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Opravdanost primene hlorheksidin-diglukonata u okviru konzervativnog leenja obolelih od
parodontitisa - klinicka, biohemijska i mikrobioloSka studija

Sazetak

Parodontitis je najucestalije oralno inflamatorno oboljenje koje prema skoraSnjim
istrazivanjima pogada do 50% svetske populacije i nastaje slozenim interakcijama koje se odigravaju
izmedu periopatogenih mikroorganizama dentalnog plaka i imunoloskog odgovora domacina. Veoma
visoka prevalenca parodontitisa ukazuje na veliki socioekonomski znacaj pravovremene dijagnostike
1 individualnog pristupa u tretiranja ovog oboljenja. Mikrobioloska etiologija parodontitisa, dovela je
do upotrebe razlicitih antimikrobnih agenasa, kao adjuvantne terapije konzervativnom lecenju.
Rastvori hlorheksidin-diglukonata razliCitih koncentracija se koriste godinama unazad i do danas se
smatraju zlatnim standardom u kategoriji najefikasnijih antiplak i antisepti¢nih sredstava. Savremeno
shvatanje patogeneze parodontitisa, zasniva se i na shvatanju uloge koju imaju slobodni radikali u
sklopu oksidativnog stresa u ¢itavom procesu nastanka i progresije ove bolesti. Takode, povezanost
inflamatornog procesa u parodoncijumu sa nivoom parametara oksidativnog stresa 1 antioksidanasa
u salivi, svakodnevno okupira sve veéu paznju istrazivaca.

Hipoteza ove doktorske disertacije jeste da ¢e lokalna primena 0,12% rastvora hlorheksidin-
diglukonata kao adjuvantne terapije konzervativnom lec¢enju sistemski zdravih osoba obolelih od
parodontitisa, na kontrolnim merenjima nakon dva meseca, efikasnije delovati na status klinickih
parametara, zatim umanjiti salivarne markere koji su pokazatelji oksidativnog stresa, a aktivnosti
antioksidativnih markera pojacati, umanjiti nivoe salivarnih inflamatornih enzima kao i kvantitativno
i kvalitativno poboljsati mikrobioloski sastav subgingivalnog dentalnog plaka, u poredenju sa samo
konzervativnim tretmanom. U skladu sa postavljenom hipotezom, osnovni ciljevi ove disertacije su
evaluacija uticaja dva razli¢ita konzervativna terapijska protokola na mikrobioloski sastav
subgingivalnog dentalnog plaka, klinicke parametre, biohemijske pokazatelje inflamacije i parametre
redoks statusa u salivi.

Rezultati ove doktorske disertacije pokazali su da je primena samo konzervativne terapije
uticala na smanjenje koncentracije oba oksidativna markera (malondialdehida i1 8-hidroksi-2-
deoksiguanozina), ali i povecala antioksidativnu aktivnost mokraéne kiseline u salivi i poboljsala sve
parodontalne indekse (sem indeksa mekih naslaga). Sa druge strane, kombinovani protokol uticao je
na umanjenje koncentracije salivarnih markera oksidativnog stresa (malondialdehida), inflamatornih
enzima (alanin aminotransferaze, alkalne fosfataze i gamaglutamil transferaze), zatim poboljSao
status svih klinickih parametara, smanjio ukupni broj svih ispitivanih bakterijskih sojeva i smanjio
distribuciju Treponema denticola 1 Tannerella forsythia u uzorcima subgingivalnog dentalnog plaka,
dva meseca nakon zavr§enog tretmana.

Na osnovu rezultata ove disertacije mozemo zakljuciti da je kombinovani protokol pokazao
vecu efikasnost na smanjenje ukupnog broja svih ispitivanih mikroorganizama, ali i uticao na
smanjenu distribuciju sojeva Treponema denticola 1 Tannerella forsythia u odnosu na samo
konzervativnu terapiju u uzorcima subgingivalnog dentalnog plaka. Pored toga, zahvaljujuci
hlorkehsidin-diglukonatu iz kombinovanog protokola, potencirano je antioksidativno delovanje
glutation peroksidaze i mokra¢ne kiseline u salivi. Rezultati ove disertacije mogu biti vredni daljih
ispitivanja medusobne povezanosti navedenih faktora, obzirom na cestu upotrebu hlorheksidin-
diglukonata u svakodnevnoj stomatoloskoj praksi.

