterija pokrece razlicite obrambene
biokemijske i fizioloSke procese domacina, koji dovode do unistavanja patogena, ali i do moguceg
ostecenja okolnoga tkiva. Polimorfonuklearni leukociti, kao odgovor na patogene, povecavaju
potros$nju kisika te dolazi do tzv. respiracijskog praska, Sto rezultira pove¢anom proizvodnjom
slobodnih radikala s pomoc¢u kojih obrambene stanice uniStavaju bakterije. Medutim, tijekom te
obrambene reakcije moze do¢i i do oksidacijske modifikacije razli¢itih biomolekula i oStecenja
lokalnoga tkiva kao svojevrsne kolateralne Stete (74,75,76). Prekomjerna proizvodnja ROS-a, prije
svega u polimorfonuklearnim leukocitima, dovodi do neselektivnoga oSte¢enja stanica, lipida
stani¢ne membrane, molekula DNK i proteina, kao i komponenti izvanstani¢nog matriks parodonta
(77). U sustavnom protuupalnom okruzenju polimorfonuklearni leukociti pacijenata sa kroni¢nim
parodontitisom pokazuju hiperaktivnost i stvaraju vece koli¢ine superoksida. Istovremeno, porast
aktivnosti polimorfonuklearnih leukocita i adhezija stanica na endotel pretpostavlja prisutnost
promjena u njihovim interakcijama kod pacijenata s kroni¢nim parodontitisom, a navedene

promjene dovode se u vezu s razvojem arterioskleroze i kardiovaskularnih komplikacija (78).

Istrazivanja su pokazala da ROS mogu ostetiti i glikoproteoglikane, ukljucuju¢i hijaluronan i
kolagen (79). Razgradnja kolagena kod parodontitisa dokazana je nalazom metabolita kolagena u
gingivnoj tekucini (80), a njegova razgradnja nastaje uslijed djelovanja kolagenaze bakterija te
procesom proteolize u odgovoru domacina. ROS svojim djelovanjem, osim izravne destrukcije
kolagena, dovodi i do izmijenjene funkcije fibroblasta kroz interakciju sa proizvodima lipidne
peroksidacije kroz koji se ocCituje toksi¢ni efekt slobodnih radikala. Rezultati jedne studije pokazali
su da oksidacijske promjene kolagena u parodontnim tkivima mogu usporiti migraciju neutrofila,
te, s obzirom na ulogu ovih stanica u imunosnom odgovoru domacina, predstavljaju vazan

¢imbenik u patogenezi parodontitisa (81).
Da slobodni radikali utjecu na progresiju parodontitisa potvrduju i nalazi koji govore o utjecaju

kisikovih radikala na aktivaciju i djelovanje osteoklasta (82). S obzirom da je parodontitis kroni¢na

bolest koju karakterizira destrukcija parodontnih tkiva, kod pacijenata sa parodontitisom nalazimo
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povisene koncentracije slobodnih radikala kao §to su NO, H,O> i HOO (83). Neravnoteza u
proizvodnji slobodnih radikala i antioksidacijskoj zastiti dovodi do oksidacijskoga stresa u usnoj
Supljini. Studije pokazuju da se kod pacijenata sa parodontitisom u gingivnoj tekuéini i slini nalaze
znaajno vece koncentracije proizvoda oksidacijske modifikacije proteina i DNK te krajnjih
produkata lipidne peroksidacije u usporedbi sa pacijentima s zdravim parodontnim tkivom
(84,85,86). Studije su dokazale i da vrijednosti markera oksidacijskog stresa u slini koreliraju sa
stupnjem oStecenja parodontnih tkiva (87,88), ali i da se vrijednosti markera oksidacijskoga stresa
smanjuju u slini pacijenata sa parodontitisom nakon provedene parodontoloske terapije (86).
Studije su takoder pokazale da su biomarkeri peroksidacije lipida (jedan od putova posredovanih
oksidacijskim stresom), kao $to su 8-izoprostan i malondialdehid (MDA), poviSeni kod pacijenata
s kroni¢nim parodontitisom (84,89). Istrazivanje koje je promatralo ucinke inicijalne
parodontoloske terapije kod pacijenata sa kroni¢nim parodontitisom na koncentraciju 8-OHdG u
gingivnoj tekucini i slini otkriva da se oste¢enje DNK i oksidacijski stres povecavaju u stanicama
parodontnog tkiva kod pacijenata sa kroni¢nim parodontitisom u odnosu na kontrolnu skupinu
pacijenata sa zdravim parodontnim tkivom, a parodontolosko lijeenje rezultira znaajnim padom
koncentracije 8-OHdG u uzorcima GCF-a. Koncentracije 8-OHdG takoder su se smanjile u slini
nakon terapije pacijenata sa kroni¢nim parodontitisom, ali rezultat nije statisticki signifikantan
(90). Ova studija takoder istice da je 8-OHdG vazan i moze otkriti ozbiljnost parodontne tegobe i

ucinak parodontoloske terapije.

Singer i1 suradnici su u svojoj studiji dokazali da povecanje oksidacijskoga stresa mijenja vezu
CRP-au serumu i parodontitisa te da je navedena veza vidljiva samo kod pove¢anoga oksidacijskog
stresa 1 izravno povezana sa inhibicijom serumskog IgG. Istovremeno, povecanje IgG protutijela u
serumu, kao posljedica djelovanja bakterija iz usne Supljine, povezano je sa smanjenjem
koncentracije serumskog CRP-a (91). Smatra se da serumske koncentracije 8-isoprostana
modificiraju sustavni odgovor na akutnu upalnu reakciju, odgovor serumskih IgG protutijela i
njihovu vezu sa parodontitisom te kod parodontitisa oksidacijski stres moze utjecati preko
inhibicije serumskog IgG na mogucénost sustavnoga izlaganja bakterijama iz usne Supljine. Autori
su u studiji predlozili model prikazan na slici 6. Oksidacijski stres djeluje na Th stanice, antigen-
prezentirajuce stanice reaguju izmjenom funkcije plazma stanica i Th-1 stanica, $to umanjuje

odgovor IgG protutijela na bakterije iz usne Supljine. Kako je reakcija IgG protutijela na bakterije
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umanjena, toksini i toksi¢ne molekule bakterija iz plaka dospijevaju u cirkulaciju i utjecu na
povecano oslobadanje citokina iz inflamiranih parodontnih tkiva. Takav ishod mogao bi poticati
medijatore sustavne upale koji poticu oslobadanje medijatora akutne faze upale, kao $to je CRP iz
jetre (91). Autori ove studije su ujedno utvrdili da su IgG protutijela na bakterije Streptococcus sp.
1 Prevotella sp. jedni od najsnaznijih mikroorganizama u modifikaciji koncentracije CRP-a u
serumu, 1 da disfunkcije rada jetre mogu biti povezane sa nalazom i koli¢inama odredenih bakterija

u usnoj supljini, IgG protutijelima koja djeluju na te bakterije i razinama 8-isoprostana u serumu.
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Slika 8. Djelovanje oksidacijskog stresa i IgG antitijela na CRP. Rast serumskog CRP-a i veza sa
parodontitisom kod izrazenog oksidacijskog stresa i preoptere¢enja ROS-om.

Prilagodeno prema: Singer RE, Moss K, Kim SJ, Beck JD, Offenbacher S. Oxidative Stress and
IgG Antibody Modify Periodontitis-CRP Association. J Dent Res. 2015;94(12):1698-705.

1.3. Biomarkerii slina

1.3.1. Biomarkeri

Definicija biomarkera obuhvatila bi sljede¢e: biomarkeri su bioloska, biokemijska,
antropometrijska, fizioloSka i druga svojstva koja su objektivnho myjerljiva, sposobna za
prepoznavanje fizioloskih ili patoloSkih procesa, farmakoloSkoga odgovora ili terapijske
intervencije.

Postoje razlicite vrste biomarkera; idealni biomarker mora biti specifi¢an, osjetljiv, produktivan,
brz, ekonomican, neinvazivan i stabilan in vivo i in vitro. Osim toga, mora imati dovoljno
pretklini¢kog i klinickog znac¢aja za izmjenu odluka u vezi s patoloskim procesom na koji se odnosi

(92).

1.3.2. Biomarkeri u dijagnostici parodontitisa

Upalni proces u organizmu razvija se kao zastitni odgovor na ozljedu, primordijalni je odgovor
koji eliminira ili neutralizira strane organizme ili materijale op¢enito. Upalni odgovor koji nastaje
u parodontnoj bolesti posreduje uglavnom B i T limfocitima, neutrofilima i monocitima/

makrofazima.

Biomarkeri u parodontnim bolestima Siroko se mogu podijeliti na: upalne markere, markere
destrukcije pri¢vrsnoga tkiva i markere remodelacije kosStanoga tkiva (93). U upalne markere
ubrajaju se: B-glukuronidaza, CRP, IL-1p, IL-16, MIP-1a i TNFa. Markeri destrukcije pri¢vrsnoga
tkiva ukljucuju: a2 makroglobulin, MMP-8, MMP-9, AST, ALT i TIMP. Markeri remodelacije
kostanog tkiva su: alkalna fosfataza, osteoprotegrin, osteokacin, osteonektin, RANKL, HGF,  C-

terminalni kolapenski telopeptid tipa 1 i C telopeptidni piridinolinski umreZeni kolagen tipa 1. Oni
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se aktiviraju za proizvodnju upalnih medijatora, ukljucujuéi citokine i hemokine (94). Nekoliko

¢imbenik nekroze tumora alfa (TNFa) i interferon (IFN-y) dokazano su ukljuceni u patogenezu

parodontitisa (95).

Citokin koji je najviSe istrazen kao biomarker za otkrivanje u slini jest citokin IL-1f (96,97,98,99)
koji je prepoznat kao vazan posrednik u patofiziologiji parodontitisa (100). Prepoznata je i uloga
IL-6 koji kao proupalni citokin djeluje na resorpciju kosti u prisutnosti infekcija (101). Takoder,
studija koja je istrazivala profile citokina u razli¢itim fazama razvoja parodontitisa utvrdila je da
su razine mRNK za IL-2 bitno povezane s odredivanjem faze bolesti (102), Sto potvrduje
istrazivanje koje govori o ulozi IL-2 u stimulaciji osteoklasta (103). Kada se TNF-a poceo
istrazivati kao moguci biomarker za dijagnozu parodontitisa, otkrili smo da postoje odstupanja u
rezultatima, kao na primjer u studiji koja je provela istrazivanje sa jednom zdravom skupinom i
drugom s kroni¢nim parodontitisom, gdje su koncentracije TNF-a u slini bile ve¢e u zdravoj
skupini nego kod pacijenata sa kroni¢nim parodontitisom prije i nakon pocetka lijecenja (104). Ti
rezultati su suprotni studiji Yue i sur. (99), gdje su koncentracije TNF-a vece u slini bolesnika s
uznapredovalim parodontitisom nego u slini zdravih ispitanika. To istrazivanje je potkrijepljeno
istrazivanjima koja istrazuju gubitak alveolarne kosti jer je koncentracija TNF-a u ispitanika s

alveolarnom resorpcijom niska (105).

Za odredivanje parodontitisa analizirani su i drugi biomarkeri. Jedan od njih je hondroitin sulfat,
koji je prirodni glikozaminoglikan (GAG) prisutan u izvanstani¢nom matriksu (106). Hondroitin
sulfat prepoznat je po svojim imunomodulatornim ucincima poput smanjenja nuklearne
translokacije NF-kB, smanjenja proizvodnje protuupalnih citokina interleukin-18 (IL-1B) i
¢imbenika nekroze tumora alfa (TNFa) , smanjenje ekspresije i aktivnosti dusikove oksid-sintaze-
2 (NOS-2) i ciklooksigenaze-2 (COX-2)(107).

Posljednjih se godina upalni odgovora povezuju sa oksidacijskim stresom, posebice s reaktivnim
vrstama kisika za koje se smatra da igraju srediSnju ulogu u progresiji mnogih upalnih bolesti(108).
Oksidacijski stres stvara viSe proizvoda u tkivima zahvacenim upalom, poput reaktivnih vrsta
kisika koji su slobodni radikali i drugih neradikalnih derivata koji su uklju¢eni u normalan stani¢ni

metabolizam (109). Neki metaboliti mogu ostetiti DNK, kao Sto je 8-hidroksi2'-deoksiguanozin (8-
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OHJG) ili 8-0kso-7,8-dihidro-2'-deoksiguanozin (8-oksodG), koji su dva cesta oblika slobodnih
radikala izazvana oksidacijskim lezijama. 8-oksodG se intenzivno koristi kao biomarker za

oksidacijski stres (68).

1.3.3. Slina

Slina je jedinstvena bioloska tekucina, a ima vaznu ulogu u oralnoj fiziologiji. To je glavni igra¢ u
procesu oralnog i opéeg odrzavanja zdravlja organizma. Prema posljednjim podacima, predstavlja
zrcalo opceg zdravstvenog stanje, odrazavajuéi tako razlicite sustavne promjene u tijelu (110).

Slina je bezbojna viskozna teku¢a mjeSavina oralnih tekucina koja ukljucuje sekrecije iz velikih 1
malih Zlijezda slinovnica. Uz to, sadrzi sastojke koji ne potjecu iz salivarnih Zlijezda: gingivna
cervikalna tekucina, izlu€eni bronhijalni i nosni sekret, serum i krvni derivati iz oralnih rana,
bakterije 1 bakterijski proizvodi, virusi i gljivice, oSte¢ene epitelne stanice, leukociti, elektroliti,
imunoglobulini, proteini i enzimi, ostatci hrane, zZelu€ani sadrzaj kod gastroezofagealnog refluksa
i slicno (111). Ove ¢injenice motiviraju na Siroku upotrebu uzoraka sline za dijagnozu razlicitih

oralnih 1 sustavnih bolesti.

Slina se sastoji od razli¢itih elektrolita, ukljucujuéi natrij, kalij, kalcij, magnezij, bikarbonat 1
fosfate. U slini se takoder nalaze imunoglobulini, proteini, enzimi, mucini i dusi¢ni proizvodi poput
uree 1 amonijaka. Te komponente djeluju u povezanim funkcijama u sljede¢em opéem podrucju:
bikarbonati, fosfati i urea djeluyju na moduliranje pH 1 puferske sposobnosti sline;
makromolekularni proteini 1 mucini sluze za ciSéenje, agregaciju i/ili spajanje oralnih
mikroorganizama i doprinose metabolizmu zubnog plaka; kalcij, fosfat i bjelancevine djeluju
zajedno kao faktor prorjedivanja 1 moduliraju demineralizaciju 1 remineralizaciju; i
imunoglobulini, proteini i enzimi pruzaju antibakterijsko djelovanje. Navedene se komponente
obi¢no javljaju u malim koli¢inama, s razli¢itim promjenama u protoku te kontinuirano pruzaju niz
vaznih funkcija. Vazno je naglasiti da se slina, kao jedinstvena bioloska teku¢ina, mora smatrati
cjelinom ve¢om od zbroja njezinih dijelova (112). Slina je ujedno vrlo razrijedena tekucina,

sastavljena od vise od 99% vode. Slina se ne smatra ultrafiltratom plazme (113). U nastajanju je
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slina izotoni¢na, ali postaje hipotoni¢na prolaskom kroz kanalsku mrezu. Hipotoni¢nost
nestimulirane sline omoguc¢uje da okusni pupoljci prepoznaju razli¢ite okuse, a da ih ne maskiraju
normalne razine natrija u plazmi. Hipotoni¢nost, posebice tijekom razdoblja s malim protokom,
takoder omogucava ekspanziju i hidrataciju mucinskih glikoproteina koji zaStitno pokrivaju tkiva
usne Supljine (114), dok nize razine glukoze, bikarbonata i uree u nestimuliranoj slini poveéavaju

hipotoni¢no okruzenje kako bi poboljsali osjet okusa.

Organski i anorganski sastavi sline mogu pruziti informacije o promjenama u enzimskoj aktivnosti
kao odgovor na parodontnu upalu (115). Alkalna fosfataza (ALP) je protein koji veze kalcij-fosfat
1 fosfor-hidrolizni enzim i smatra se vaznim pokazateljem formiranja kosti i fenotipski je marker
za stanice osteoblasta (116). ALP je otkriven u parotidnoj, submandibularnoj i malim zlijezdama
slinovnicama, kao i u stanicama deskamiziranog epitela, leukocitima i bakterijama iz zubnog plaka.
Prisutnost ALP-a u slini i gingivnoj teku¢ini obi¢no ukazuje na upalu i/ ili uniStavanje parodontnih
tkiva. Medu nekoliko sastojaka sline urea je organski spoj koji predstavlja konacni proizvod
ljudskog katabolizma proteina. Hidroliza uree s pomocu bakterijskih enzima ureaze stvara
amonijak i CO> te se smatra glavnim putem za proizvodnju alkalija u usnoj Supljini. Osim toga,
amonijak je potencijalno citotoksi¢an za tkiva parodonta (117). Amonijak moZe povecati
propusnost sulkusnog epitela za druge antigene i toksi¢ne tvari, igrajuéi tako temeljnu ulogu u
pokretanju gingivitisa (118). Volumen sline u usnoj Supljini ovisi o nekoliko ¢imbenika poput
stimulacije, cirkadijanog ritma, prehrane, dobi, lijekova i koncentracije vodikova (H +) iona. U
meduvremenu, ti se ¢imbenici mogu izmijeniti 1 zbog patoloskih stanja poput parodontne bolesti
(119). Predlaze se da se slina moze koristiti ne samo za dijagnosticiranje oralnih bolesti, nego i kao

"pregled tijela", a moze se koristiti i u dijagnostici sustavnih bolesti (120).

1.3.4. Uloga sline u patologiji parodonta

Slina ima veliki utjecaj na pokretanje, sazrijevanje i metabolizam plaka, a proteini u slini mogu
igrati ulogu u mineralizaciji plaka. Navedeno je da mogu biti ukljuceni esteraza, pirofosfataza,

kisela fosfataza i lizocim. Osobe s velikim naslagama zubnog kamenca imaju viSu razinu
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glikoproteina u slini od onih koji nemaju zubni kamenac (6,121,122). Polimorfonuklearni neutrofili

(PMN) dopiru do usne Supljine migriranjem putem gingivnog sulkusa.

Neke od komponenti koje se koriste kao specifi¢ni biomarkeri za otkrivanje parodontne bolesti
ukljucuju imunoglobuline (Ig) kao Sto su IgA, IgM, IgG koji interferiraju u adherenciji i
bakterijskom metabolizmu, a prisutni su u pove¢anoj koncentraciji u slini pacijenata s kroni¢nim i
agresivnim parodontitisom. Nespecifi¢ni markeri za agresivni parodontitis uklju¢uju mucine koji
ometaju kolonizaciju Aggregatibacter actinomycetemcomitans (A. a), laktoferin koji inhibira rast
mikroba (povecana korelacija s A. a). Oznake za kroni¢ni parodontitis ukljucuju lizozim koji
regulira akumulaciju biofilma i peroksidazu koji ometa akumulaciju biofilma. Nespecifi¢ni markeri
za kronicni i agresivni parodontitis ukljucuju histatin koji neutralizira lipopolisaharid i enzime za
koje se zna da utjeCu na parodont i C-reaktivne proteine (CRP) koji su prisutni u povecéanim

koncentracijama u slini i serumu pacijenata s parodontitisom (6).