Kljuéne reci: parodontitis, hlorheksidin-diglukonat, oksidativni stres, inflamatorni enzimi, saliva,
konzervativna terapija, antioksidansi, periopatogeni mikroorganizmi

Naucna oblast: Klini¢ke stomatoloske nauke

UZa naucna oblast: Parodontologija i oralna medicina



Chlorhexidine-digluconat in the nonsurgical treatment of patients with periodontitis — clinical,
biochemical and microbiological study

Abstract

Periodontitis represents one of the most common oral inflammatory diseases, and according to
recent investigations, approximately 50% of the world population has been affected. Periodontitis
occurs when pathogen microorganisms of dental plaque and the immune response of the host
interreact. The high prevalence of periodontitis suggests its great social and economical significance,
and it is of absolute importance an adequate periodontitis diagnosis and individual therapy.
Compound periodontitis microbiological etiology requires the use of various antimicrobial agents, as
well as additional conservative therapy. Various concentrations of chlorhexidine-digluconate
solutions have been used for decades, and are considered as gold standard due to its well established
local antiplaque and antiseptic efficiency. Modern understanding of periodontitis pathology
implements the understanding of free radicals participation and oxidative stress within periodontitis
occurrence and progression. Further, the link between inflammatory processes in the periodontium
and oxidative and antioxidative parameters in saliva has been the focus of interest.

The hypothesis of this doctoral dissertation is that adjunctive use of 0.12% chlorhexidine-
digluconate as additional conservative therapy for periodontitis in systematic healthy patients, on
controls two months after, would be more effective on clinical parameters, decrease qualitative and
quantitative of periopathogens from subgingival plaque, decrease oxidative stress parameters and
inflammatory enzymes, and increase antioxidative biomarkers in saliva, in comparison to individual
under conservative treatment only. Following the hypothesis, the main objectives of this dissertation
are to investigate the influence of two different presented conservative therapy protocols on clinical
parameters, microbiological status of subgingival plaque, biochemical inflammatory markers, and
redox status parameters in saliva.

The present study results showed that the application of only conservative therapy has decreased
both oxidative biomarkers (malondialdehyde and §8-hydroxy-2-deoxyguanosine) and increased
antioxidative activity of uric acid in saliva and improved the status of all periodontal indexes (besides
Debris index - Green-Vermillion). Combined protocol with chlorhexidine-digluconate decreased
oxidative stress biomarkers (malondialdehyde) and inflammatory enzymes (alanine
aminotransferase, alkaline phosphatase, and gamma-glutamyl transferase) in saliva, ameliorated all
clinical parameters and reduced the total bacteria count, and decreased Treponema denticola and
Tannerella forsythia distribution in subgingival plaque, two months after application.

According to the results of this doctoral dissertation, we can conclude that the combined protocol
with chlorhexidine-digluconate showed enhanced efficiency in reducing the total bacteria count of all
examined microorganisms, as well as lowering Treponema denticola and Tannerella forsythia
distribution in subgingival dental plaque, compared to only conservative therapy. Additionally,
chlorhexidine-digluconate enhanced glutathione peroxidase and uric acid antioxidative features in
saliva. The results of this doctoral dissertation could contribute to future investigations, keeping in
mind the frequent use of chlorhexidine-digluconate in ordinary dental practice.

Keywords: periodontitis, chlorhexidine-digluconate, oxidative stress, inflammatory enzymes, saliva,
conservative therapy, antioxidants biomarkers, periopathogenic microorganisms

Scientific field: Clinical dental sciences

Scientific subfield: Periodontology and oral medicine



SPISAK SKRACENICA

AO - antioksidansi

APS - amonijum persulfate (engl. ammonium persulfate)

GPx - glutation-peroksidaza

EDTA - etilen diamin tetra sir¢etna kiselina

HH - hlorheksidin - diglukonat

KT - konzervativna terapija

MDA - malondialdehid

MK - mokraéna kiselina

OS - oksidativni stress

PAGE - poliakrilamidna gel elektroforeza (engl. polyacrilamide gel electrophoresis)
PCR - reakcija lanCane polimeraze (engl. Polymerase Chain Reaction)
PMN - polimorfonuklenarni leukociti

PUFA - polinezasi¢ene masne kiseline (engl. polyunsaturated fatty acids)
RNS - reaktivne azotne vrste (engl. reactive nitrogen species)

ROS - reaktivne kiseoni¢ne vrste (engl. reactive oxygen species)