Novija istrazivanja o potencijalnoj ulozi parodontne bolesti kao cimbenika rizika za
kardiovaskularne i cerebrovaskularne bolesti i pojave prijevremeno rodenih beba male porodajne
tezine donose novi znacaj ovom aspektu analize sline (123,124,125).

Salivarni markeri kao potencijalni dijagnosticki testovi za parodontnu bolest ukljucuju proteine
porijeklom od domacina (tj. enzime, imunoglobuline), fenotipske markere, stanice domacina,
hormone (kortizol), bakterije i bakterijske proizvode, ione i isparljive spojeve (126). Podatci
takoder govore da salivarni MMP-8 i IL-1f sluze kao biomarkeri alveolarnog gubitka kostiju, a

time i parodontitisa (93).

1.3.5. Uzorkovanje sline

Studije su pokazale da je preanaliticki stadij kljucan za dobivanje pouzdanih i ponovljivih rezultata
ispitivanja sa uzorcima sline. To je razlog §to mnogi autori posebnu pozornost usredotoCuju na
preduvjete koje pacijenti i uredaji moraju ispuniti prije nego §to uzmu uzorak sline. Izbjegavanje
bilo kakvih oralno-higijenskih postupaka na dan ispitivanja, suzdrzavanje od hrane, tekucina i

pusenja prije uzimanja uzoraka su medu najpopularnijim, ali mogu varirati u skladu s ciljevima
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studije (127). Utvrdeno je da je najbolji pristup dobivanje uzoraka u isto doba dana, najcesce
izmedu 8 1 9 sati ujutro (128).Vazno je da kod zdravih ispitanika gingivna teku¢ina moze iznositi
do 0,5% volumena mijeSane sline (129). Tijekom oralno-higijenskih postupaka pojavljuju se sitni
ogrebotine i povecava se eksudat iz plazme iz usta. Zbog toga se obi¢no preporucuje da ispitanici
ne peru zube ili primjenjuju bilo koje druge metode oralne higijene nekoliko sati prije nego Sto se

uzme uzorak sline (130).

1.3.6. Tehnike analiziranja uzoraka sline

Koncentracija mnogih tvari u slini bila je znacajno niza nego u krvnoj plazmi i to zahtijeva
koriStenje vrlo osjetljivih testova i metoda dizajniranih za slinu te pravilno prikupljanje materijala.
Mala koncentracija razlic¢itih tvari u usporedbi s razinama u krvi imala je potencijal sprijeciti da
dijagnostika sline bude klini¢ki prakti¢na, ali to je ogranicenje nedavno prevladano jer su razvijene
nove i vrlo osjetljive tehnike (npr. molekularna dijagnostika, nanotehnologija). Za odredivanje
koncentracije proteina u slini naj¢esée se koriste radijalna imunodifuzija, imunoelektroforeza,
turbidimetrija, nefelometrija. Za otkrivanje razine citokina pozeljni su ELISA, protocitometrija,

(131).

Na temelju trenutno nastale biotehnologije u dijagnostici sline postalo je moguce odrediti broj
biomarkera za razne bolesti. Popis ukljucuje zlocudne bolesti, nasljedne, autoimune, virusne i
bakterijske infekcije, kardiovaskularne bolesti, stanja povezana s HIV-om. Ne moZemo propustiti
prikladnu upotrebu dijagnostike sline u pracenju terapija lijekovima, mjerenju razine hormona i,
naravno, dijagnozi lokalne oralne bolesti. Ovi razvojni postupci prosirili su raspon dijagnostike na
bazi sline s jednostavne usne Supljine na cijeli fizioloski sustav. Stoga je dijagnostika na bazi sline
najsuvremenija dijagnosticka tehnologija, a klini¢arima moze pruZziti snaznu alternativu za
upotrebu u doglednoj buduénosti za donoSenje klinickih odluka i predvidanje ishoda nakon

lijecenja (132).

27



Zerina Hadzié. disertacija

U posljednja dva desetlje¢a pristupi dijagnostike sline usmjereni su na oralne bolesti. Interes
predstavlja koncentracija dokazanih proteina u slini, s druge strane njihov odnos prema
medicinskim stanjima i bolestima koje utje¢u na usnu Supljinu i tijelo. Stoga Zelim usmjeriti fokus

ovog pregleda na odredivanje proteina akutne faze u slini kod oralnih i sustavnih bolesti.

1.3.7. Dijagnosticki potencijal sline

Nedavno je dokazano da je slina medu vjerodostojnim dijagnostickim alatima za otkrivanje
razli¢itih biomarkera. Njegova perspektivna buduénost temelji se na dva glavna razloga. Prvo,
karakteristi¢ni biomarkeri za razli¢ite bolesti pronadeni su u znacajnim koncentracijama medu
komponentama sline. Drugo, poboljSanje postojecih tehnologija i razvoj novih, visoko osjetljivih
metoda uspio je otkriti prihvatljivu osjetljivost 1 specifi¢nost biomarkera sline u odnosu na razli¢ite
lokalne i sustavne uvjete.

Uz to, poviSeni interes za slinom kao korisnom dijagnostickom teku¢inom tijekom posljednjih
nekoliko desetlje¢a motiviran je dokazanom sposobno$¢u pracenja opéeg zdravlja, otkrivanja
pojave bolesti i pracenja napretka koji ¢e se koristiti u opseznim screening i epidemioloskim
studijama (132).

U usporedbi s drugim dijagnostickim medijima (kao $to su uzorci tkiva, serum, cerebrospinalna
tekucina 1 slicno), uzorkovanje sline je lako, isplativo, neinvazivno dijagnosticko sredstvo za
istrazivanje i Cesto se preferira kao alternativni dijagnosticki pristup. Prednosti uzorkovanja sline
uglavnom se vide u kategorijama bolesnika kada je venepunkcija teSka za postici, na primjer kod
male djece. Skupljanje sline ne uzrokuje tjeskobu ili nelagodu, a studije se mogu ponoviti.
Uzorkovanje mogu izvoditi pojedinci samostalno nakon minimalne obuke, bez pomoci
medicinskoga osoblja. Nadalje, relativno je sigurno dobiti brojne uzorke tijekom bolesti s

minimalnim rizikom kontaminacije kako za pacijenta tako i za zdravstveno osoblje.

Brojne studije pokazale su da se slina moZze koristiti za dijagnostiku nasljednih poremecaja,
autoimunih bolesti, malignih bolesti, infektivnih bolesti i endokrinih poremecaja, kao i za procjenu
terapijskih razina lijekova i za pracenje uporabe ilegalnih droga (133). Dokazano je da je slina

obecavajuca tjelesna tekucina za rano otkrivanje bolesti, a dijagnostika iz sline pokazala je
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ogroman potencijal u klinickim primjenama (132). Takoder, slina ima potencijal postati prvi
dijagnosticki uzorak izbora zahvaljuju¢i napretku u tehnologiji otkrivanja zajedno s
kombinacijama biomolekula s klinickom povezano$¢u (134). Nadzor bioloskih biljega sline za
oralne i sustavne bolesti mogao bi postati vazan dodatak klinickim pregledima u epidemioloskim

istrazivanjima (98).

1.4. Proteini akutne faze u slini

Serumska koncentracija najaktivnijih proteina povecava se kao odgovor na ozljede tkiva, upale ili
infekcije (135). Promjene u serumu / plazmi koncentracije koreliraju s pove¢anom sintezom u jetri
(136). Vecina proteina akutne faze sintetizira se u jetri, a neki od njih difundiraju ili se aktivno

prenose u krv iz sline. Ostale se proizvode lokalno, ukljucujuci i u pljuva¢nim zlijezdama.

Danas je Siroko prihvaceno da se sinteza proteina akutne faze odvija u vise tipova izvan jetre.
Vjerojatno isti upalni posrednici reguliraju proces sinteze proteina akutne faze kao i u hepatocitima
(137). Ovisno o koli¢ini izmjerene razine, odgovor akutne faze moze biti pozitivan ili negativan.
Neke su razine proteina poviSene tijekom akutne faze (pozitivni proteini akutne faze), dok je
proizvodnja ostalih proteina smanjena (negativni proteini akutne faze). Odredivanje koncentracije
proteina akutne faze u slini predmet je mnogih studija. U osnovi to nije rutinska praksa u
svakodnevnoj stomatologiji.

U razli¢itim istrazivanjima infarkta miokarda, psorijaze upalnih bolesti crijeva i maligniteta
zabiljezene su abnormalne razine proteina pozitivne akutne faze u serumu. Neke oralne bolesti kao
parodontitis, oralni lichen planus, oralna leukoplakija, karcinom oralnih plocastih stanica, takoder

su okarakterizirane povecanim pozitivnim APP-om.

1.4.1. C-reaktivni protein (CRP) u slini

CRP je kljucni pokazatelj upale u klinickoj praksi i koristi se svakodnevno. To je pentamerni
protein akutne faze koji posreduje urodenu imunitet vezanjem na strane patogene i oSte¢ene stanice,
pokrecuci klasi¢ni put kaskade komplementa. Sastoji se od 5 podjedinica svake molekularne tezine
25.106 kD. Netaknuti CRP ima masu iznad grani¢ne vrijednosti za bubreznu ekskreciju (43 kDa)

i cirkulatorni je biomarker upale (138).
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Koncentracija CRP u serumu obi¢no se povecava u slucaju sustavne upale i ujedno je najcesce
koristeni protein akutne faze u klinickoj praksi. Nekoliko studija procijenilo je koncentraciju CRP-
a u usnoj supljini. Otkriven je u punoj slini u ispitivanju koje je obuhvatilo 45 odraslih osoba.
Koncentracije (u rasponu od 0 do 472 pg/ml) nadene su kod pacijenata s gingivitisom te umjerenim
1 teSkim parodontitisom, a ujedno su dobivene vrijednosti bile viSe u odnosu na kontrolnu skupinu
sa zdravim ispitanicima (139). U jednom od ranijih istrazivanju autori su koristili monoklonska
protutijela i1 radioizotopski test za mjerenje razine CRP-a u gingivnoj teku¢ini (GCF) kod 24
pacijenta s parodontitisom. CRP se nije bitno razlikovao izmedu oboljelih i1 zdravih mjesta kod
istih pacijenata (140). Nalazi takoder pokazuju da je parodontitis povezan s visokim CRP-om u
prisutnosti povisenog oksidacijskog stresa koji sluzi za suzbijanje IgG odgovora (91,141).
Istrazivaci takoder smatraju prisutnost povisenoga CRP-a u slini poveznicom parodontitisa i nekih
sustavnih bolesti (142,143). Souza i suradnici u svojoj studiji isticu da su novi sustavni pregledi
ve¢ pokazali da pacijenti s parodontitisom pokazuju viSu koncentraciju CRP-a u usporedbi sa
zdravom kontrolom, ali da je vecina tih klinickih studija imala loSu kontrolu potencijalnih
doprinosnih ¢imbenika kao §to su pusenje, pretilost, hipertenzija, kroni¢ne sustavne upalne bolesti,
visoke razine LDL-a i niste razine HDL-a, te smatraju da bi te ¢cimbenike trebalo strogo kontrolirati
u studijama kako bi se procijenila koncentracija CRP-a kao nespecifi¢nog pokazatelja upale kod

parodontne infekcije (144).
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2. CILJEVI I SVRHA ISTRAZIVANJA
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Cilj istrazivanja bio je na standardiziranom uzorku utvrditi razlike u mikrobioloSkom profilu,
salivarnom CRP-u te parametrima oksidacijskog stresa u slini tri mjeseca nakon provedenih dviju
vrsta parodontoloske terapije kod ispitanika uparenih po spolu, dobi i parodontoloskom statusu.
Kod prve skupine ispitanika provedena je supragingivna i subgingivna terapija uz upute u oralnu
higijenu (ispitivana skupina), dok je kod druge skupine provedena samo supragingivna terapija uz
upute u oralnu higijenu (kontrolna skupina). Istrazivanje je kod pacijenata s parodontitisom

registriralo i klini¢ke parametre uz uzimanje uzoraka sline na pocetku i tri mjeseca nakon terapije.

Obzirom na relativno mali broj istrazivanja koja su istodobno promatrala povezanost nekirurske
parodontoloske terapije i promatranih parametara (mikrobioloski profil, salivarni CRP, 8-OHdG,
MDA, SOD) u uzorcima sline, ocekivani su rezultati koji bi mogli bitno pomo¢i u objasnjenju
uloge supragingivne i subgingivne parodontoloske terapije na vrijednosti parametara
(mikrobioloski profil, salivarni CRP, 8-OHdG, MDA, SOD) u slini. Rezultati istrazivanja takoder

mogu doprinijeti boljoj spoznaji kako motivirati pacijente na provedbu adekvatne oralne higijene.

Nulta hipoteza istrazivanja bila je da nema razlike u promatranom mikrobioloSkom sastavu,
salivarnom CRP-u i parametrima oksidacijskoga stresa izmedu parodontoloskih pacijenata kod
kojih je provedena supragingivna i subgingivna instrumentacija i pacijenata kod kojih je provedena

samo supragingivna instrumentacija.
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3. ISPITANICI I METODE
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3.1. Ispitanici

Istrazivanje je obuhvatilo ispitanike - pacijente u privatnoj stomatoloSkoj ordinaciji u Sarajevu.
Istrazivanje se provodilo kao kontrolirana randomizirana studija na dvjema skupinama od po 16
ispitanika (ukupno 32 ispitanika) s dijagnozom parodontitisa. Veli¢ina uzorka od 32 ispitanika
(sample size analysis, d=2) izracunata je s intervalom pouzdanosti od 95%, a= 0.05 i snagom od
80% koriStenjem standardne devijacije za parametar CAL prema studiji autora Shojaee M,
Fereydooni Golpasha M, Maliji G, Bijani A, Aghajanpour Mir SM, Mousavi Kani SN. C - Reactive
Protein Levels in Patients with Periodontal Disease and Normal Subjects, Int J] Mol Cell Med.
2013 Summer;2(3):151-5.

Ispitivana skupina sastojala se od 16 pacijenata s parodontitisom (8 muSkaraca i 8 Zena, prosjecne
dobi 41,75 + 4,81 godina). U kontrolnoj skupini bilo je 16 ispitanika (9 muskaraca i 7 Zena,
prosjecne dobi 43,50 £ 6,29 godina).

Kriteriji isklju¢ivanja bili su: ranija parodontoloSka terapija, nekontrolirana sustavna bolest,
nedavna ili aktualna akutna ili kroni¢na infekcija, trudnoca, nedavna ili trenutna upotreba
antibiotika ili analgetika. Za dijagnostiku parodontitisa koristili su se stomatolosko ogledalo i
parodontoloska sonda. Dijagnoza parodontitisa postavljena je temeljem posljednje Klasifikacije
parodontnih bolesti iz 2017. godine, a u istrazivanje su ukljuCeni pacijenti s generaliziranim

parodontitisom stadija III 1 IV s minimalno 20 zubi.

Pacijentima kod kojih je nije provodena inicijalna parodontoloska terapija predstavljena je
mogucénost sudjelovanja u istrazivanju te su po pristanku, bili upuéeni u detalje daljnjeg postupka.
Po pristanku na sudjelovanje svi pacijenti su potpisali informativni pristanak. Randomizacija
pacijenata koji zadovoljavaju kriterije uklju¢ivanja u studiju provodila se pomocu programa Excel
(generate random numbers). Istrazivanje je odobrilo Eticko povjerenstvo StomatoloSkog fakulteta

(05-PA-30-X111-1/2020) te je provedeno u skladu s eti¢kim principima Helsinske deklaracije.
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3.2. Metode

Za dijagnostiku parodontitisa koristili su se stomatolosko zrcalo i standardna parodontoloska sonda
(PCP-15, Hu-Friedy, Chicago, IL, USA). Isti istrazivac je proveo parodontoloski pregled kod svih
pacijenata. Pacijentima su izmjereni standardni parodontoloski parametri i indeksi na 6 mjesta po
zubu, a oni su ukljucivali dubinu sondiranja (engl. probing depth, PD), recesiju gingive (RE),
razinu klini¢kog pri¢vrstka (engl. clinical attachment level, CAL), plak indeks (engl. plaque indeks,
PI, O'Leary i sur, 1972.) i indeks krvarenja pri sondiranju (engl. bleeding on probing, BOP, Ainamo
i Bay, 1975.).

Prilikom sondiranja koristena je sila od 0,25N, a dubina sondiranja (PD) je definirana kao
udaljenost od slobodnog ruba gingive do zaustavljanja sonde na dnu dzepa. Sondiranje je
provedeno na Sest mjesta oko svakoga zuba (mezio-vestibularno, vestibularno, disto-vestibularno,
mezio-oralno, oralno i disto-oralno) i mjereno je u milimetrima (mm). Recesija gingive (RE) je
definirana kao udaljenost od caklinsko-cementnog spojista do slobodnoga ruba gingive i mjerena
je umm. Razina klinickog pri¢vrstka (CAL) definirana je kao udaljenost od caklinsko-cementnoga
spojista do dna dzepa, a izraCunata je zbrajanjem vrijednosti dubine sondiranja i recesije gingive
pojedine plohe zuba, tj. mjerenjem udaljenosti od caklinsko-cementnoga spojista do dna
sulkusa/parodontnoga dZepa. Za potrebe istrazivanja odredene su prosjecne vrijednosti svih

navedenih parodontoloskih parametara s obzirom na broj pregledanih zubi ili zubnih ploha.

Za ocjenu oralne higijene, odnosno odredivanje plaka upotrebljen je Full mouth plaque score
(FMPS), plak indeks po koji se racuna dijeljenjem plak-pozitivnih ploha s ukupnim brojem ploha

koje su pregledane na prisutnost plaka. Incidencija plaka izraZzena u postotcima prema formuli:

FMPS = (broj mjesta s plakom / broj svih ispitanih mjesta) x 100

Neposredno po mjerenju dubine sondiranja biljezila su se i mjesta koja krvare nakon navedenoga
postupka. Za registraciju krvarenja koristen je Full mouth bleeding score (FMBS), indeks krvarenje
koji se raCuna na nacin da se podijeli broj mjesta s krvarenjem i ukupni broj sondiranih mjesta.

Izrazavamo ga u postotcima prema formuli:

FMBS = (broj krvare¢ih mjesta / broj svih ispitanih mjesta) x 100

35



Zerina Hadzié. disertacija

Sljedeca faza istrazivanja ukljucivala je uzimanje uzorka sline za analizu mikrobioloskoga profila,
CRP-a u slini 1 parametara oksidacijskoga stresa (§-OHdG, MDA, SOD) takoder iz sline. Uzorci
sline za analizu svih pacijenata uzeti su u jutarnjim satima, izmedu 8 i 10 sati. Supragingivna i
subgingivna parodontoloSka terapija provedena je strojnim i ruénim instrumentima uz upotrebu
lokalne anestezije po principu full-mouth terapije, odnosno unutar 24 sata. Druga skupina
pacijenata (kontrolna skupina), koja je za potrebe studije dobila samo supragingivnu
parodontolosku terapiju (full-mouth), prosla je subgingivnu terapiju nakon zavrsetka istrazivanja,

odnosno tri mjeseca nakon supragingivne terapije koja se provodila za potrebe istraZivanja.

Mikrobioloski profil je ukljuio 7 najCes¢ih parodontopatogenih bakterija: Porphyromonas
endodontalis, Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Treponema
denticola, Fusobacterium nucleatum, Prevotella intermedia 1 Tannerella forsythia, a analiziran je
upotrebom PERIODONTSCREEN REAL-TM PCR testa za analizu i1 kvantifikaciju navedenih 7
mikroorganizama proizvodata Sacace Biotechnologies, Italija, metodom molekularne
hibridizacije. Salivarni CRP je analiziran metodom ELISA Human C Reactive Protein ELISA Kit
(PTX1) proizvoda¢a Abcam, Cambridge, Ujedinjeno Kraljevstvo, za detekciju i kvantifikaciju.
Parametri oksidacijskoga stresa 8-OHdG, MDA 1 SOD analizirani su ELISA metodom upotrebom
seta za detekciju i1 kvantifikaciju triju navedenih parametara oksidacijskoga stresa iz sline

proizvodaca Cell Biolabs OxiSelect iz Sjedinjenih Americkih drzava.

Ukratko, nakon uzimanja uzoraka pristupilo se provedbi nekirur§ke parodontoloske terapije kod
ispitanika 1 to: kod prve skupine supragingivna i subgingivna parodontoloska terapija (ispitivana
skupina), kod druge skupine samo supragingivna parodontoloska terapija (kontrolna skupina).

Obje skupine ispitanika dobivale su uz terapiju jednake upute za oralnu higijenu.

Treca 1 posljednja faza provedena je nakon tri mjeseca te je ukljucivala ponovnu registraciju svih
parodontoloskih parametara (PD, RE, CAL, FMPS, FMBS) te ponovno uzimanje uzoraka sline za
analizu parametara koji su ispitivani (mikrobioloski profil, salivarni CRP, 8-OHdG, MDA, SOD).
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3.3. Statisticka obrada podataka

Svi prethodno prikupljeni podatci objedinili su se u programu Microsoft Excell. Parodontoloski
parametri su korelirani s ispitivanim parametrima (mikrobioloski profil, CRP, 8-OHdG, MDA,
SOD).

Metode deskriptivne statistike upotrebljavale su se za odredivanje mjere srediSnje tendencije
(aritmeti¢ka sredina) i mjere varijabilnosti (standardna devijacija) kod numeric¢kih obiljezja.
Varijable kod kojih je utvrdeno da statisti¢ki znac¢ajno odstupaju od teorijski ocekivane normalne

raspodjele kao mjere srediSnje tendencije i raspona, koristeni su medijan i interkvartilni raspon.

Metode komparativne statistike obuhvatile su: Pearsonov y2 test i Fisherov test za testiranje
(ne)zavisnosti pojedinih parova promatranih atributivnih obiljezja, t-test za utvrdivanje razlike
srednjih vrijednosti kod numerickih obiljezja (starost, broj prisutnih zuba, parodontoloski indeksi,
usporedba indeksa prije i poslije terapije, uspjeh terapije, stupanj oksidacijskoga stresa) izmedu
dviju skupina ispitanika, Mann-Whitney test za utvrdivanje razlike srednjih vrijednosti kod
numerickih obiljezja izmedu skupina ispitanika, dok se povezanost izmedu dviju varijabli testirala
Spearmanovim koeficijentom korelacije. Kao standardizirana mjera veli¢ine uc¢inka, uz Mann-
Whitney U-test, naveden je AUC izraunat prema formuli: U/(m*n), gdje je U rezultat Mann-

Whitney testa, a m i n su veli¢ine dvaju uzoraka.

Izvedena (posrednicka) varijabla delta (A) ukljucena je kao prikaz razlike izmedu varijabli na
drugom mjerenju (konacno) ina pocetku ispitivanja (osnovno stanje), izracunato oduzimanjem za
varijable: parodontoloski parametri (PD, RE, CAL, FMPS, FMBS), mikrobioloski profil (PE, PG,
AA, TD, FN, PI, TF), s-CRP i parametri oksidacijskoga stresa (8-OHdG, MDA, SOD). Negativan
broj predstavljao je smanjenje, a pozitivan porast zabiljezen na kraju perioda ispitivanja.
Medusobne usporedbe su izvrSene pomocu delta (A) i to AMean i AMedian za spomenute varijable,

s ciljem preciznog odredivanja razlike i provjere statisticke znacajnosti rezultata.

U svim primijenjenim testovima, rezultati kod kojih je razina znacajnosti barem 95% (p < 0,05)

tumacili su se kao statisticki znac¢ajni, a oni s razinom znacajnosti minimalno 99% (p < 0,01) kao
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statistiCki visoko znaajni. Rezultati kod kojih je razina znacajnosti ispod 95% (p > 0,05)

interpretirani su kao rezultati bez statistickog znacaja.
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4. REZULTATI
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4.1. Op¢i podatci o ispitanicima

U istrazivanju su sudjelovala 32 ispitanika, koji su podijeljeni u dvije skupine, ispitanici i kontrolna
skupina. Ispitivanu skupinu €inilo je 16 pacijenata s dijagnozom parodontitisom, od kojih je bilo
osam zena i osam muskaraca, a prosjecna starost ispitanika bila je 41,75 £ 4,81 godine. Kontrolnu
skupinu ¢inilo je 16 pacijenata sa parodontitisom, sedam Zena i devet muskaraca prosjecne starosti

43,50 + 6,29 godina.

U skupini ispitanika kao i u kontrolnoj skupini bilo je osam puSaca i osam nepusaca. Konzumacija
cigareta kod puSaca u skupini ispitanika kretala se od 5 do 15 pack / years, a prosjec¢na vrijednost
iznosila je 4,92. U kontrolnoj skupini kod pusaca konzumacija cigareta kretala se od 2,5 do 25 pack

/ years, a prosjecna vrijednost bila je 6,03 pack / years.
Prosje€an broj ekstrahiranih zuba u skupini ispitanika na pocetku i tri mjeseca nakon terapije

bio je 5,9, dok je u kontrolnoj skupini prosjec¢an broj ekstrahiranih zuba na pocetku istrazivanja bio

5,8, a tri mjeseca nakon terapije 6,0.
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Tablica 1. Op¢i podatci o ispitanicima

Prosjek .
. . pack/ Pros!ek
Opéi podatci Spol Spol Broj Broj years broja Starost Starost
muski Zenski pusSada nepuSaca Kkod ekstrahiranih Mean SD
Yo X zuba

pusaca
Ispitivana
skupina prvo 8 8 8 8 4,92 5.9 41,75 4,81
mjerenje
Ispitivana
skupina drugo 8 8 8 8 4,92 5.9 41,75 4,81
mjerenje
Kontrolna
skupina 9 7 8 8 6,03 5,8 43,50 6,29
prvo mjerenje
Kontrolna
skupina 9 7 8 8 6,03 6,0 43,50 6,29

drugo mjerenje

Mean-aritmeticka sredina; SD-standardna devijacija.

Normalnost distribucije varijabli testirana je te je uo¢ena normalna distribucija varijabli. Prema
Shapiro-Wilk testu p-vrijednost bila je 0.0003, Shapiro-Francia p-vrijednost 0 (W’ = 0.0303),

D'Agostino-Pearson p-vrijednost takoder 0, Sto govori da je distribucija varijabli normalna (Graf

1).
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Slika 9. Histogram prikaz testa normalne distribucije varijabli za PD
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4.2. Parodontoloski parametri

Tablica 2. Parodontoloski parametri ispitivane skupine na pocetku istrazivanja

Ispitivana skupina prvo mjerenje Mean SD Median IQR

Dubina sondiranja (PD) (mm) 6,18 0,16 6,18 0,16

Recesija gingive (RE) (mm) 3,57 0,93 3,57 1,41
Razina klinickog pri¢vrstka(CAL)

(mm) 9,73 0,97 9,73 1,45

Full mouth plaque score (FMPS) (%) 63,14 11,03 63,14 16,95

Full mouth bleeding score (FMBS) (%) 54,33 16,42 54,33 29,17

BROJ ZUBI 22,13 1,45 22,13 2,00

Mean-aritmeticka sredina; SD-standardna devijacija; IQR=interkvartilni raspon.
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Tablica 3. Parodontoloski parametri ispitivane skupine nakon tri mjeseca

Ispitivana skupina drugo mjerenje Mean SD Median IQR
Dubina sondiranja (PD) (mm) 5,04 0,22 5,06 0,27
Recesija gingive (RE) (mm) 3,99 0,84 3,89 0,97
Razina klinickog pric¢vrstka (CAL)
(cum) 9,10 0,95 8,83 1,76
Full mouth plaque score (FMPS) (%) 50,04 8,79 50,60 9,35
Full mouth bleeding score (FMBS)(%) 39,95 13,14 41,81 18,79
BROJ ZUBI 22,13 1,45 22,50 2,00

Mean-aritmeticka sredina; SD-standardna devijacija; IQR=interkvartilni raspon.

Tablica 4. Parodontoloski parametri kontrolne skupine na pocetku istrazivanja

Kontrolna skupina prvo mjerenje Mean SD Median IQR
Dubina sondiranja (PD) (mm) 6,47 0,48 6,24 0,72
Recesija gingive (RE) (mm) 3,38 0,62 3,45 0,63
Razina klinickog pri¢vrstka(CAL) 9.85 0.80 9.67 0.67

(mm)
Full mouth plaque score (FMPS) (%) 63,64 10,13 63,61 17,42
Full mouth blee((j/n;g score (FMBS) 5731 9,73 56.29 8.90

(1]

BROJ ZUBI 22,19 1,28 22,50 2,00

Mean-aritmeticka sredina; SD-standardna devijacija; IQR=interkvartilni raspon.
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Tablica 5. Parodontoloski parametri kontrolne skupine nakon tri mjeseca

Kontrolna skupina drugo mjerenje Mean SD Median IQR
Dubina sondiranja (PD) (mm) 6,31 0,49 6,19 0,64
Recesija gingive (RE) (mm) 3,47 3,50 0,59 0,68
Razina klinickog pri¢vrstka(CAL)
(cum) 9,77 0,53 0,80 0,98
Full mouth plaque score (FMPS) (%) 55,97 10,84 55,51 11,91
Full mouth bleeding score (FMBS) (%) 52,88 9,14 54,17 10,02
BROJ ZUBI 22,00 1,21 22,00 10,02

Mean-aritmeticka sredina; SD-standardna devijacija; IQR=interkvartilni raspon.

4.3. Mikrobioloski profil u slini

Mikrobioloski profil uklju€ivao je sedam naj¢es¢ih parodontnopatogenih bakterija:
Porphyromonas endodontalis (PE), Porphyromonas gingivalis (PG), Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (AA), Treponema denticola (TD), Fusobacterium nucleatum (FN),
Prevotella intermedia (P1) 1 Tannerella forsythia (TF). Vrijednosti mjerenja na pocetku istrazivanja
1 tri mjeseca nakon terapije kod ispitivane skupine i kontrolne skupine izraZzene su u apsolutnim

vrijednostima te prikazane tablicama.
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Tablica 6. Mikrobioloski profil ispitivane skupine na pocetku istrazivanja

Ispitivana skupina

Mean SD Median IQR
prvo mjerenje
PE 9.533.843,8 27.967.026,0 293.100 1.885.325
PG 149.906,3 137.232,1 203.100 269.600
AA 185.018,8 182.767,6 185.950 287.525
TD 1.581.737,5 940.719,2 1.959.500 1.198.300
FN 5.852.056,3 7.743.891,6 2.020.500 4.228.750
PI 3.041.406,3 7.445.530,4 268.650 163.650
TF 3.946.018,8 5.448.866,4 2.209.000 1.027.250

PE-Porphyromonas  endodontalis; PG-Porphyromonas  gingivalis;  AA-Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, TD-Treponema denticola; FN-Fusobacterium nucleatum,; Pl-Prevotella
intermedia; TF- Tannerella forsythia; Mean-aritmetiCka sredina; SD-standardna devijacija;

IQR=interkvartilni raspon.

Tablica 7. Mikrobioloski profil ispitivane skupine tri mjeseca nakon terapije

Ispitivana skupina

Mean SD Median IQR
drugo mjerenje
PE 1.059.521,9 3.801.643,9 72.200 123.975
PG 63.660,0 70.813,4 47.825 94.325
AA 40.784,4 51.481,6 24.185 66.100
TD 177.964,4 215.144,7 105.100 173.418
FN 383.198,1 285.196,6 329.900 435.075
PI 57.154,4 129.960,2 4.870 18.008
TF 101.338,1 104.778,2 80.000 79.975

PE-Porphyromonas  endodontalis; PG-Porphyromonas  gingivalis;  AA-Aggregatibacter

actinomycetemcomitans, TD-Treponema denticola; FN-Fusobacterium nucleatum,; Pl-Prevotella
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intermedia; TF- Tannerella forsythia; Mean-aritmetiCka sredina; SD-standardna devijacija;

IQR=interkvartilni raspon.

Tablica 8. Mikrobioloski profil kontrolne skupine na pocetku istrazivanja

Kontrolna skupina prvo

. . Mean SD Median IQR
mjerenje
PE 26.097.950,0 52.953.997,2 1.999.000 7.926.350
PG 286.556,3 166.129,3 267.900 172.525
AA 186.487,5 133.182,9 180.900 179.450
D 2.262.687,5 1.224.311,0 2.681.500 1.700.250
FN 6.663.675,0 7.792.625,7 2.749.500 4.048.000
P1 909.587,5 896.342,9 618.750 1.144.800
TF 3.253.712,5 3.508.411,7 2.251.000 1.876.500
" PE-Porphyromonas  endodontalis;  PG-Porphyromonas  gingivalis, ~ AA-Aggregatibacter

actinomycetemcomitans, TD-Treponema denticola; FN-Fusobacterium nucleatum,; Pl-Prevotella

intermedia; TF- Tannerella forsythia; Mean-aritmeticka sredina; SD-standardna devijacija;

IQR=interkvartilni raspon.

Tablica 9. Mikrobioloski profil kontrolne skupine tri mjeseca nakon terapije

Kontrolna skupina drugo

. . Mean SD Median IQR
mjerenje
PE 8.000.475,0 18.941.909,4 1.499.500 1.433.150
PG 180.550,0 137.561,0 153.250 142.600
AA 191.962,5 171.795,1 146.350 247.175
TD 2.008.000,0 1.451.917,5 1.776.000 1.310.800
FN 9.554.125,0 12.436.846,6 3.032.500 12.676.750
P1 751.212,5 1.147.270,9 340.600 728.425
TF 3.978.131,3 6.845.270,2 1.659.500 3.315.100
" PE-Porphyromonas  endodontalis; PG-Porphyromonas  gingivalis, ~ AA-Aggregatibacter

actinomycetemcomitans, TD-Treponema denticola; FN-Fusobacterium nucleatum,; Pl-Prevotella
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intermedia; TF- Tannerella forsythia; Mean-aritmetiCka sredina; SD-standardna devijacija;

IQR=interkvartilni raspon.

4.4. Salivarni CRP i parametri oksidacijskog stresa u slini

Tablica 10. Koncentracije salivarnog CRP-a (s-CRP) i parametara oksidacijskoga stresa u slini

ispitivane skupine na pocetku istrazivanja

Ispitivana skupina

Mean SD Median IQR

prvo mjerenje

s-CRP(pg/ml) 6.246,22 2.098,09 6.554,61 2.925,80
" Ispitivana skapina T

) ) Mean SD Median IQR

prvo mjerenje
8-0HdG (ng/ml) 3,04 1,97 2,77 3,47
MDA (pmol/ml) 2,74 1,73 2,88 3,31
SOD(U/ml) 0,50 0,28 0,44 0,38

s-CRP- salivarni C-reaktivni protein; Mean-aritmeticka sredina; SD-standardna devijacija;
IQR=interkvartilni raspon; 8-OHdG- 8- hidroksideoksiguanozin; MDA-malondialdehid; SOD-

superoksid dismutaza.
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Tablica 11. Koncentracije s-CRP-a i parametara oksidacijskoga stresa u slini ispitivane skupine tri

mjeseca nakon terapije

Ispitivana skupina

Mean SD Median IQR

drugo mjerenje

s-CRP(pg/ml) 2.760,76 1.108,28 2.745,29 1.100,30
lIspitivana skupina T

Mean SD Median IQR

drugo mjerenje
8-0HdG (ng/ml) 1,58 1,12 1,41 1,17
MDA (pmol/ml) 1,76 1,58 1,43 2,72
SOD(U/ml) 0,15 0,23 0,07 0,14

s-CRP- salivarni C-reaktivni protein; Mean-aritmeticka sredina; SD-standardna devijacija;
IQR=interkvartilni raspon; 8-OHdG-8- hidroksideoksiguanozin; MDA-malondialdehid; SOD-

superoksid dismutaza.

Tablica 12. Koncentracije s-CRP-a i parametara oksidacijskoga stresa u slini kontrolne skupine na

pocetku istrazivanja

Kontrolna skupina

) ) Mean SD Median IQR
prvo mjerenje
s-CRP(pg/ml) 3.613,81 1.992,34 3.471,88 1.556,13
" Kontrolna skupina T oooTmomrm
Mean SD Median IQR
prvo mjerenje
8-0HdG (ng/ml) 2,48 1,76 1,79 2,81
MDA (pmol/ml) 2,06 1,49 2,06 2,03
SOD(U/ml) 0,55 0,43 0,50 0,76

s-CRP- salivarni C-reaktivni protein; Mean-aritmeticka sredina; SD-standardna devijacija;
IQR=interkvartilni raspon; 8-OHdG-8- hidroksideoksiguanozin; MDA-malondialdehid; SOD-

superoksid dismutaza.
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Tablica 13. Koncentracije s-CRP-a i parametara oksidacijskoga stresa u slini kontrolne skupine

tri mjeseca nakon terapije

Kontrolna skupina

Mean SD Median IQR
drugo mjerenje
CRP(pg/ml) 3.056,61 1.796,51 2.429,60 1.438,42
"~ Kontrolna skupina T
Mean SD Median IQR
drugo mjerenje
8-0HdG (ng/ml) 1,81 1,58 1,81 1,52
MDA (pmol/ml) 1,79 1,26 1,79 1,86
SOD(U/ml) 0,59 0,62 0,59 0,72

s-CRP- salivarni C-reaktivni protein; Mean-aritmeticka sredina; SD-standardna devijacija;
IQR=interkvartilni raspon; 8-OHdG-8- hidroksideoksiguanozin; MDA-malondialdehid; SOD-

superoksid dismutaza.