SOD - superoksid dismutaza

SR - slobodni radikali

TAS - totalni antioksidativni status (engl.fotal antioxidant status)
TEMED - tetrametiletilendiamin

8-OHdG - 8-hidroksi-2-deoksiguanozin


https://www.bing.com/ck/a?!&&p=cac6a80576a5cd2bJmltdHM9MTY3NTEyMzIwMCZpZ3VpZD0yNjgxNTBiOS1mMDg0LTZmZTUtMjJkOS00MTIxZjE5OTZlNzkmaW5zaWQ9NTY3NQ&ptn=3&hsh=3&fclid=268150b9-f084-6fe5-22d9-4121f1996e79&u=a1L3NlYXJjaD9xPWFtbW9uaXVtK3BlcnN1bGZhdGUmRk9STT1BV1JF&ntb=1

Sadrzaj:

Lo UVOD e 1
| B 1Yo 4 L ) T O ORI 1
1.1.1 Klasifikacija GINGIVIISA ....ocueeiriiiiiiieiiiieiieie et 1
1.1.2 Klinicki, radioloski i bioloSki znaci i sSImptomi gINZIVItISA......ccvvevriiieeiiieeniieeniieesnvee e 1
| o 1 (oY (0381 (0) oY 15 | [ T TSR PURUPRPIN 2
1.2.1 Etiologija parodontOPatija..........c.eiveriiiiiiieiiiiie e 2
1.2.2 Klasifikacija parodontopatije i nomenklatura ............cceevieiiiiiiniiieniiie e 5
1.2.3 Terapija ParoOdONTITISA. . ...ccuueeiiirieiiiiesieeesieeesiee e st e e sbee e sibe e s b e e s ssb e e s sbb e e s ssbe e s nbbeesbreesnaneeennes 7
1.2.4 Uloga inflamatornih enzima u patogenezi parodontitiSa ...........cccccvrvereeienieeniienesineneennens 8
1.3 Slobodni radikali 1 OkSIAAtiVIL STIES......cccviiiiiiiiiiiii e 10
1.3.1 Slobodni radikali.........ccociiiiiiiiiiiii 10
1.3.2 Polimorfonuklenarni leukociti (PMIN) ......c.ccoiiiiiiiiiiiiiieieee e 13
1.3.3 RESPITatOrNI PIASAK ....vveeiuviiiiiieiiiiesiiie sttt et e et e e nnb e e e nnaee e e 14
1.3.4 Proces lipidne perokSidacije.........cocuriiiiiiiiiiiiie e 14
1.3.5 Markeri okSidatiVIiog STESA ......c.virueiiiiiiiiiieiiieie e 15
1.4 Antioksidativia ZaStIA ......c.ovviiiiiiiiii i 16
1.4.1 Klasifikacija antioksidativne ZaStite.........ueiuiiierriiieiie e 16
1.4.2 Klasifikacija antioksidanasa prema mehanizmu dejstva..........coccovveiiriiiiieiiiic e 17
1.4.3 Ukupni antioksidativil StAUS .........ceeiiiiiiiiiiiiii i 17
1.5 Uloga oksidativnog stresa u patogenezi parodOntitiSa........coccveiieiriieeiieiisieiniese s 18
1.6 Antioksidativna Uloga SAlIVE ........c.cuviiiiiiiiec s 19
1.6.1 Podela salivarnih antioksidanasa ............cccovvviiiiiiiiii e 20
1.6.2 Prednosti upotrebe salive u dijagnosticke sVrhe ..........ccoceiiiiiiiiiiiiii 20

2. HIPOTEZA T CILTEVI ISTRAZIVANTA .....oviuiieiieeieeeeeeeeee e e e s sesae s asse s 21
3. MATERIJAL I METODE ......ccoiiiiiiiiiii e 23
3.1 HemiKalije 1 TEAZENST ..ovvviiiiiiiiieiiiei ittt 23
3.2 Eksperimentalni protokol ..o 23
3.3 TerapijsKi PrOtOKOL ......oiiviiiiiiiiiieii s 25
3.3.1 Terapijski protokol u prvoj grupi iSpitanika...........ccceeiiiieiiiiiiiciieie e 25
3.3.2 Terapijski protokol u drugoj grupi iSpitanika...........ccccerieeririiiiieeieese e 25
3.4 KHNICKA METENJA ...cuviiiiiiiiiiiiii ettt 26
3.5 Prikupljanje uzoraka pljuvacke ..........cocoiiiiiiiiiii 27
3.6 Prikupljanje uzoraka subgingivalnog dentalnog plaka ............ccccoovviiiiiinii e 27
3.7 Detekcija mMIKIOOTZANIZAMA .......cciuviiieiiirieiee ettt 28