4.5. Korelacije parodontoloskih parametara, mikrobioloskog profila, s-CRP-a i parametara
oksidacijskoga stresa

Rezultati korelacije parodontoskih parametara, mikrobioloSkog profila, s-CRP-a i parametara
oksidacijskoga stresa kod ispitanika na pocetku istrazivanja pokazuju korelacijsku vezu nekoliko
parametara: iznimno jaku korelaciju razine klinickoga pri¢vrstka (CAL) i recesije gingive (RE)
kod ispitanika (P=0,98), jaku korelaciju vrijednosti Fusobacterium nucleatum (FN) i Prevotella
intermedia (PI) u uzorcima sline (P=0,77), koncentracije malondialdehida (MDA) i superoksid
dismutaza (SOD) u uzorcima sline (P=0,73), vrijednosti Porphyromonas gingivalis (PG) u slini i
dubine sondiranja (PD) 0,66. Slabija korelacija pronadena je kod dubine sondiranja (PD) i plak
indeksa (PI) (P=0,62), koncentracije s-CRP-a i malondialdehida (MDA) (P=0,59), dubine
sondiranja (PD) i vrijednosti Aggregatibacter actinomycetemcomitans (AA) (P=0,58). Ostale

korelacije nisu pokazale bitne vrijednosti (Tablica 14).
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Tablica 14. Pearson korelacioni koeficijent (P). Korelacije parodontoSkih parametara,
mikrobioloskog profila, s-CRP-a i parametara oksidacijskoga stresa kod ispitivane skupine na

pocetku istrazivanja.
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PE-Porphyromonas  endodontalis; PG-Porphyromonas  gingivalis;  AA-Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, TD-Treponema denticola; FN-Fusobacterium nucleatum,; Pl-Prevotella
intermedia; TF- Tannerella forsythia; s-CRP - salivarni C-reaktivni protein; 8-OHdG-8-
hidroksideoksiguanozin; MDA-malondialdehid; SOD-superoksid dismutaza; PD-dubina
sondiranja; RE- recesija gingive; CAL-razina klinickog pri¢vrstka; FMPS-plak indeks; FMBS-

krvarenje pri sondiranju.

Kod drugog mjerenja parametara kod skupine ispitanika, 3 mjeseca nakon terapije, potvrdena je
jaka korelacija razine klinickog pri¢vrstka (CAL) i recesije gingive (RE) kod ispitanika (0,88),
koncentracije malondialdehida (MDA) i 8- hidroksideoksiguanozin (8-OHdG) (P=0,67), te slabija
veza indeksa krvarenja pri sondiranju (FMBS) i1 malondialdehida (MDA) (P=0,64), i
malondialdehida (MDA) 1 superoksid dismutaze (SOD) (Tablica 15).
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Tablica 15. Pearson korelacioni koeficijent (P). Korelacije parodontosSkih parametara,
mikrobioloskog profila, s-CRP-a i1 parametara oksidacijskoga stresa kod ispitivane skupine tri

mjeseca nakon terapije.
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Zerina Hadzié. disertacija

PE-Porphyromonas  endodontalis; PG-Porphyromonas  gingivalis;  AA-Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, TD-Treponema denticola; FN-Fusobacterium nucleatum,; Pl-Prevotella
intermedia; TF- Tannerella forsythia; s-CRP- salivarni C-reaktivni protein; 8-OHdG-8-
hidroksideoksiguanozin; MDA-malondialdehid; SOD-superoksid dismutaza; PD-dubina
sondiranja; RE- recesija gingive; CAL-razina klinickog pri¢vrstka; FMPS-plak indeks; FMBS-

krvarenje pri sondiranju.

Rezultati korelacije parodontoskih parametara, mikrobioloskoga profila, s-CRP-a i parametara
oksidacijskoga stresa kod kontrolne skupine na pocetku istraZivanja pokazuju korelacijsku vezu
nekoliko parametara: recesije gingive (RE) i razine klinickoga pri¢vrstka (CAL) (P=0,81),
koncentracije s-CRP-a i superoksid dismutaze (SOD) (P=0,68), te slabiju vezu indeksa krvarenja
pri sondiranju (FMBS) 1 Porphyromonas gingivalis (PG) (P=0,61), malondialdehida (MDA) i 8-
hidroksideoksiguanozin (8-OHdG) (Tablica 16).
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Tablica 16. Pearson korelacioni koeficijent (P). Korelacije parodontoSkih parametara,
mikrobioloskog profila, s-CRP-a 1 parametara oksidacijskoga stresa kod kontrolne skupine na

pocetku istrazivanja.
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Zerina Hadzié. disertacija

PE-Porphyromonas  endodontalis; PG-Porphyromonas  gingivalis;  AA-Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, TD-Treponema denticola; FN-Fusobacterium nucleatum,; Pl-Prevotella
intermedia; TF- Tannerella forsythia; s-CRP- salivarni C-reaktivni protein; 8-OHdG-8-
hidroksideoksiguanozin; MDA-malondialdehid; SOD-superoksid dismutaza; PD-dubina
sondiranja; RE- recesija gingive; CAL-razina klinickog pri¢vrstka; FMPS-plak indeks; FMBS-

krvarenje pri sondiranju.

Kod drugog mjerenja u kontrolnoj skupini potvrdena je vrlo jaka korelacija recesije gingive (RE)
i razine klinickog pricvrstka (CAL) (0,88), te jaka korelacija vrijednosti Tannerella forsythia (TF)
i Prevotella intermedia (P1) (P=0,74), dubine sondiranja (PD) i vrijednosti Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (AA) (P=0,69), CRP-a i 8- hidroksideoksiguanozin (8-OHdG) (P=0,67),
s-CRP-a i malondialdehida (MDA) (P=0,65) (Tablica 17).
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Tablica 17. Pearson korelacioni koeficijent (P). Korelacije parodontoloSkih parametara,
mikrobioloskog profila, s-CRP-a i parametara oksidacijskoga stresa kod kontrolne skupine tri

mjeseca nakon terapije.
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Zerina Hadzié. disertacija

PE-Porphyromonas  endodontalis; PG-Porphyromonas  gingivalis;  AA-Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, TD-Treponema denticola; FN-Fusobacterium nucleatum,; Pl-Prevotella
intermedia; TF- Tannerella forsythia; s-CRP- salivarni C-reaktivni protein; 8-OHdG-8-
hidroksideoksiguanozin; MDA-malondialdehid; SOD-superoksid dismutaza; PD-dubina
sondiranja; RE- recesija gingive; CAL-razina klinickog pri¢vrstka; FMPS-plak indeks; FMBS-

krvarenje pri sondiranju.

4.6. T-test s dva uzorka uz pretpostavku nejednakih varijanci

4.6.1. T-test parodontoloskih parametara, mikrobioloskog profila, s-CRP-a i parametara

oksidacijskoga stresa ispitivane skupine i kontrolne skupine na pocetku istraZivanja

Rezultati t-testa pokazuju da postoji statisticki znacajna razlika u vrijednosti klinickog parametra
PD (p =0,016) izmedu ispitanika i kontrolne skupine, dok su razlike vrijednosti ostalih klinickih
parametara; RE, CAL, FMPS i FMBS, ispitivane skupine i kontrolne skupine na pocetku

istrazivanja statisticki bez znacaja.
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Tablica 18. T-test parodontoloskih parametara ispitivane skupine i kontrolne skupine na pocetku

istrazivanja
PD (mm) Variable I ~ Variable 2 RE (mm) Variable I ~ Variable 2
Mean 6,18375 6,47375 Mean 3,571875 3,378125
Variance 0,02705167 0,22845167 Variance 0,86698958 0,38750958
Observations 16 16 Observations 16 16
df 19 df 26
t Stat -2,2948785 t Stat 0,69193694
P(T<=t) 0,01665006 P(T<=t) 0,24755514
t Critical 1,72913281 t Critical 1,70561792
CAL (mm) Variable 1 ~ Variable 2 FMPS (%) Variable I  Variable 2
Mean 9,731875  9,8509375 Mean 63,138125  63,643125
Variance 0,94474958 0,64794073 Variance 121,564643 102,567396
Observations 16 16 Observations 16 16
df 29 df 30
t Stat -0,3773717 t Stat -0,1349272
P(T<=t) 0,35432256 P(T<=t) 0,44678534
t Critical 1,69912703 t Critical 1,69726089
FMBS (%) Variable I ~ Variable 2
Mean 54,330625 57,311875
Variance 269,653993  94,6902963
Observations 16 16
df 24
t Stat -0,6247444
P(T<=t) 0,26901679
t Critical 1,71088208

PD-dubina sondiranja; RE- recesija gingive; CAL-razina klini¢kog pricvrstka; FMPS-plak indeks;

FMBS- krvarenje pri sondiranju.
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Mikrobioloski profil u uzorcima sline na pocetku istrazivanja kod ispitivane skupine i kontrolne

skupine pokazuje razliku statisti¢ki bez znacaja za mikroorganizme PE, AA, FN, PL, i TF, dok je

razlika bila statisticki znacajna za PG (p=0,009) i TD (p=0,045).

Tablica 19. T-test mikrobioloSkog profila ispitivane skupine i kontrolne skupine na pocetku

istrazivanja
PE Variable 1 Variable 2 PG Variable 1 Variable 2
Mean 9533843,75 26097950 Mean 149906,25 286556,25
Variance 8,34298E+14 2,80413E+15 Variance 20088155292 27598933292
Observations 16 16 Observations 16 16
df 23 df 29
t Stat -1,098427369 t Stat -2,50304826
P(T<=t) 0,141692003 P(T<=t) 0,009098345
t Critical 1,713871528 t Critical o 1,699127027
AA Variable 1 Variable 2 D Variable 1 Variable 2
Mean 185018,75 186487,5 Mean 1581737,5 2262687,5
Variance 35630944292 17737678500 Variance 9,43949E+11 1,49894E+12
Observations 16 16 Observations 16 16
df 27 df 29
t Stat -0,025431084 t Stat -1,742703626
P(T<=t) 0,489949074 P(T<=t) 0,045990999
t Critical 1,703288446 t Critical 1,699127027
PE-Porphyromonas  endodontalis; PG-Porphyromonas  gingivalis;  AA-Aggregatibacter

actinomycetemcomitans, TD-Treponema denticola.
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Tablica 19. T-test mikrobioloSkog profila ispitivane skupine i kontrolne skupine na pocetku

istrazivanja ( nastavak tablice )

FN Variable 1 Variable 2 PI Variable 1 Variable 2
Mean 5852056,25 6663675 Mean 3041406,25 909587,5
Variance 6,39657E+13 6,0725E+13 Variance 5,54359E+13 8,03431E+11
Observations 16 16 Observations 16 16
df 30 df 15
t Stat 0,290733435 t Stat 1,13707762
P(T<=t) 0,38662784 P(T<=t) 0,136672396
t Critical 1,697260887 t Critical 1,753050356
TF Variable 1 Variable 2
Mean 3946018,75  3253712,5
Variance 2,96901E+13 1,2309E+13
Observations 16
df 26
t Stat 0,427305285
P(T<=t) 0,336337542
t Critical 1,70561792

FN-Fusobacterium nucleatum; PI-Prevotella intermedia; TF- Tannerella forsythia.

Koncentracija s-CRP-a u uzorcima sline je bila statisticko zna€ajno razli¢ita u odnosu na kontrolnu

skupinu (p=0,0005), dok su parametri oksidacijskoga stresa: 8-OHdG, MDA 1 SOD imali statisticki

beznacajnu vrijednost.
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Tablica 20. T-test s-CRP-a i parametara oksidacijskoga stresa ispitivane skupine i kontrolne

skupine na pocetku istrazivanja

s-CRP Variable I ~ Variable 2 8-0HdG (ng/ml) Variable I ~ Variable 2
Mean 6246,22192 3613,81268 Mean 3,043225  2,4753125
Variance 4401996,54 3969404 Variance 3,88367854 3,0982284
Observations 16 16 Observations 16 16
df 30 df 30
t Stat 3,63927051 t Stat 0,85971478
P(T<=t) one-tail 0,00050906 P(T<=t) one-tail 0,19838226
t Critical one-tail 1,69726089 t Critical one-tail 1,69726089
MDA (pmol/ml) Variable I ~ Variable 2 SOD(U/ml) Variable I ~ Variable 2
Mean 2,737015  2,05850625 Mean 0,49806875 0,5526625
Variance 3,00622529  2,2093188 Variance 0,08120502 0,18835289
Observations 16 16 Observations 16 16
df 29 df 26
t Stat 1,18840818 t Stat -0,4206074
P(T<=t) 0,12215703 P(T<=t) 0,33874902
t Critical 1,69912703 t Critical 1,70561792

s-CRP- salivarni C-reaktivni protein; 8-OHdG-8- hidroksideoksiguanozin; MDA-malondialdehid;

SOD-superoksid dismutaza.

4.6.2. T-test parodontoloskih parametara, mikrobioloskog profila, s-CRP-a i parametara

oksidacijskoga stresa ispitivane skupine i kontrolne skupine tri mjeseca nakon terapije

Rezultati istrazivanja pokazuju da tri mjeseca nakon terapije postoji statisti¢ki vrlo znacajna razlika

u vrijednostima klini¢kih parametara PD (p=2,33E-09) i FMBS (p=0,001), statisticki znacajna

razlika kod parametara RE (p=0,02) i CAL (p=0,01) kod ispitivane skupine i kontrolne skupine.

61



Zerina Hadzié. disertacija

Ne postoji statisticki znacajna razlika u vrijednosti klini¢kog parametra PI (p=0,05) kod ispitivane

skupine i kontrolne skupine tri mjeseca nakon terapije.

Tablica 21. T-test parodontoloskih parametara ispitivane skupine i kontrolne skupine tri mjeseca

nakon terapije

PD (mm) Variable 1 Variable 2 RE (mm) Variable I ~ Variable 2
Mean 5,040625 6,306875 Mean 3,990625 3,465
Variance 0,046272917 0,237609583 Variance 0,70469958 0,35324

Observations 16 16 Observations 16 16
df 21 df 27
t Stat -9,50626986 t Stat 2,04411616
P(T<=t) 2,33337E-09 P(T<=t) 0,02540388
t Critical 1,720742903 t Critical 1,70328845
CAL (mm) Variable 1 Variable 2 FMPS (%) Variable I ~ Variable 2
Mean 9,096982047 9,771470332 Mean 50,039375  55,965625
Variance 0,893554791 0,640434913 Variance 77,3043129 117,460253
Observations 16 16 Observations 16 16
df 29 df 29
t Stat -2,17832752 t Stat -1,698576
P(T<=t) 0,018827908 P(T<=t) 0,05005251
t Critical 1,699127027 t Critical 1,69912703
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Tablica 21. T-test parodontoloskih parametara ispitivane skupine i kontrolne skupine tri mjeseca

nakon terapije ( nastavak tablice )

FMBS (%) Variable 1 Variable 2
Mean 39,95375 52,87875
Variance 172,5785317 83,55197167
Observations 16 16
df 27
t Stat -3,23042670
P(T<=t) 0,001621162
t Critical 1,703288446

PD-dubina sondiranja; RE- recesija gingive; CAL-razina klini¢kog pri¢vrstka; FMPS-plak indeks;
FMBS- krvarenje pri sondiranju.

Mikrobioloski profil mikroorganizama u slini tri mjeseca nakon terapije pokazuje statisti¢ki vrlo
znacajnu razliku u vrijednostima kod ispitivane skupine i kontrolne skupine: PG (p=0,003), AA
(p=0,001), TD (p=6,713E-05), FN (p=0,004), PI (p=0,014) i TF (p=0,019). Rezultat je statisticki
bez znacaja za PE (p=0,08).
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Tablica 22. T-test mikrobioloSkog profila ispitivane skupine i kontrolne skupine tri mjeseca nakon

terapije
PE Variable 1 Variable 2 PG Variable 1 Variable 2
Mean 1059521,875 8000475 Mean 63660 180550
Variance 1,44525E+13 3,58796E+14 Variance 5014542707 18923038667
Observations 16 16 Observations 16 16
df 16 df 22
t Stat 1,437077232 t Stat 3,022019178
P(T<=t) 0,084981951 P(T<=t) 0,003133111
t Critical 1,745883676 t Critical 1,717144374
AA Variable 1 Variable 2 D Variable 1 Variable 2
Mean 40784,375 191962,5 Mean 177964,375 2008000
Variance 2650354960 29513543833 Variance 46287224173 2,10806E+12
Observations 16 16 Observations 16 16
df 18 df 16
t Stat -3,3718217 t Stat -4,98725098
P(T<=t) 0,00169847 P(T<=t) 6,71388E-05
t Critical 1,73406361 t Critical 1,745883676
FN Variable 1 Variable 2 PI Variable 1 Variable 2
Mean 383198,125 9554125 Mean 57154,375 751212,5
Variance 81337085523 1,54675E+14 Variance 16889652213 1,31623E+12
Observations 16 16 Observations 16
df 15 df
t Stat -2,94882355 t Stat -2,40448018
P(T<=t) 0,004978601 P(T<=t) 0,014782422
t Critical 1,753050356 t Critical 1,753050356
PE-Porphyromonas  endodontalis; PG-Porphyromonas  gingivalis;  AA-Aggregatibacter
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actinomycetemcomitans, TD-Treponema denticola; FN-Fusobacterium nucleatum,; Pl-Prevotella

intermedia.

Tablica 22. T-test mikrobioloSkog profila ispitivane skupine i kontrolne skupine tri mjeseca nakon

terapije ( nastavak tablice )

TF Variable 1 Variable 2
Mean 101338,125  3978131,25
Variance 10978480376 4,68577E+13
Observations 16 16
df 15
t Stat -2,26511966
P(T<=t) 0,019372545
t Critical 1,753050356

TF- Tannerella forsythia.

Ne postoji statisticki znacajna razlika u koncentraciji s-CRP-a u slini kod ispitivane skupine i
kontrolne skupine tri mjeseca nakon terapije (p=0,29). Statisticki visoka znacajna razlika postojala
je kod koncentracije parametra oksidacijskog stresa SOD (p=0,007), dok rezultat nije bio statisticki
znacajan za parametre 8-0HAG (p=0,31) i MDA (p=0,47).
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Tablica 23. T-test s-CRP-a i parametara oksidacijskoga stresa ispitivane skupine i kontrolne

skupine tri mjeseca nakon terapije

s-CRP Variable 1 Variable 2 8-0HAG (ng/ml) Variable 1 Variable 2
Mean 2760,756875 3056,611469 Mean 1,5761625 1,814625
Variance 1228288,528 3227464,539 Variance 1,249390321 2,497346578
Observations 16 16 Observations 16 16
df 25 df 27
t Stat -0,56063183 t Stat -0,49278047
P(T<=t) 0,290019416 P(T<=t) 0,313075757
t Critical 1,708140761 t Critical 1,703288446
MDA (pmol/ml) Variable 1 Variable 2 SOD(U/ml) Variable 1 Variable 2
Mean 1,7595125  1,78878125 Mean 0,150025 0,58771875
Variance 2,505991587 1,584074366 Variance 0,055064607 0,382431532
Observations 16 16 Observations 16 16
df 29 df 19
t Stat -0,0578894 t Stat -2,64693468
P(T<=t) 0,477116891 P(T<=t) 0,007952569
t Critical 1,699127027 t Critical 1,729132812

s-CRP- salivarni C-reaktivni protein; 8-OHdG-8- hidroksideoksiguanozin; MDA-malondialdehid;

SOD-superoksid dismutaza.

4.7. T-test za srednje vrijednosti uparenih dvaju uzorka

4.7.1. T-test parodontoloSkih parametara, mikrobioloSkog profila, s-CRP-a i parametara

oksidacijskoga stresa ispitivane skupine na pocetku istraZivanja i tri mjeseca nakon terapije

Rezultati t-testa za sve klinicke parametre PD, RE, CAL, FMPS i FMBS, za ispitivanu skupinu na

pocetku istrazivanja i tri mjeseca nakon terapije su statisti¢ki vrlo znacajni: PD (p=4,62E-14), RE
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(p=2,08E-05), CAL (p=4,22E-05), PI (p=1,75E-06), i BOP (p=3,86E-08).

Tablica 24. T-test parodontoloskih parametara ispitivane skupine na pocetku istrazivanja i tri

mjeseca nakon terapije

PD (mm) Variable 1 Variable 2 RE (mm) Variable 1 Variable 2
Mean 6,18375 5,040625 Mean 3,571875 3,990625
Variance 0,027051667 0,046272917 Variance 0,866989583 0,704699583
Observations 16 16 Observations 16 16
Pearson Correlation  0,580856677 Pearson Correlation  0,950243552
df 15 df 15
t Stat 25,47248353 t Stat 5,705569086
P(T<=t) 4,62571E-14 P(T<=t) 2,08257E-05
t Critical 1,753050356 t Critical 1,753050356
CAL (mm) Variable 1 Variable 2 FMPS (%) Variable 1 Variable 2
Mean 9,731875  9,096982047 Mean 63,138125 50,039375
Variance 0,944749583 0,893554791 Variance 121,5646429 77,30431292
Observations 16 16 Observations 16 16
Pearson Correlation  0,876743085 Pearson Correlation  0,746466383
df 15 df 15
t Stat 5,327799631 t Stat 7,120619584
P(T<=t) 4,22357E-05 P(T<=t) 1,75147E-06
t Critical 1,753050356 t Critical 1,753050356

PD-dubina sondiranja; RE- recesija gingive; CAL-razina klini¢kog pri¢vrstka; FMPS-plak indeks.
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Tablica 24. T-test parodontoloskih parametara ispitivane skupine na pocetku istrazivanja i tri

mjeseca nakon terapije ( nastavak tablice )

FMBS (%) Variable 1 Variable 2
Mean 54,330625 39,95375
Variance 269,6539929 172,5785317
Observations 16 16
Pearson Correlation  0,943083066
df 15
t Stat 9,673289789
P(T<=t) 3,8609E-08
t Critical 1,753050356

FMBS- krvarenje pri sondiranju.

Rezultati t-testa za mikrobioloski profil kod ispitivane skupine na poc€etku istrazivanja i tri mjeseca
nakon terapije su statisticki vrlo znacajni za PG (p=0,0008), AA (p=0,001), TD (p=5,73E-06), FN
(p=0,006), TF (p=0,006), a statisticki bez znacaja za PE (p=0,09) i PI (p=0,06).

Tablica 25. T-test mikrobioloskog profila ispitivane skupine na pocetku istrazivanja i tri mjeseca

nakon terapije

PE Variable 1 Variable 2 PG Variable 1 Variable 2
Mean 9533843,75  1059521,875 Mean 149906,25 63660
Variance 8,34298E+14 1,44525E+13 Variance 20088155292 5014542707
Observations 16 16 Observations 16 16
Pearson Correlation  0,969457009 Pearson Correlation  0,846747372
df 15 df 15
t Stat 1,344280459 t Stat 3,831793932
P(T<=t) 0,099418262 P(T<=t) 0,000816778
t Critical 1,753050356 t Critical 1,753050356

PE-Porphyromonas endodontalis;, PG-Porphyromonas gingivalis.
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Tablica 25. T-test mikrobioloskog profila ispitivane skupine na pocetku istrazivanja i tri mjeseca

nakon terapije ( nastavak tablice )

AA Variable 1 Variable 2 D Variable 1 Variable 2
Mean 185018,75 40784,375 Mean 1581737,5 177964,375
Variance 35630944292 2650354960 Variance 9,43949E+11 46287224173
Observations 16 16 Observations 16 16
Pearson Correlation 0,70868321 Pearson Correlation  0,540719184
df 15 df 15
t Stat 3,685340318 t Stat 6,423289611
P(T<=t) 0,001102148 P(T<=t) 5,73254E-06
t Critical 1,753050356 t Critical 1,753050356
FN Variable 1 Variable 2 PI Variable 1 Variable 2
Mean 5852056,25  383198,125 Mean 3041406,25 57154,375
Variance 6,39657E+13 81337085523 Variance 5,54359E+13 16889652213
Observations 16 16 Observations 16 16
Pearson Correlation  0,518005095 Pearson Correlation  0,506314415
df 15 df 15
t Stat 2,785290838 t Stat 1,61735346
P(T<=t) 0,006932493 P(T<=t) 0,063316605
t Critical 1,753050356 t Critical 1,753050356
TF Variable 1 Variable 2
Mean 3946018,75  101338,125
Variance 2,96901E+13 10978480376
Observations 16 16
Pearson Correlation  0,557624363
df 15
t Stat 2,852591354
P(T<=t) 0,006051436
t Critical 1,753050356
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AA-Aggregatibacter actinomycetemcomitans; TD-Treponema denticola; FN-Fusobacterium

nucleatum; PI-Prevotella intermedia; TF- Tannerella forsythia.

Statisticki vrlo znacajni rezultati dobiveni su kod koncentracije CRP-a u slini kod ispitivane

skupine na pocetku istrazivanja i tri mjeseca nakon terapije (p=1,25E-08), te za sva tri promatrana

parametra oksidacijskoga stresa: 8-OHdG (p=1,45E-05), MDA (p=3,22E-05), i SOD (p=8,44E-

06).

Tablica 26. T-test s-CRP-a i parametara oksidacijskoga stresa ispitivane skupine na pocetku

istrazivanja i tri mjeseca nakon terapije

s-CRP Variable 1 Variable 2 8-0HdAG (ng/ml) Variable 1 Variable 2
Mean 6246,221919 2760,756875 Mean 3,043225 1,5761625
Variance 4401996,54 1228288,528 Variance 3,883678545 1,249390321
Observations 16 16 Observations 16 16
Pearson Correlation  0,833787872 Pearson Correlation  0,940533829
df 15 df 15
t Stat 10,53091566 t Stat 5,899319045
P(T<=t) 1,2597E-08 P(T<=t) 1,45994E-05
t Critical 1,753050356 t Critical 1,753050356
MDA (pmol/ml) Variable 1 Variable 2 SOD(U/ml) Variable 1 Variable 2
Mean 2,737015 1,7595125 Mean 0,49806875 0,150025
Variance 3,006225292  2,505991587 Variance 0,081205017 0,055064607
Observations 16 16 Observations 16 16
Pearson Correlation 091111633 Pearson Correlation 0,642345279
Hypothesized Mean Hypothesized Mean
Difference 0 Difference 0
df 15 df 15
t Stat 5,471519304 t Stat 6,203512739
P(T<=t) 3,22022E-05 P(T<=t) 8,44572E-06
t Critical 1,753050356 t Critical 1,753050356

s-CRP- salivarni C-reaktivni protein; 8-OHdG-8- hidroksideoksiguanozin; MDA-malondialdehid;
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SOD-superoksid dismutaza.

4.7.2. T-test parodontoloSkih parametara, mikrobioloSkog profila, s-CRP-a i parametara

oksidacijskoga stresa kontrolne skupine na pocetku istraZivanja i tri mjeseca nakon terapije

Rezultati t-testa parodontoloskih parametara za kontrolnu skupinu statisti¢ki su vrlo znacajni za

PD (p=0,001), RE (p=0,001), FMPS (p=0,00017) i FMBS (p=0,005), dok su za CAL (p=0,02)

statisticki znacajni.

Tablica 27. T-test parodontoloskih parametara kontrolne skupine na pocetku istrazivanja i tri

mjeseca nakon terapije

PD (mm) Variable I ~ Variable 2 RE (mm) Variable I  Variable2
Mean 6,47375 6,306875 Mean 3,378125 3,465
Variance 0,22845167 0,23760958 Variance 0,38750958 0,35324
Observations 16 16 Observations 16 16
Pearson Correlation 0,92677746 Pearson Correlation 0,98725631
df 15 df 15
t Stat 3,60892102 t Stat -3,436904
P(T<=t) 0,00128903 P(T<=t) 0,00183457
t Critical 1,75305036 t Critical 1,75305036
CAL (mm) Variable I ~ Variable 2 FMPS (%) Variable I ~ Variable 2
Mean 9,8509375 9,77147033 Mean 63,643125  55,965625
Variance 0,64794073 0,64043491 Variance 102,567396 117,460253
Observations 16 16 Observations 16 16
Pearson Correlation 0,98430449 Pearson Correlation 0,79995003
df 15 df 15
t Stat 2,23412643 t Stat 4,60775797
P(T<=t) 0,02056087 P(T<=t) 0,00017084
t Critical 1,75305036 t Critical 1,75305036

PD-dubina sondiranja; RE- recesija gingive; CAL-razina klini¢kog pri¢vrstka; FMPS-plak indeks.

71



Zerina Hadzié. disertacija

Tablica 27. T-test parodontoloskih parametara kontrolne skupine na pocetku istrazivanja i tri

mjeseca nakon terapije ( nastavak tablice )

FMBS (%) Variable I ~ Variable 2
Mean 57,311875  52,87875
Variance 94,6902963 83,5519717
Observations 16 16
Pearson Correlation 0,79547953
df 15
t Stat 2,92584828
P(T<=t) 0,00521645
t Critical 1,75305036

FMBS- krvarenje pri sondiranju.

Rezultati t-testa za mikrobioloski profil kod kontrolne skupine statisticki su vrlo znacajni za PG
(p=0,0004), 1 statisticki znacajni za FN (p=0,03). Rezultati nisu statisticki znac¢ajni za PE (p=0,06),
AA (p=0,43), TD (p=0,18), PI (p=0,18) i TF (p=0,29).

Tablica 28. T-test mikrobioloskoga profila kontrolne skupine na pocetku istrazivanja i tri mjeseca

nakon terapije

PE Variable 1 Variable 2 PG Variable 1 Variable 2
Mean 26097950 8000475 Mean 286556,25 180550
Variance 2,80413E+15 3,58796E+14 Variance 27598933292 18923038667
Observations 16 16 Observations 16 16
Pearson Correlation  0,550085376 Pearson Correlation  0,787511953
df 15 df 15
t Stat 1,595174059 t Stat 4,13253701
P(T<=t) 0,065761177 P(T<=t) 0,000442945
t Critical 1,753050356 t Critical 1,753050356

PE-Porphyromonas endodontalis;, PG-Porphyromonas gingivalis.
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Tablica 28. T-test mikrobioloskoga profila kontrolne skupine na pocetku istrazivanja i tri mjeseca

nakon terapije ( nastavak tablice )

AA Variable 1 Variable 2 D Variable 1 Variable 2
Mean 186487,5 191962,5 Mean 2262687,5 2008000
Variance 17737678500 29513543833 Variance 1,49894E+12 2,10806E+12
Observations 16 16 Observations 16 16
Pearson Correlation  0,663011115 Pearson Correlation  0,665211697
df 15 df 15
t Stat -0,16840365 t Stat 0,914111709
P(T<=t) 0,434257729 P(T<=t) 0,187559208
t Critical 1,753050356 t Critical 1,753050356
FN Variable 1 Variable 2 PI Variable 1 Variable 2
Mean 6663675 9554125 Mean 909587,5 751212,5
Variance 6,0725E+13 1,54675E+14 Variance 8,03431E+11 1,31623E+12
Observations 16 16 Observations 16 16
Pearson Correlation  0,921272033 Pearson Correlation  0,805853322
df 15 df 15
t Stat -1,90516253 t Stat 0,931753102
P(T<=t) 0,038056204 P(T<=t) 0,183109717
t Critical 1,753050356 t Critical 1,753050356
TF Variable 1 Variable 2
Mean 3253712,5  3978131,25
Variance 1,2309E+13  4,68577E+13
Observations 16 16
Pearson Correlation  0,659274974
df 15
t Stat 0,552561455
P(T<=t) 0,294351887
t Critical 1,753050356
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AA-Aggregatibacter actinomycetemcomitans; TD-Treponema denticola; FN-Fusobacterium

nucleatum; PI-Prevotella intermedia; TF- Tannerella forsythia;

Rezultati t-testa statisticki su vrlo znacajni kod kontrolne skupine za s-CRP (p=0,001), kao i za

parametar oksidacijskoga stresa 8-OHdAG (p=0,0008). Rezultati su statisticki znacajni za parametar

oksidacijskoga stresa MDA (p=0,04), dok za tre¢i promatrani parametar oksidacijskoga stresa

SOD, rezultati nisu statisticki znacajni (p=0,36).

Tablica 29. T-test s-CRP-a i parametara oksidacijskoga stresa kontrolne skupine na pocetku

istrazivanja i tri mjeseca nakon terapije

s-CRP Variable I ~ Variable 2 8-0HdAG (ng/ml) Variable I ~ Variable 2
Mean 3613,81268 3056,61147 Mean 2,4753125  1,814625
Variance 3969404  3227464,54 Variance 3,0982284  2,49734658
Observations 16 16 Observations 16 16
Pearson Correlation 0,95282922 Pearson Correlation 0,92075825
df 15 df 15
t Stat 3,63468678 t Stat 3,84180866
P(T<=t) 0,00122271 P(T<=t) on 0,00080024
t Critical 1,75305036 t Critical 1,75305036
MDA (pmol/ml) Variable I ~ Variable 2 SOD(U/ml) Variable I ~ Variable 2
Mean 2,05850625 1,78878125 Mean 0,5526625 0,58771875
Variance 2,2093188  1,58407437 Variance 0,18835289 0,38243153
Observations 16 16 Observations 16 16
Pearson Correlation 0,92008668 Pearson Correlation 0,75405053
df 15 df 15
t Stat 1,82138778 t Stat -0,3441394
P(T<=t) 0,04427505 P(T<=t) 0,36775921
t Critical 1,75305036 t Critical 1,75305036

s-CRP- salivarni C-reaktivni protein; 8-OHdG-8- hidroksideoksiguanozin; MDA-malondialdehid;

SOD-superoksid dismutaza.
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4.8. Parodontoloski parametri, mikrobioloski profil, s-CRP i parametri oksidacijskoga

stresa kod puSaca i nepusaca

4.8.1. Parodontoloski parametri, mikrobioloski profil, s-CRP i parametri oksidacijskoga

stresa kod nepusaca u ispitivanoj skupini na pocetku istraZivanja i tri mjeseca nakon terapije

Kod nepusaca iz ispitivane skupine tri mjeseca nakon provedene supragingivne i subgingivne

terapije nalazimo statisticki visoko znacajno smanjenje svih promatranih klinickih parametara

osim parametra RE, gdje je zabiljezeno statisticki vrlo znacajno povecanje (p=0,007) i vrlo

znacajno poboljSanje kod s-CRP i parametara oksidacijskoga stresa. U mikrobioloskom profilu

doslo je do znac¢ajnog sniZenja vrijednosti bakterija PG, AA 1 TD, dok za ostale mikroorganizme

nije uocena statisticki znac¢ajno smanjenje broja mikroorganizama u slini.

Tablica 30. Parametri kod nepusaca u ispitivanoj skupini na pocetku istrazivanja i 3 mjeseca nakon

terapije
" TIspitivana skupina nepuadi—  Mean-I spi1 Mean-IT | sl p
I'i Il mjerenje mjerenje mjerenje mjerenje mjerenje vrijednost
Dubina sondiranja (PD) (mm) 6,14 0,09 5,04 0,16 2,73E-07
Recesija gingive (RE) (mm) 3,57 0,93 3,91 0,86 0.007
Razina klinickog pri¢vrstka
(CAL) (Ignﬁl) 9,65 0,99 8,96 1,06 0.004
FMPS (%) 65,18 9,55 5321 8,74 0.003
FMBS (%) 61,83 9,12 46,66 9,51 4,88E-07
CRP(pg/ml) 4.813,77 1.925,97 2.413,15 136943 4,16E-05
~ 8-0HdG (ng/m) 222 1,51 1,05 0,65 0.004
MDA (pmol/ml) 1,31 0,91 0,44 0,38 0.003
SOD(U/ml) 0,32 0,15 0,06 0,05 0.0006
7 pE 18.620.562,50 39.981.79044  2.010.619  5374.145  0.10
PG 136.075,00  146.991,43 69.359 80.409 0.02
AA 149.275,00  140.287,49 23.378 32.721 0.01
D 1.392.100  1.161.884,07 231.504 257.076  0.006
FN 6.467.350  9.378.887,09 319.859 218.807 0.05
PI 3.812.262,50  9.120.682.21 106.953 174.484 0.14
TF 3.818.887,50  5.603.903,26 102.765 52.530 0.05
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PE-Porphyromonas  endodontalis; PG-Porphyromonas  gingivalis;  AA-Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, TD-Treponema denticola; FN-Fusobacterium nucleatum,; Pl-Prevotella
intermedia; TF- Tannerella forsythia; s-CRP- salivarni C-reaktivni protein; 8-OHdG-8-
hidroksideoksiguanozin; MDA-malondialdehid; SOD-superoksid dismutaza; Mean-aritmeticka

sredina; SD-standardna devijacija.

4.8.2. Parodontoloski parametri, mikrobioloski profil, s-CRP i parametri oksidacijskoga

stresa kod puSaca u ispitivanoj skupini na pocetku istrazZivanja i tri mjeseca nakon terapije

Kod pacijenata pusaca iz ispitivane skupine tri mjeseca nakon provedene terapije doslo je do
statisti¢ki vrlo znacajnog poboljSanja svih promatranih klini¢kih parodontoloskih parametara osim
parametra RE, gdje je zabiljeZeno statisticki vrlo znacajno povecanje (p=0,0009), i vrlo znacajno
poboljsanje s-CRP-a, te parametara oksidacijskog stresa: 8-OHdG, MDA i SOD. U
mikrobioloSkom profilu nakon terapije nalazimo statisticki visoko znafajno smanjenje broja
mikroorganizama PG, TD, te statisticki znacajno smanjenje broja AA, FN i1 TF. Kod

mikroorganizama PE i PI rezultat nije statisticki znac¢ajan.
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Tablica 31. Parametri kod pusaca u ispitivanoj skupini na poc€etku istrazivanja i 3 mjeseca nakon

terapije

Ispitivana skupina pusaci — Mean-1 SD-I Mean-I1 SD-I1 p
Ii Il mjerenje mjerenje mjerenje mjerenje mjerenje vrijednost
Dubina sondiranja (PD) 6,23 021 5,04 0,27 1,59E-07
(mm)
Recesija gingive (RE) (mm) 3,58 0,99 4,07 0,87 0.0009
Razina klinickog pri¢vrstka
(CAL) (mm) 9,81 1,01 9,23 0,87 0.003
FMPS (%) 61,09 12,64 46,87 8,14 0.0001
FMBS (%) 46,83 19,14 33,25 13,29 0.001
CRP(pg/ml) . 7.67867 101657 310837 69321 _  6I17E-08
8-0HdG (ng/ml) 3,87 2,12 2,10 1,27 0.0009
MDA (pmol/ml) 4,17 0,96 3,08 I,11 0.003
SOD(U/mI) (068 ! 028 _ ___{ 024 _ ___ 031 _ ___ 0.001 _
PE 447.125,00 714.378,63 108.425 143.464 0.07
PG 163.738,00 144.921,71 57.961 64.851 0.01
AA 220.763,00 231.843,01 58.191 62.579 0.02
TD 1.771.375 768.488,49 124.425 162.932 0.0002
FN 5.236.763 6.945.539,98 446.538 342.414 0.04
PI 2.270.550,00  5.852.025,49 7.356 8.910 0.15
e TF 407315000 567283565 99911 144,088 004 __
PE-Porphyromonas  endodontalis; PG-Porphyromonas  gingivalis;  AA-Aggregatibacter

actinomycetemcomitans, TD-Treponema denticola; FN-Fusobacterium nucleatum,; Pl-Prevotella
intermedia; TF- Tannerella forsythia; s-CRP- salivarni C-reaktivni protein; 8-OHdG-8-
hidroksideoksiguanozin; MDA-malondialdehid; SOD-superoksid dismutaza; Mean-aritmeticka

sredina; SD-standardna devijacija.