3.7.1 Detekcija mikrooganizama reakcijom lancane polimeraze (engl. Polymerase Chain
ReACTION = PCR) .ttt 28



3.7.2 Kvantifikacija mikrooganizama metodom real - time PCR.............cccccviiiiiiiiiiiniienne 32

3.8 Biohemijska 1SPItIVANTA....ccueiviiiiiiiiiiiesie et 33
3.8.1 Odredivanje redOKS STATUSA ......eviveiiiiieiiiieeiiie ettt srbe e s ssbe e e nane e s 33
3.8.2 Odredivanje koncentracije inflamatornih enzima...........ccccoovveiiiiniiien e 34

3.9 StatiStiCka ANaAliZa..........ooiuiiiiiiiie bbb nr e re e 34
3.9.1 Statisticka analiza mikrobioloskih podataka...........c.cccoviiiiiiiiiiiiii e 34
3.9.2 Statisticka analiza biohemijskih 1 klinickih podataka..........c.ccccocvviiiiiiiiniiiiniie e 34

A REZULTATT ...ttt bttt he et e e b et et e e e he e et e e e be e e nb e e naeeenbeeneeas 36

4.1 DeSKIIPtIVIA @NALIZA......cvviiiiieiiiie et ares 36

4.1.1 Deskriptivna analiza sociodemografskih karakteristika (starost i pusacki status) izmedu
obolelih od parodontitisa i ispitanika sa zdravim parodoncijumom ...........ccocerveiirieenienennenn 36

4.1.2 Deskriptivna analiza klini¢kih parametara izmedu obolelih od parodontitisa 1 ispitanika sa
Zdravim ParodONCIJUMOM .......c.uviuviiieeiiireitie ettt sb e b bt nneenne e 37

4.1.3 Deskriptivna analiza markera redoks statusa (oksidativnih i antioksidativnih) izmedu
obolelih od parodontitisa i ispitanika sa zdravim parodoncijumom ...........ccccervveririeereenennenn 38

4.1.4 Deskriptivna analiza biohemijskih parametara (inflamatornih enzima) izmedu obolelih od
parodontitisa 1 ispitanika sa zdravim parodoncijumom pre terapije .......ccevvveerveerveriieerieeenieenenes 38

4.1.5 Deskriptivna analiza detekcije Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola, Eikenella
corrodens, Tannarella forsythia 1 Aggregatibacter actinomycetemcomitans - izmedu obolelih od

parodontitisa i ispitanika sa zdravim parodoncijumom pre terapije ........ccoovvvvvereeriierierieenieennens 40
4.1.6 Deskriptivna analiza klinickih karakteristika unutar grupa (KT+HH, KT 1 Z grupa) pre
1S 21 01| < PRSP PP PR PR PRTPRPT 41
4.1.7 Deskriptivna analiza markera redoks statusa (oksidativnih i antioksidativnih), unutar grupa
(KTHHH, KT 1 Z Zrupa) pre terapij€.......cuerviruririeiriiiiiieiiiset st sresre e ssss s snee s 42
4.1.8 Deskriptivna analiza biohemijskih parametara unutar grupa (KT+HH, KT 1 Z grupa) pre
151 03 | TP TR PR PR 43
4.2 ANalitiCKa STAtISTIKA .....eeiuviiiiiiieiiee et 44
4.2.1 Analiticka statistika klini€kih parametara unutar eksperimentalnih grupa....................... 44
4.2.2 Analiticka statistika parametara redoks statusa unutar eksperimentalnih grupa............... 46
4.2.3 Analiticka statistika biohemijskih parametara unutar eksperimentalnih grupa ................ 47
4.2.4 Analiticka statistika mikrobioloskih parametara unutar eksperimentalnih grupa............. 48
4.2.5 Analiticka statistika parametara redoks statusa izmedu eksperimentalnih grupa pre i posle
175321 o) | [T PR PPN 50
4.2.6 Analiza promena vrednosti klinickih parametara izmedu eksperimentalnih grupa posle
175321 o) | [T PR PPN 51
4.2.7 Analiza promena vrednosti markera redoks statusa izmedu eksperimentalnih grupa posle
1521 03 | <P TP PP PR PRSPPI 52
4.2.8 Analiza promena vrednosti biohemijskih parametara izmedu eksperimentalnih grupa posle
1521 03 | <P TP PP PR PRSPPI 53
4.2.9 Analiza promena distribucije periopatogenih bakterija izmedu grupa posle terapije ....... 54
4.3 KOTelacione aNAlIZE..........ueeiuiiiiiieiiiie ittt ettt s 55