4.8.3. T-test za parodontoloSke parametre, mikrobioloski profil, s-CRP i parametre

oksidacijskoga stresa kod nepusaca i puSaca u ispitivanoj skupini
T-testom je izvrSena usporedba promatranih parametara izmedu nepusSaca i puSaca na pocetku
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istrazivanja 1 3 mjeseca nakon provedene terapije. Na pocetku istrazivanja postojala je statisticki
znacajna razlika u vrijednostima parametara FMBS (p=0,03) sa zna¢ajno viSim vrijednostima
FMBS kod nepusaca u skupini ispitanika, a tri mjeseca nakon provedene terapije rezultat je takoder
statistiCki znacajna za ovaj parametar (p=0,02) sa FMBS kod nepusaca 46,66 = 9,51, a kod pusaca
33,25 £ 13,29. Na pocetku istrazivanja postojala je statisticki vrlo znacajna razlika u koncentraciji
CRP-a u slini (p=0,004) sa znacajno visim koncentracijama kod pusSaca (7.678,67 £ 1.016,57
pg/ml) u odnosu na nepusace (4.813,77 + 1.925,97 pg/ml). Znacajno vise koncentracije MDA
(p=0,0001) 1 SOD (p=0,01) bile su kod pusaca u odnosu na nepusace na pocetku istrazivanja u
skupini ispitanika te znacajno viSe koncentracije 8-OHdG 1 MDA tri mjeseca nakon provedene

terapije.

Tablica 32. T-test za parodontoloske parametre, mikrobioloski profil, s-CRP i parametre

oksidacijskoga stresa kod nepusaca i pusaca u ispitivanoj skupini

p-1 p-2
Dubina sondiranja (PD) (mm) 0.07 0.44
Recesija gingive (RE) (mm) 0.49 0.39
Razina klini¢kog pri¢vrstka (CAL) (mm) 0.38 0.31
Plak indeks (FMPS)(%) 0.24 0.09
Krvarenje pri sondiranju (FMBS)(%) 0.03 0.02
CRP(pg/ml) 0.004 _ 014
8-0HdG (ng/ml) 0.06 0.04
MDA (pmol/ml) 0.0001 0.0002
SOD(U/ml) 0.01 007
PE 0.12 0.17
PG 0.13 0.31
AA 0.11 0.04
TD 0.21 0.10
FN 0.38 0.14
PI 0.36 0.07
TF 0.28 0.05

p-1: p vrijednosti t-testa za nepusace i pusace u ispitivanoj skupini na pocetku istraZivanja

p-2: p vrijednosti t-testa za nepuSace i puSae u ispitivanoj skupini tri mjeseca nakon

provedene terapije
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PE-Porphyromonas  endodontalis; PG-Porphyromonas  gingivalis;  AA-Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, TD-Treponema denticola; FN-Fusobacterium nucleatum,; Pl-Prevotella
intermedia; TF- Tannerella forsythia; s-CRP- salivarni C-reaktivni protein; 8-OHdG-8-
hidroksideoksiguanozin; MDA-malondialdehid; SOD-superoksid dismutaza; Mean-aritmeticka

sredina; SD-standardna devijacija.

4.8.4. Parodontoloski parametri, mikrobioloski profil, s-CRP i parametri oksidacijskoga

stresa kod nepuSaca u kontrolnoj skupini na pocetku istraZivanja i tri mjeseca nakon terapije

U kontrolnoj skupini kod nepusaca tri mjeseca nakon provedene supragingivne parodontoloske
terapije doSlo je do statisticki vrlo znacajnog poboljSanja klinickih parametara PD, FMPS, i
statistiCki znacajnog poboljSanja kod parametara CAL i FMBS. Vrijednost klini¢koga parametra
RE je bila staticki znacajno visa (p=0,01). Vrijednosti koncentracije parametra oksidacijskoga
stresa 8-OHdAG bile su znacajno nize nakon provedene terapije (p=0,01). U mikrobioloSkom profilu

vrlo znac¢ajno je smanjen broj PG (p=0,004), i znacajno smanjen broj TD (p=0,03) i FN (p=0,04).
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Tablica 33. Parodontoloski parametri, mikrobioloski profil, s-CRP i parametri oksidacijskoga

stresa kod nepuSaca u kontrolnoj skupini na poc€etku istrazivanja i tri mjeseca nakon terapije

Kontrolna skupina nepusaci — Mean-I SD-1 Mean-I1 SD-11 p
Ii Il mjerenje mjerenje mjerenje mjerenje mjerenje vrijednost
Dubina sondiranja (PD) (mm) 6,45 0,41 6,2213 0,4 0.003
Recesija gingive (RE) (mm) 3,14 0,58 3,2713 0,59 0.01
Razina i‘ggiﬁl)“(’i%iémtka 9,59 0,77 9,4920 0,71 0.04
Plak indeks (FMPS )(%) 61,73 7,48 52,2225 5,55 0.001
Krvare(‘;i&%rsi)iﬂ/‘;;“m“j“ 58,72 9,49 52,5350 7,12 0.03
CRP(pg/ml) 2.467,38 994,34 2.146 578,82 0.14
 SOHAG(gm) 153 ns o 09599 071 001
MDA (pmol/ml) 1,2244 0,90 1,0468 0,58 0.23
SOD(U/ml) 0,16 0,12 0,2058 0,18 0.12
-k 50.902262,50 6783240859 14966213 25637940 007
PG 290.000 157.205,82 162.438 128.851 0.004
AA 208.375,00 108.557,10 196.325 131294,2143 0.41
TD 2.290.750 950.433,40 1.791.900  649.284,46 0.03
FN 8.658.250 9.075.669,13  10.892.000 11.387.767,64 0.04
PI 764.587,50 1.006.072,09 722.050 1.323.497,35 0.45
TF 2.639.012,50  3.638.756,20  4.647.875  9.592.114,35 0.19

PE-Porphyromonas  endodontalis;  PG-Porphyromonas  gingivalis;  AA-Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, TD-Treponema denticola; FN-Fusobacterium nucleatum,; Pl-Prevotella
intermedia; TF- Tannerella forsythia; s-CRP- salivarni C-reaktivni protein; 8-OHdG-8-
hidroksideoksiguanozin; MDA-malondialdehid; SOD-superoksid dismutaza; Mean-aritmeticka

sredina; SD-standardna devijacija.
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4.8.5. Parodontoloski parametri, mikrobioloski profil, s-CRP i parametri oksidacijskoga

stresa kod pusaca u kontrolnoj skupini na pocetku istraZivanja i tri mjeseca nakon terapije

Rezultati pokazuju da je 3 mjeseca nakon terapije kod puSaca u kontrolnoj skupini znacajno
povisSen klini¢ki parametar RE (p=0,03), a vrijednosti FMPS i FMBS statisticki su zna¢ajno niZe.
Vrijednost koncentracije salivarnog CRP-a je statisticki vrlo zna€ajno niza nakon provedene
terapije (p=6,73E-05), kao 1 koncentracija parametra oksidacijskoga stresa 8-OHdG. U
mikrobioloskom profilu uo€eno je znacajno smanjenje broja mikroorganizama PG, dok za ostale

mikroorganizme rezultati nisu statisticki znacajni.
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Tablica 34. Parodontoloski parametri, mikrobioloski profil, s-CRP i parametri oksidacijskoga

stresa kod puSaca u kontrolnoj skupini na pocetku istrazivanja i tri mjeseca nakon terapije

Kontrolna skupina pusaci — Mean-I SD-I Mean-I1 SD-11 p
Ii Il mjerenje mjerenje mjerenje mjerenje mjerenje vrijednost
Dubina sondiranja (PD) (mm) 6,4988 0,57 6,3925 0,57 0.07
Recesija gingive (RE) (mm) 3,61 0,60 3,6588 0,57 0.03
Razina klini¢kog pricvrstka
(CAL) (mm) 10,11 0,80 10,0509 0,83 0.15
Plak indeks (FMPS)(%) 65,55 12,47 59,7088 13,74 0.02
Krvarenje pri sondiranju
(FMBS)(%) 55,90 10,41 53,2225 11,32 0.02
CRP(pg/ml) 4.760,24 2.124,39 3967,3559  2164,5022 6,73E-05
8-0HdG (ng/ml) 3,42 1,80 2,6694 1,78 0.01
SOD(U/ml) 0,94 0,19 0,9697 0,67 0.45
PE 1293638  1.144.860,32  1.034.738 798.845 0.18
PG 283113 185.471,82 198.663 152.306 0.02
AA 164.600 158.523,39 187.600  214386,6534 0.27
TD 2.234.625  1.518.843,35 2.224.100 1.997.240,56 0.49
FN 4.669.100  6.218.033,26 8.216.250 14.059.668,69 0.13
PI 1.054.587,50  813.264,25 780.375 1.032.910,75 0.06
B LI A0 ggpypsy RS 27STHL 03
PE-Porphyromonas  endodontalis; PG-Porphyromonas  gingivalis;  AA-Aggregatibacter

actinomycetemcomitans, TD-Treponema denticola; FN-Fusobacterium nucleatum,; Pl-Prevotella

intermedia; TF- Tannerella forsythia; s-CRP- salivarni C-reaktivni protein; 8-OHdG-8-

hidroksideoksiguanozin; MDA-malondialdehid; SOD-superoksid dismutaza; Mean-aritmeticka

sredina; SD-standardna devijacija.
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4.8.6. T-test za parodontoloSske parametre, mikrobiolos§ki profil, s-CRP i parametre

oksidacijskoga stresa kod nepusaca i puSaca u kontrolnoj skupini

T-testom je izvrSena usporedba promatranih parametara izmedu nepusSaca i1 puSaca na pocetku
istrazivanja 1 tri mjeseca nakon provedene terapije u kontrolnoj skupini. Na pocetku istrazivanja
postojala je statisticki vrlo znacajna razlika u koncentraciji CRP-a u slini (p=0,005) sa znacajno
viSim koncentracijama kod pusaca (4.760,24 + 2.124,39 pg/ml) u odnosu na nepusace (2.467,38 £
994,34pg/ml), te tri mjeseca nakon provedene terapije (p=0,01), gdje su kod pusaca i dalje bile
prisutne viSe koncentracije u odnosu na nepusace. Znacajno viSe koncentracije svih parametara
oksidacijskoga stresa bile su kod pusaca na pocetku istrazivanja u odnosu na nepusace, kao 1 tri

mjeseca nakon provedene terapije.

Tablica 35. T-test za parodontoloske parametre, mikrobioloski profil, s-CRP i parametre

oksidacijskog stresa kod nepusaca i pusaca u kontrolnoj skupini

p-1 p-2

Dubina sondiranja (PD) (mm) 0.41 0.24
Recesija gingive (RE) (mm) 0.09 0.11
}i‘;z;l)la klinickog pricvrstka (CAL) 0.10 0.08
Plak indeks (FMPS )(%) 0.14 0.05

Krvarenje pri sondiranju

(FMES) (J%l)’ ) 0.18 0.43
_CRP(pg/mp 0.005 0.01
8-0HdG (ng/ml) 0.003 0.008
MDA (pmol/ml) 0.002 0.009
SOD(U/ml) 4,04E-07 0.004
PE 0.04 0.08

PG 0.47 0.31

AA 0.19 0.45

TD 0.47 0.30

FN 0.14 0.28

PI 0.26 0.45

TF 0.27 0.33

p-1: p vrijednosti t-testa za nepusace i pusace u kontrolnoj skupini na pocetku istraZivanja
p-2: p vrijednosti t-testa za nepusace i pusSace u kontrolnoj skupini tri mjeseca nakon
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provedene terapije

PE-Porphyromonas  endodontalis; PG-Porphyromonas  gingivalis;  AA-Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, TD-Treponema denticola; FN-Fusobacterium nucleatum,; Pl-Prevotella
intermedia; TF- Tannerella forsythia; s-CRP- salivarni C-reaktivni protein; 8-OHdG-8-
hidroksideoksiguanozin; MDA-malondialdehid; SOD-superoksid dismutaza; Mean-aritmeticka

sredina; SD-standardna devijacija.

4.9. Korelacija parodontoloskih parametara, mikrobiolo§kog profila, s-CRP-a i parametara

oksidacijskoga stresa u ispitivanoj i kontrolnoj skupini pomoc¢u izvedenih delta (A) varijabli

Uporabom Amean izvedenih varijabli za parodontoloske parametre, mikrobioloski profil, s-CRP i
parametre oksidacijskoga stresa u korelaciji parametara ispitivane skupine i kontrolne skupine,
dobiveni su statisti¢ki visoko znacajni rezultati za parodontoloske parametre: PD, RE, CAL i

FMBS. U vrijednostima parametra FMPS postojala je statisticki znacajna razlika.

Statisticki visoko znacajni rezultati takoder su bili za mikroorganizme AA, TD, FN, a statisticki
znacajna razlika bila je prisutna kod TF. Rezultati nisu statisti¢ki znacajni za parametre PE, PG i
PI. Dobiveni rezultati pokazali su statisticki vrlo zna¢ajnu razliku u vrijednostima koncentracija s-
CRP i parametara oksidacijskoga stresa (8-OHdG, MDA, SOD) izmedu ispitivane skupine 1

kontrolne skupine na zavrSetku istraZivanja upotrebom Amean vrijednosti ovih varijabli.
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Tablica 36. Korelacija parodontoloskih parametara, mikrobioloSkog profila, s-CRP-a i parametara

oksidacijskoga stresa u ispitivanoj i kontrolnoj skupini pomocu izvedenih delta (A) varijabli

ISPITIVANA SKUPINA KONTROLNA SKUPINA .
, : p vrijednost
AMean AMedian AMean AMedian
PD -1,14 - 1,07 -0,17 - 0,05 <0,001
RE 0,42 0,39 0,09 0,05 <0,001
CAL -0,63 - 0,78 - 0,08 -0,14 <0,001
FMPS - 13,10 - 15,92 - 7,68 - 8,10 0,031
FMBS - 14,38 - 14,64 -443 -2,12 <0,001
PE | - 8.474.321,88 -220.900,00 | -18.097.475,00 | -499.500,00 0,232
PG - 86.246,25 - 155.275,00 -106.006,25 | -114.650,00 0,272
AA - 144.234,38 -161.765,00 5.475,00 - 34.550,00 0,005
TD | - 1.403.773,13 | -1.854.400,00 -254.687,50 | -905.500,00 0,001
FN | - 5.468.858,13 | -1.690.600,00 2.890.450,00 283.000,00 0,008
PI | -2.984.251,88 -263.780,00 - 158.375,00 | -278.150,00 0,075
TF | - 3.844.680,63 | -2.129.000,00 724.418,75 | -591.500,00 0,010
s-CRP - 3.485,47 - 3.809,32 - 557,20 - 1.042,28 <0,001
8-
OHAG - 1,47 - 1,36 - 0,66 - 0,46 0,018
MDA -0,98 - 1,45 -0,27 - 0,65 0,002
SOD - 0,35 - 0,37 0,04 - 0,05 <0,001

PD-dubina sondiranja; RE- recesija gingive; CAL-razina klini¢kog pricvrstka; FMPS-plak indeks;
FMBS-krvarenje pri sondiranju; PE-Porphyromonas endodontalis;, PG-Porphyromonas
gingivalis; AA-Aggregatibacter actinomycetemcomitans, TD-Treponema denticola;, FN-
Fusobacterium nucleatum; Pl-Prevotella intermedia; TF- Tannerella forsythia; s-CRP - salivarni
C-reaktivni protein; 8-OHdG-8- hidroksideoksiguanozin; MDA-malondialdehid; SOD-superoksid

dismutaza; AMean- delta aritmeticka sredina; p-vrijednost izrazena za AMean,;
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5. RASPRAVA
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Parodontitis kao upalna bolest povezana je sa poviSenim koncentracijama CRP-a koji je Siroko
rasprostranjen marker za upalne bolesti. Mikroorganizmi, kao sastavni dio plaka, proizvode toksine
1 nusprodukte koji izazivaju obrambenu imunosnu reakciju organizma, a reakcija organizma na

upalnu bolest odlikuje se aktivacijom citokina i medijatora sustavne upalne reakcije.

Niz studija potvrdilo je pozitivan ucinak nekirurSke parodontoloSke terapije kao esencijalne
komponente inicijalne parodontoloske terapije koja ima za cilj eliminaciju etioloSkoga ¢imbenika
parodontne bolesti — biofilma. U jednoj od studija, Sest tjedana nakon full-mouth nekirurske
supragingivne i subgingivne terapije doSlo je do statisticki znacajnog smanjenja vrijednosti
klini¢kih parametara PD, CAL, FMPS, FMBS, kao i do statisti¢ki znacajnog snizavanja vrijednosti
koncentracije CRP-a u serumu i GCF-u te znacajnog mikrobioloskog ucinka (145). U studiji
Kanmaz i suradnika, tri i Sest mjeseci nakon provedene nekirurske parodontoloske terapije kod
pacijenata s parodontitisom stadija II1 i IV te razreda C doslo je do statisti¢ki znacajnog poboljSanja
svih klini¢kih parodontoloskih parametara u odnosu na pocetke vrijednosti i kod pusaca i nepusaca,
a autori smatraju da je Hawthorne uc¢inak potencijalno utjecao na nalaz sli¢nih klinickih parametara
kod pusaca i nepusaca (146). Za ovu je studiju zanimljivo da je u skupini nepusaca vrijednost plak
indeksa ostala visoka tri i Sest mjeseci nakon provedene terapije, Sto je slicno sa rezultatom ovoga
istrazivanja. Dva mjeseca nakon provedene nekirurske parodontoloske terapije, kod pacijenata sa
generaliziranim kroni¢nim parodontitisom klini¢ki parametri CAL i PD statisticki znacajno su
snizeni, kao 1 broj mikroorganizama P. endodontalis, P. gingivalis i T. forsythia (147). U studijama
Graziani 1 suradnici tri mjeseca nakon provedene full-mouth nekirurSke parodontoloske terapije
doslo je do znacajnog poboljSanja svih klinickih parodontoloskih parametara sa znacajnim
smanjenjem broja i postotka parodontnih dZzepova i znacajnim snizenjem BOP-a i PI-a (148,149),
kao 1 u studiji de Suoza i suradnika, gdje su svi klinicki parodontoloski parametri bili znacajno
snizeni 60 dana nakon provedene terapije, a broj mjesta sa CAL >4 mm znacajno se smanjio
(144). Sli¢ni rezultati bili su i u studiji Taylor i suradnika, koje je ukljucivala 64 pacijenta sa
parodontitisom, pri ¢emu autori isticu da je bila potrebna dodatna motivacija za oralnu higijenu

(150).

Rezultati t-testa za sve klinicke parametre PD, RE, CAL, FMPS i FMBS, za ispitivanu skupinu na

pocetku istrazivanja i tri mjeseca nakon terapije statisticki su vrlo znacajni za sve promatrane
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klinicke parametre: PD (p=4,62E-14), RE (p=2,08E-05), CAL (p=4,22E-05), FMPS (p=1,75E-06),
1 FMBS (p=3,86E-08). Nesto losiji napredak, ali ipak signifikantni rezultati, bio je i u kontrolnoj
skupini sa vrlo zna¢ajnim rezultatima za PD (p=0,001), RE (p=0,001), FMPS (p=0,00017) i FMBS
(p=0,005), dok su za CAL (p=0,02) rezultati bili statisticki znacajni. Rezultati istrazivanja pokazali
su da tri mjeseca nakon terapije postoji statisticki vrlo zna€ajna razlika u vrijednostima klini¢kih
parametara PD (p=2,33E-09) i FMBS (p=0,001), statisticki znacajna razlika kod parametara RE
(p=0,02) i CAL (p=0,01) kod ispitivane skupine i kontrolne skupine, kod kojih je u klini¢koj fazi
istrazivanja provedena razliCita terapija. Ne postoji statistiCki znacajna razlika u vrijednosti
klini¢kog parametra FMPS (p=0,05) kod ispitivane skupine i kontrolne skupine tri mjeseca nakon

terapije.

lako su rezultati pokazali znacajno poboljSanje klini¢kih parametara, izdvajaju se rezultati za
klini¢ke parametre FMPS i FMBS. Prema preporukama za parodontolosku terapiju, pored plitkih
dzepova (<4 mm) za stabilizaciju pacijentove bolesti preporuceno je da FMBS bude <30% (151).
Na pocetku istrazivanja prosjeCan FMBS u ispitivanoj skupini bio je 54,33 £ 16,42, a tri mjeseca
nakon provedene terapije prosje¢an FMBS je bio 39,95 + 13,14. Postotak mjesta sa PD-om od 4
mm na pocetku istrazivanja bio je 6,69% kod ispitivane skupine promatrano na ukupan broj zuba,
a tri mjeseca nakon provedene terapije mjesta sa dubinom sondiranja od 4 mm ¢inila su 21,80%
svih sondiranih povr$ina. U kontrolnoj skupini FMBS na pocetku istrazivanja bio je 57,31 £ 9,73,
a tri mjeseca nakon provedene terapije 52,88 £ 9,14. PD je na pocetku istrazivanja bio 4 mm kod
7,28% zubnih povrsina, a tri mjeseca nakon supragingivne terapije 8,43%. Dobivene vrijednosti
FMBS tri mjeseca nakon provedene terapije, kao i FMPS nakon terapije, nezadovoljavajuci su kod
obje skupine. Zbog dobivenih vrijednosti kod svih pacijenata, pacijenti su ponovno reinstruirani za
mjere pravilnoga odrzavanja oralne higijene te je nastavljen tretman parodontne bolesti.

Rezultati istrazivanja pokazali su da je smanjenje vrijednosti klini¢kih parametara PD, RE, CAL,
FMPS i FMBS u ispitivanoj skupini bilo statisticki znac¢ajno vece od smanjenja vrijednosti

klini¢kih parametara u kontrolnoj skupini gdje je provedena supragingivna terapija.

Ne postoji puno studija koje su se bavile mjerenjem salivarnog CRP-a i utjecajem parodontoloske
terapije na njegove vrijednosti, a dostupna literatura ne daje ¢vrste podatke o ovom pitanju. U

studiji koja je ukljucivala pacijente sa gingivitisom, umjerenim parodontitisom, teSkim oblikom
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parodontitisa, skupinu bezubih pacijenata te kontrolnu skupinu, koncentracije CRP-a u slini kretale
su se u rasponu od 0 pg/ml do 472 pg/ml, a zna¢ajno nize koncentracije bile su u zdravoj kontrolnoj
skupini u odnosu na sve druge skupine. Autori ove studije smatraju da su koncentracije CRP-a u
slini izravno povezane sa parodontoloskim statusom osobe (139). Koncentracije salivarnoga CRP-
a iz njihove studije daleko su nize od prosjecne vrijednosti u istrazivanju provedenom radi
doktorske disertacije, ali 1 u studiji Shojaee i suradnika. Ranija istrazivanja pokazala su da se,
ukoliko se parodontitis tretira, serumski CRP snizava (152,153). U studiji Tamakija i suradnika,
kod pacijenata s kroni¢nim parodontitisom doslo je do statisti¢ki znacajnog snizavanja CRP-a u
serumu jedan i dva mjeseca nakon provedene nekirurSke parodontoloske terapije (154), a u nekim
istrazivanjima nije doSlo do sniZzavanja koncentracije serumskog CRP-a nakon parodontoSke
terapije (155). Takoder, ranija istrazivanja utvrdila su da se poviSene koncentracije CRP-a mogu
povezati sa visokim brojem parodontnopatogenih bakterija pacijenata sa parodontitisom (156) te
da s provedbom parodontoloSke terapije dolazi do sniZzavanja broja parodontnih patogena i

serumskoga CRP-a (144,150,157).

Objavljene studije takoder kazu da pacijenti sa parodontitisom imaju vise koncentracije CRP-a u
odnosu na zdravu kontrolnu skupinu, ali ve¢ina ovih studija nije razmotrila utjecaj sustavnih
¢imbenika kao S§to su sustavne upalne i kroni¢ne bolesti, hipertenzija, dijabetes, puSenje, i
gojaznost, te bi uticaj tih ¢imbenika na vrijednosti koncentracije salivarnog CRP-a trebao biti
ispitan kako bi se to¢no mogla procijeniti valjanost salivarnoga CRP-a kao biomarkera parodontne
bolesti. Potvrda za tu tvrdnju su nalazi studija u kojima su pacijenti sa parodontitisom i nekom od
sustavnih upalnih bolesti imali viSe koncentracije salivarnoga CRP-a u odnosu na pacijente sa

parodontitisom koji nisu imali drugih zdravstvenih problema (158,159).

Dobivene koncentracije salivarnog CRP-a kod ispitanika na pocetku studije, gdje je prosje¢na
vrijednost koncentracije salivarnog CRP-a bila 6.246,22 pg/ml, sli¢ne su vrijednostima koje je u
mjerenju salivarnog CRP-a kod pacijenata sa kroni¢nim parodontitisom pokazalo statisticki
znacajne razlike u odnosu na pacijente sa gingivitisom i zdravu kontrolnu skupinu (141). U istoj
studiji, korelacija salivarnoga CRP-a i klini¢kih parodontoloskih parametara pokazala je pozitivnu

korelaciju za parametre CAL, GI, i BL.
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Koncentracije salivarnog CRP u ovome istrazivanju bile su statisti¢ki znacajno nizZe kod ispitivane
skupine tri mjeseca nakon parodontoloske terapije (p=1,25E-08), kao i u kontrolnoj skupini
(p=0,001), a ne postoji statisticki znacajna razlika u koncentraciji CRP-a u slini kod ispitivane
skupine i kontrolne skupine tri mjeseca nakon terapije (p=0,29). Medutim, na pocetku istrazivanja
postojala je statisticki znacajna razlika u koncentraciji salivarnoga CRP-a kod ispitivane skupine i
kontrolne skupine iako je u ispitivanoj skupini utvrdeno znacajno vece snizavanja koncentracije
CRP-a (pocetak - 6246,22 pg/ml, tri mjeseca nakon terapije - 2760,76 pg/ml). Bitno je istaknuti da
je u kontrolnoj skupini prosje¢na koncentracija CRP-a bila daleko niza u odnosu na ispitivanu
skupinu 1 iznosila je 3613,81 pg/ml, a kod drugoga mjerenja tri mjeseca nakon terapije nije doslo
do znacajnog snizavanja koncentracije CRP-a 1 prosjecna koncentracija je bila 3056,61 pg/ml. Ti
rezultati su slicni rezultatima studije s velikim uzorkom, Leea i suradnika, gdje je nakon
parodontoloske terapije takoder doSlo do snizenja koncentracije salivarnoga CRP kod ispitivane
skupine u odnosu na kontrolnu skupinu, ali rezultati nisu bili statisticki znacajni te su autori
zakljucili da salivarni CRP mozda nije dobar parametar za predvidanje u€inka parodontoloske
terapije (160). Kod ispitivane skupine tri mjeseca nakon provedene full-mouth supragingivne i
subgingivne parodontoloske terapije, vrijednosti koncentracije salivarnoga CRP-a bile su statisticki
vrlo znacajne (p=1,25E-08), a za mikrobioloski profil rezultati su statisticki vrlo znacajni za P.
gingivalis (p=0,0008), A. actinomycetemcomitans (p=0,001), T. denticola (p=5,73E-06), F.
nucleatum (p=0,0006), T. forsythia (p=0,000), a statisticki bez znacaja za P. endodontalis (p=0,09)
1 P. intermedia (p=0,06), Sto je slicno rezultatima studije Morozumija i suradnika (145). Rezultati
istrazivanja pokazali su da je smanjenje koncentracije s-CRP u ispitivanoj skupini (Amean= -
3.485,47 pg/ml) bilo statisticki znacajno ve¢e od smanjenja koncentracije s-CRP u kontrolnoj

skupini (Amean= - 557,20 pg/ml) (p<0,001).

Rezultati istrazivanja pokazali su statisticki visoko znacajnu razliku vrijednosti koncentracije
parametra oksidacijskog stresa SOD (p=0,007), dok rezultat nije bio statisticki znacajan za
parametre 8-0HdG (p=0,31) i MDA (p=0,47) kod ispitivane skupine i kontrolne skupine tri mjeseca
nakon provedene terapije.

Statisticki vrlo znacajni rezultati dobiveni su kod vrijednosti koncentracije CRP-a u slini kod
ispitivane skupine na pocetku istrazivanja i tri mjeseca nakon provedene supragingivne i

subgingivne terapije (p=1,25E-08), te za sva tri promatrana parametra oksidacijskoga stresa: 8-
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OHJAG (p=1,45E-05), MDA (p=3,22E-05) 1 SOD (p=8,44E-06). Takoder, rezultati t-testa statisticki
su vrlo znacajni kod kontrolne skupine za s-CRP (p=0,001), kao i za parametar oksidacijskog stresa
8-OHdG (p=0,0008). Rezultati su statisticki znacajni za parametar oksidacijskog stresa MDA
(p=0,04), dok za tre¢i promatrani parametar oksidacijskog stresa SOD rezultati nisu statisticki
znacajni (p=0,36).

Sve dobivene vrijednosti ukazuju da provedba parodontoloske terapije ima pozitivan u¢inak na
vrijednosti koncentracija s-CRP 1 parametara oksidacijskoga stresa, pri ¢emu supragingivna i
subgingivna terapija pokazuje bolje rezultate, Sto je jasno vidljivo po statisticki znacajnim

rezultatima promatranih parametara tri mjeseca nakon provedene terapije.

Oksidacijski stres povezan je sa nastankom brojnih sustavnih bolesti, ali i parodontne bolesti (58).
Kod parodontitisa, kao jedne od upalnih bolesti, utvrdene su povisene vrijednosti ROS-a koji su
glavna karakteristika upalnih procesa, gdje se neutrofili bore sa parodontnopatogenim
mikroorganizmima te neizravno i izravno utje¢u na destrukcije parodontnih tkiva (161). Ujedno,
dokazano je da je aktivnost polimorfonukleara kod pacijenata sa parodontitisom uvecana uslijed
uvecane citoplazmatske produkcije ROS-a, kao §to je superoksid uvecan mijenjajuéi interakciju
polimorfonukleara u endotelu (78). Autori ove studije navode da izmjena interakcije
polimorfonukleara i endotela kod pacijenata s parodontitisom moze dovesti do kardiovaskularnih

komplikacija.

D'Aiuto i suradnici su usugerirali da bi oksidacijski stres uoc¢en kod pacijenata s parodontitisom
mogao biti usko povezan s biomarkerima upale, ukljucuju¢i CRP, te pretpostavljaju da je
povezanost izmedu dubine sondiranja i oksidacijskoga stresa koju su uocili, mogla biti posredovana
razinama CRP-a (58). Prema Pearson korelaciji, u ispitivanoj skupini na poc¢etku mjerenja uocena
je veza s-CRP i MDA, te s-CRP i SOD, kao i medusobna povezanost parametara MDA i SOD.
Takoder, u kontrolnoj skupini na pocetku istrazivanja Pearsonova korelacija pokazala je vezu s-
CRP i1 SOD te vezu s-CRP i klinickoga parametra CAL, §to je sli¢no rezultatima istrazivanja
D'Aiuto i suradnika te bismo mogli potvrditi da je oksidacijski stres povezan sa CRP-om kao
biomarkerom upale.

Drugi mehanizam povezanosti upale 1 oksidacijskog stresa, koji se navodi u studiji D'Aiuto i sur.,

jest povezanost izmedu PD-a i bakterijemije. U tom slucaju oksidacijsko oSte¢enje nastaje
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naknadno, S§to rezultira ve¢im oksidacijskim stresom. Dobiveni rezultati Pearsonove korelacije
parametara u ovom istrazivanju pokazali su vezu PD-a i parodontnih patogena PG i AA u
ispitivanoj skupini na pocetku istrazivanja. U kontrolnoj skupini tri mjeseca nakon provedene
terapije, prema rezultatima Pearsonove korelacije, postoji veza klinickog parametra PD i patogena

AA, ali i veza parametra RE i patogena FN te parametra CAL i patogena TF.

MDA je dobro istrazen parametar oksidacijskoga stresa ¢ije su poviSene koncentracije kod
pacijenata sa parodontitisom u odnosu na parodontno zdrave kontrolne skupine dokazane u brojnim
studijama, a njegova poviSena koncentracija povezana je i sa nalazom parodontnopatogenih
bakterija i njihovih produkata (84). Brojne studije dokazale su da je istovremeno antioksidacijski
potencijal snizen kod pacijenata sa parodontitisom (162,163,164). Smatra se da je poviSeni
oksidacijski stres kod pacijenata s parodontitisom povezan sa sniZzenim antioksidacijskim
potencijalom koji se nalazi kod pacijenata sa parodontitisom kao posljedica lipidne peroksidacije
tijekom upalne reakcije u parodontnim tkivima (165). Jedno od istrazivanja koje je ukljucivalo
pacijente sa kroni¢nim parodontitisom, generaliziranim agresivnim parodontitisom i1 zdravu
kontrolnu skupinu pokazalo je da nema razlike u koncentraciji MDA u slini 1 serumu izmedu
pacijenata s parodontitisom i1 zdrave kontrole, dok je kod pacijenata sa parodontitisom
koncentracija MDA u slini bila signifikantno visa u odnosu na kontrolnu skupinu, pri ¢emu nije
bilo razlike izmedu koncentracije MDA u slini pacijenata s kroni¢nim parodontitisom i pacijenata
sa generaliziranim agresivnim parodontitisom. Rezultati iste studija takoder govore da su
koncentracije MDA u slini u izravnoj vezi sa klinickim parodontoloSkim parametrima i da bi ta
spoznaja mogla biti klju¢ u razumijevanju mehanizma parodontne bolesti (166). U rezultatima
ovog istrazivanja nije utvrdena jaka veza MDA 1 nekog od klini¢kih parodontoloskih parametara,
osim u Pearsonovoj korelaciji parametara kod ispitivane skupine tri mjeseca nakon provedene
terapije s klinickim parametrom FMBS. Rezultati ovog istraZivanja pokazali su da je MDA
statisticki vrlo znacajno snizen kod ispitivane skupine tri mjeseca nakon provedene terapije
(p=3,22E-05), kao i u kontrolnoj skupini tri mjeseca nakon provedene supragingivne terapije
(p=0,04), zbog ¢ega mozemo reci da bi MDA u slini mogao posluziti kao parametar za promatranje

ucinaka parodontoloske terapije.

8-OHdG je jedan od najucestalijih produkata oksidacijskoga oste¢enja DNK nastalih djelovanjem
ROS-a. Prema Chappleu i Matthewsu, procjena specifi¢nih znakova proteinskog, DNK i lipidnog
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oksidacijskog oStecenja je najucinkovitiji nacin procjene razine oksidacijskoga stresa (83) te se 8-
OHdG moze koristiti kao oksidacijska vrsta DNK u analizi oksidacijskoga stresa. 8-OHdG
odgovara gvaninu u 8-hidroksigvanin i mnogi ga smatraju najbolje prou¢enim produktom
oksidacijskoga oste¢enja DNK (86). PoviSene koncentracije 8-OHdG dokazane su kod pacijenata
oboljelih od parodontitisa u serumu (88), u GCF-u (87), i u slini (167,168). Studije su takoder
dokazale snizavanje koncentracije 8-OHdG u slini pacijenata nakon provedene parodontoloske
terapije te se smatra da je snizavanje rezultat pozitivnih ucinaka parodontoloske terapije na

smanjenje upalne reakcije u parodontu (169, 170).

U studiji Dede i suradnika, 8-OHdG kod 24 pacijenta s kroni¢nim parodontitisom u slini imao je
prosje¢nu koncentraciju 605.5 pg/ml, §to je nesto nize od prosjecne vrijednosti dobivene u ovom
istrazivanju: 3,04 ng/ml za skupinu ispitanika i 1,58 ng/ml za kontrolnu skupinu na pocetku
istrazivanja, §to bi prosjecno za obje skupine bilo 2,31 ng/ml. U navedenoj studiji je kod ispitanika
provedena supragingivna i subgingivna parodontoloska terapija u obliku full-mouth terapije uz
instrukcije oralne higijene, a rezultati studije pokazuju da su tri mjeseca nakon terapije statisticki
znacajno snizene vrijednosti FMPS i FMBS, dok vrijednosti PD 1 CAL nisu bile statisti¢ki znacajno
nize. Koncentracija salivarnoga 8-OHdG nije bila znafajno niza 3 mjeseca nakon provedene
terapije, dok je u uzorcima GCF-a koncentracija 8-OHdG bila statisticki znacajno niza te autori
studije smatraju da je GCF kao biomarker korisniji od sline i da 8-OHdG iz GCF-a moze ukazivati

na stupanj parodontne bolesti i na u¢inke provedene terapije (90).

U studiji iz 2016.godine, 8-OHdG je bio znacajno visi kod pacijenata s kroni¢nim parodontitisom
u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu, korelirao je s klinickim parametrima i koli¢inom patogenih
mikroorganizama P. gingivalis, T. forsythia, i1 T. denticola na pocetku studije 1 tri mjeseca nakon
provede terapije te je bio statisticki znacajno sniZen tri mjeseca nakon provede terapije (171). Ti
rezultati sli¢ni su rezultatima ovog istrazivanja u nekoliko rezultata — u ispitivanoj skupini tri
mjeseca nakon provedene terapije postojalo je znacajno snizenje vrijednosti svih promatranih
bakterija, ukljuujuéi P. gingivalis, T. forsythia, i T. denticola, Pearsonov test u kontrolnoj skupini
pokazao je korelaciju koncentracije 8-OHdG 1 T. denticola u slini, korelaciju koncentracije 8-
OHAJG sa klinickim parametrima PD 1 FMPS u ispitivanoj skupini na drugom mjerenju i korelaciju

koncentracije 8-OHdG i klini¢koga parametra CAL u kontrolnoj skupini na pocetku istrazivanja.
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SOD je enzimski antioksidant ¢ija je veza sa parodontitisom ispitana u viSe studija. U slini
pacijenata sa kroni¢nim parodontitisom SOD je snizen u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu te
postoji: negativna korelacija SOD-a i medijatora oksidacijskog stresa MDA 1 8-OHdG (168) te
negativna korelacija SOD-a 1 klini¢kih parametara kod pacijenata sa kroni¢nim parodontitisom
(172). Nakon parodontoloske terapije dolazi do snizavanja koncentracije SOD-a u slini pacijenata
sa kroni¢nim parodontitisom (173), Sto se slaze sa rezultatima ovoga istrazivanja. SOD u
ispitivanoj skupini tri mjeseca nakon terapije statisticki visoko znac¢ajno snizen (p=8,44E-06), dok
u kontrolnoj skupini tri mjeseca nakon supragingivne terapije SOD nije bio statisticki znacajno
snizen u odnosu na pocetak istrazivanja (p=0,36). Korelacija SOD-a i drugih parametara
oksidacijskoga stresa ustanovljena je Pearsonovim testom u skupini ispitanika sa MDA, dok sa 8-
OHAJG nije postojala veza. U kontrolnoj skupini utvrdena je slaba korelacija SOD-a i 8-OHdG na
pocetku istrazivanja. Rezultati istrazivanja pokazali su da je smanjenje koncentracija parametara
oksidacijskoga stresa 8-0HdG, MDA i1 SOD u ispitivanoj skupini bilo statisticki znacajno vece od

smanjenja koncentracija parametara oksidacijskoga stresa u kontrolnoj skupini (p<0,001).

Brojne studije navode da postoji veca incidencija oksidacijskoga stresa kod pusaca (174,175). Niz
je slobodnih radikala u sastavu duhanskoga dima koji mogu dovesti do povecanoga stvaranja ROS-
a, koji su sposobni pokrenuti i uzrokovati oksidacijska oStec¢enja pa kod pusaca postoji povecani
rizik od sustavnoga oksidacijskog oStecenja i upalnog oStecenja parodontnih tkiva (176).
Istovremeno s poviSenim oksidacijskim djelovanjem, studije su zabiljezile nizi antioksidacijski
kapacitet kod puSaca u odnosu na nepusace, koji bi mogao biti posljedica djelovanja povisene
koncentracije oksidansa kod pusenja (177). Kontraverzni su podatci o utjecaju pusenja na pojedine
markere oksidacijskoga stresa. U pojedinim studijama SOD je kod puSaca viSi u odnosu na
nepusace (176,178), dok su neke studije u svojim rezultatima prikazale nize koncentracije SOD-a
kod pusaca u odnosu na nepusace (179). U jednoj od studija SOD je bio nizi kod pusaca u odnosu
na nepusace oboljele od blagog i srednje teSkog oblika parodontitisa, a koncentracije SOD-a ujedno
su bile nize kod teskih pusaca (visSe od 10 cigareta dnevno) u odnosu na pacijente koji su
konzumirali manje od 10 cigareta dnevno i kontrolnu skupinu (180).

U nizu studija su kod pusaca sa parodontitisom pronadene vise koncentracije MDA u odnosu na
nepusace sa parodontitisom (181). U studiji Hendeka i suradnika, tri mjeseca nakon inicijalne
parodontoloske terapije doslo je do signifikantnog sniZenja koncentracije §-OHAG u slini

pacijenata koji su bili puSaci, ali i kod nepusaca sa kroni¢nim parodontitisom, ukazujuéi da
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inicijalna parodontoloska terapija snizava koncentracije ovog parametra bez obzira na status
pusenja te autori smatraju da se 8-OHdG moze koristiti kao biomarker oksidacijskog oste¢enja
DNA kod pacijenata sa parodontitisom (69). Studija Ondera i suradnika, koja je dokazala da su
parametri oksidacijskoga stresa MDA 1 8-OHdG znacajno visi kod pacijenata sa kroni¢nim
parodontitisom u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu, nije zabiljezila bitan utjecaj puSenja na
koncentracije MDA i 8-OHdG u slini, ali isti¢e da je salivarni MDA pokazao vecu osjetljivost na
pusenje. Ista studija istice pozitivnu korelaciju MDA 1 8-OHdG u slini i klini¢kih parametara, dok
korelacija nije postojala izmedu serumske MDA 1 klinickih parametara. Autori takoder smatraju
da je MDA u slini izravno povezana sa lokalnom upalnom reakcijom (169). Azar i suradnici
usporedili su koncentracije salivarnoga CRP-a kod pusaca i nepusaca, a rezultati su pokazali znatan

porast salivarnoga CRP-a kod pusSaca u odnosu na nepusace (182).

Na pocetku ovog istraZivanja postojala je statisticki vrlo znacajna razlika u koncentraciji CRP-a u
slini (p=0,004) sa znacajno visSim koncentracijama kod pusaca (7.678,67 = 1.016,57 pg/ml) u
odnosu na nepusace (4.813,77 £ 1.925,97 pg/ml). Znacajno vise koncentracije MDA (p=0,0001) 1
SOD (p=0,01) bile su kod puSaca u odnosu na nepuSace na pocetku istrazivanja u ispitivanoj
skupini te znacajno viSe koncentracije 8-OHdG i MDA tri mjeseca nakon provedene terapije.
Sli¢no tomu, i u kontrolnoj skupini na pocetku istrazivanja postojala je statisticki vrlo znacajna
razlika u koncentraciji CRP-a u slini (p=0,005) sa znac¢ajno viSim koncentracijama kod pusaca
(4.760,24 + 2.124,39 pg/ml) u odnosu na nepusace (2.467,38 + 994,34pg/ml) te tri mjeseca nakon
provedene terapije (p=0,01), gdje je salivarni CRP kod pusaca bio 3967,36 £+ 2.164,50 pg/ml a kod
nepusaca nakon provedene terapije 2,146 = 578,82 pg/ml. Ti nam brojevi govore da su pusaci iz
obje skupine imali statisticki znacajno vise koncentracije salivarnoga CRP-a u odnosu na nepusace,
Sto je u suglasnosti sa studijama koje su navodile podatke o vi§im koncentracijama CRP u slini
pusaca u odnosu na nepusace sa parodontitisom. Znacajno vise koncentracije svih parametara
oksidacijskoga stresa, 8-OHdG, MDA i SOD-a, bile su kod pusaca na pocetku istrazivanja u
odnosu na nepusace, a iako smo uocili pad koncentracija parametara oksidacijskoga stresa nakon
provedene parodontoloske terapije, i dalje su koncentracije ovih parametara bile statisti¢ki vrlo
znacajno vise kod pusaca u odnosu na nepusace. Time su potvrdene tvrdnje da su navedeni
parametri oksidacijskoga stresa osjetljivi na pusenje te, iako je provedena parodontoloska terapije,

koncentracije tih parametara i dalje ¢e biti viSe kod pusaca u odnosu na nepusace sa parodontitisom.
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Ove rezultate moZemo smatrati jo§ jednom potvrdom niza dokaza koji govore o negativnom ucinku

pusenja na parodontno zdravlje.

Poznato je da je niz mikroorganizama povezan s nastankom i progresijom parodontitisa, a neke od
bakterija kao Sto su P. gingivalis, T. forsythia, T. denticola — bakterije crvenog kompleksa
oznacene su kao iznimno parodontnopatogene bakterije. Pored navedenih, u mikrobioloski profil
bile su ukljucene i P. endodontalis, F. nucleatum, P. intermedia, 1 A. actinomycetemcomitans -
jedna od najbolje istrazenih parodontnopatogenih bakterija. Prema studiji Scapolija i suradnika, 7.
forsythia 1 T. denticola povezane su sa svim stadijima parodontne bolesti, dok su neke od njih, na
primjer P. endodontalis 1 P. gingivalis, specifiéno povezane sa parodontitisom. U ovoj je studiji 4.
actinomycetemcomitans pronaden kod svega 10 % slucajeva od ukupno 539 pacijenata (183).
Ranije studije potvrduju da nekirur§ka parodontoloska terapija pozitivho utjeCe na smanjenje
prisutnosti paradontnopatogenih bakterija kao Sto su 7. denticola i P. gingivalis (184,185,186), P.
endodontalis, T. forsythia i P. gingivalis (147), P. gingivalis i A. actinomycetemcomitans (157).

Prema rezultatima ovog istrazivanja, tri mjeseca nakon provedene supragingivne i subgingivne
terapije u ispitivanoj skupini utvrdeno je statisticki vrlo znafajno snizenje za P. gingivalis
(p=0,0008), A. actinomycetemcomitans (p=0,001), T. denticola (p=5,73E-06), F. nucleatum
(p=0,006), T. forsythia (p=0,006), a statisticki bez znacaja za P. endodontalis (p=0,09) 1 P.
intermedia (p=0,06). U kontrolnoj skupini tri mjeseca nakon provedene supragingivne terapije
redukcija mikrobioloskog profila bila je znaajno manja: statisticki vrlo znacajna za P. gingivalis
(p=0,0004), statisticki znacajna za F. nucleatum (p=0,03), a bez znacaja za P. endodontalis
(p=0,06), A. actinomycetemcomitans (p=0,43), T. denticola (p=0,18), P. intermedia (p=0,18) 1 T.
forsythia (p=0,29). Rezultati su pokazali da je redukcija mikrobioloskog profila u ispitivanoj
skupini bila statisticki znacajno veca od redukcije mikrobioloSkog profila u kontrolnoj skupini za
mikroorganizme: AA (p=0,005), TD (p=0,001), FN (p=0,008) i TF (p=0,010). Redukcija
mikrobioloskog profila u ispitivanoj skupini nije bila statisticki znacajno manja od redukcije
mikrobioloskog profila u kontrolnoj skupini za mikroorganizme: PE (p=0,232), PG (p=0,272) 1 PI
(p=0,075).

Mikrobioloski profil u slini tri mjeseca nakon terapije pokazao je statisticki vrlo znacajnu razliku

u vrijednostima kod ispitivane skupine i kontrolne skupine za P. gingivalis (p=0,003), A.
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actinomycetemcomitans (p=0,001), T. denticola (p=6,713E-05), F. nucleatum (p=0,004), P.
intermedia (p=0,014) 1 T. forsythia (p=0,019). Rezultat je bio statisticki bez znacaja za P.
endodontalis (p=0,08). Rezultati su pokazali da je u ispitivanoj skupini postojala korelacija izmedu
P. intermedia i F. nucleatum na pocetku istrazivanja, F. nucleatum i T. forsythia tri mjeseca nakon
provedene terapije. U kontrolnoj skupini korelacija je postojala izmedu 7. denticola 1 P. gingivalis
na pocetku istrazivanja te izmedu F. nucleatum i T. forsythia —kao i u ispitivanoj skupini, i izmedu
T. forsythia i P. intermedia tri mjeseca nakon provedene terapije. Zbog fimbrija koje im
omogucavaju dobru adheziju za tkiva domacina te invaziju i vece prezivljavanje u gingivi, P.
gingivalis se smatra iznimno potentnom i otpornom bakterijom. Zato je interesantan rezultat ovog
istrazivanja koji se odnosi upravo na P. gingivalis. Naime, prema dobivenim rezultatima P.
gingivalis je bio statisticki vrlo znacajno snizen u obje testne skupine, a tri mjeseca nakon terapije
pokazao je i statisti¢ki vrlo znacajnu razliku u vrijednostima kod ispitivane skupine i kontrolne
skupine. T. forsythia se smatra manje adherentnom bakterijom jer u svojoj strukturi ne posjeduje
fimbrije, a prema dobivenim rezultatima 7. forsythia je bila statisti¢ki vrlo znacajno snizena u obje
testne skupine tri mjeseca nakon provedene terapije. Ranije studije navode korelaciju 7. forsythia
s P. gingivalis 1 P. endodontalis (147) te je korelacija ovog mikroorganizma sa F. nucleatum, koja

je prisutna u obje testne skupine, vrlo zanimljiva.

U studiji Tomita i suradnika, koja je ukljucivala pacijente oboljele od kroni¢nog i agresivnog
parodontitisa, prevalencija P. gingivalis i T. forsythia bila je vec¢a od 60 % kod pacijenata s
agresivnim 1 kroni¢nim parodontitisom, a 7. forsythia je predominantno vise pronadena kod
pacijenata sa kroni¢nim parodontitisom. Studija je utvrdila i pozitivnu korelaciju bakterija i
klini¢kih parodontoloskih parametara PD i CAL (187). Sli¢na korelacija klinickih parametara i
navedenih mikroorganizama utvrdena je kod ispitivane skupine: P. gingivalis i PD (0,66); u
kontrolnoj skupini: slabija korelacija na pocetku istrazivanja P. gingivalis i FMBS (0,61),
korelacija T forsythia i klinickog parametra CAL na pocetku istrazivanja (0,55) 1 tri mjeseca nakon

provedene terapije (0,53).
Ovo istrazivanje potvrdilo je i interakciju P. gingivalis i T. denticola, koju je Grenier opisao

1992.godine navodeci da izmedu tih mikroorganizama postoji jaka koagregacija te da 7. denticola

ne ostvaruje koagregaciju sa drugim bakterijama (188). Isti autor u svome drugom radu navodi da
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interakcija tih dvaju mikroorganizma na mjestu infekcije uslijed njihove proteoliticke aktivnosti i
patogenih svojstava igra vaznu ulogu u nastanku i progresiji parodontne bolesti (189). Njihovu
vezu i zajednicku virulenciju opisao je i Kesavalu, navodeci da se i kod prisutnosti malih koli¢ina
P. gingivalis njegova virulencija znacajno pojacana u prisutnosti 7. denticola (190).

Iz svega navedenog mozemo zakljuciti da nekirurSka parodontoloska terapije utjeCe na nalaz
koncentracije salivarnoga CRP-a, parametre oksidacijskoga stresa te mikroorganizme koji su
istrazivani, ali dodatna istrazivanja, koja bi ukljucila veci broj sudionika uz razmatranje ucinka
sustavnih ¢imbenika ili etioloskih ¢imbenika kao $to je pusenje, nuzna su za realnu sliku CRP-a i

parametara oksidacijskoga stresa iz sline kao potencijalnih biomarkera za parodontitis.
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6. ZAKLJUCCI
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1. Tri mjeseca nakon provedene parodontoloske terapije postoji statisticki vrlo znacajna razlika u
vrijednostima klini¢kih parametara PD i FMBS, statisticki znacajna razlika kod parametara RE i
CAL za ispitivanu skupinu kod kojih je provedena supragingivna i subgingivna nekirurska terapija,

u odnosu na kontrolnu skupinu kod koje je provedena supragingivna terapija.

2. Parodontoloska terapija nije dala zadovoljavajuéi rezultat za klinicke parametre FMPS i FMBS,
zbog Cega je nakon istrazivanja nastavljena terapija i reinstrukcija za odrzavanje oralne higijene

svih sudionika istraZivanja.

3. Tri mjeseca nakon provedene terapije, salivarni CRP je statisti¢ki znacajno nizi kod ispitivane
skupine, a ne postoji statisticki znac¢ajna razlika u koncentraciji salivarnoga CRP-a u slini ispitivane

skupine i kontrolne skupine.

4. Dokazana je statisticki visoka znacajna razlika koncentracije parametra oksidacijskoga stresa
SOD, dok rezultat nije bio statisticki znacajan za parametre 8-0HdG i MDA kod ispitivane skupine
i kontrolne skupine tri mjeseca nakon provedene terapije. Statisticki vrlo zna¢ajni rezultati dobiveni
su kod koncentracije CRP-a u slini kod ispitivane skupine na pocetku istrazivanja i tri mjeseca
nakon provedene supragingivne i subgingivne terapije te za sva tri promatrana parametra

oksidacijskoga stresa: 8-OHdG, MDA i SOD.

5. Sve dobivene vrijednosti ukazuju da provedba parodontoloske terapije ima pozitivan u¢inak na
koncentraciju s-CRP-a i parametara oksidacijskoga stresa, pri ¢emu supragingivna i subgingivna

terapija pokazuje bolje rezultate u usporedbi sa supragingivnom terapijom.

6. Parametar oksidacijskoga stresa MDA statisticki je vrlo znacajno snizen kod ispitivane skupine
tri mjeseca nakon provedene terapije, kao i u kontrolnoj skupini tri mjeseca nakon provedene
supragingivne terapije, zbog ¢ega mozemo re¢i da bi MDA u slini mogao posluziti kao parametar

za promatranje u¢inka parodontoloske terapije.
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7. Parametar oksidacijskoga stresa SOD je u ispitivanoj skupini tri mjeseca nakon terapije
statisticki visoko znacajno snizen, dok u kontrolnoj skupini tri mjeseca nakon supragingivne

terapije SOD nije bio statisti¢ki znac¢ajno snizen u odnosu na pocetak istrazivanja.

8. Pusaci iz obje skupine pacijenata imali su statisticki znacajno viSe koncentracije salivarnoga
CRP-a u odnosu na nepusace. Znacajno vise koncentracije svih parametara oksidacijskoga stresa,
8-OHdG, MDA i SOD, bile su kod puSaca na pocetku istraZzivanja u odnosu na nepusace te su

potvrdene tvrdnje da su navedeni parametri oksidacijskoga stresa u slini osjetljivi na pusenje.

9. Nakon provedene parodontoloSke terapije koncentracije parametara oksidacijskoga stresa i
dalje su vise kod pusaca u odnosu na nepusace sa parodontitisom. Ovaj rezultat mozemo smatrati

potvrdom niza dokaza koji govore o negativnog u¢inku pusenja na parodontno zdravlje.

10. Mikrobioloski profil u slini tri mjeseca nakon terapije pokazao je statisticki vrlo znacajnu
razliku u vrijednostima kod ispitivane skupine i kontrolne skupine za P. gingivalis, A.

actinomycetemcomitans, T. denticola, F. nucleatum, P. intermedia i T. forsythia.

11. Ovo istrazivanje potvrdilo je interakciju mikroorganizama P. gingivalis 1 T. denticola, koja

igra vaznu ulogu u nastanku i progresiji parodontne bolesti.

12. Dodatna istrazivanja sa ve¢im brojem ispitanika potrebna su kako bi se mogla ocijeniti
korisnost 1 upotrebljivost salivarnoga CRP-a i parametara oksidacijskoga stresa iz sline kao

biomarkera parodontitisa u svakodnevnoj praksi.
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