S DISKUSITA Lo e 79



5.1 Uticaj dva ispitivana terapijska protokola konzervativnog leCenja na parametre redoks statusa

........................................................................................................................................................ 80
5.1.1 Uticaj dva terapijska protokola konzervativnog lecenja na koncentracije salivarnog 8-
hidroksi-2-deoKSIZUANOZING ........c.viiieiiiiiiiieii it 81

5.1.2 Uticaj dva terapijska protokola konzervativnog le¢enja na koncentracije malondialdehida

5.1.3 Uticaj dva terapijska protokola konzervativnog lecenja na totalni antioksidativni status 82
5.1.4 Uticaj dva terapijska protokola konzervativnog leCenja na aktivnost mokraéne kiseline 83

5.1.5 Uticaj dva terapijska protokola konzervativnog le¢enja na aktivnost superoksid dizmutaze

.................................................................................................................................................... 84
5.1.6 Uticaj dva terapijska protokola konzervativnog lecenja na aktivnost glutation peroksidaze
.................................................................................................................................................... 84

5.2 Uticaj dva terapijska protokola konzervativnog lecenja na aktivnost inflamatornih enzima .. 85
5.2.1 Uticaj dva terapijska protokola konzervativnog lecenja na aktivnost alkalne fosfataze...85

5.2.2 Uticaj dva terapijska protokola konzervativnog lecenja na aktivnost aspartat
AMINOLTANSTEIAZE ..o .vvvi it e s e s e e e srb e e e nnbe e e nnbe e e e 85

5.2.3 Uticaj dva terapijska protokola konzervativnog leCenja na aktivnost alanin
AMINOLTANSTEIAZE ..o vvvi ittt et st b e e st e e e arb e e e nrbe e e nnbe e e e 86

5.2.4 Uticaj dva terapijska protokola konzervativnog lecenja na aktivnost laktat dehidrogenaze

5.2.5 Uticaj dva terapijska protokola konzervativnog lecenja na aktivnost kreatin kinaze........ 87

5.2.6 Uticaj dva terapijska protokola konzervativnog leCenja na aktivnost gama glutamil
1800 {3 ¢2 ¥/ OO P RO TPPUPRPPRN 87

5.3 Uticaj dva terapijska protokola konzervativnog leCenja na zastupljenost peripatogenih sojeva

........................................................................................................................................................ 88
5.3.1 Uticaj dva terapijska protokola konzervativnog lecenja na zastupljenost Aggregatibacter
ACHTNOMYCEIECINCOMILANS .....vvveeiieeee e e iieee e ettt e e et e e e st e e s e e e e e e e e e e s b e e e e s ssre e e e anbe e e e e nnnneeenans 88
5.3.2 Uticaj dva terapijska protokola konzervativnog lecenja na zastupljenost Porphyromonas
GIIGIVALIS ... et 89
5.3.3 Uticaj dva terapijska protokola konzervativhog leCenja na zastupljenost Tannerella
JOFSIERIQ ...t 89
5.3.4 Uticaj dva terapijska protokola konzervativnhog leCenja na zastupljenost FEikenella
COFFOAOIS ...ttt ettt b e h e bt e a bt e bt it e e e bt e e st e e be e e bt e nneeanneennnas 90

5.3.5 Uticaj dva terapijska protokola konzervativnog leCenja na zastupljenost Treponema

ACMIICOLA ...ttt ettt b et be e et e nre e naeeannas 91
5.3.6 Uticaj dva terapijska protokola konzervativnog lecenja na ukupan broj periopatogenih
MIKTOOTZANIZAMA ...ttt ettt n e st e n e e e e b e e e e nne e e ne e nne e e neennnas 91

5.4 Uticaj dva terapijska protokola konzervativnog le¢enja na parodontalni status...................... 92

6. ZAKLIUCCT ..ottt 94
7. LITERATURA ...ttt b bbbt b ettt et b 96

8. BIOGRAFTIJA ... e 110



1. UVOD

Prema definiciji Svetske Zdravstvene Organizacije (SZ0O), zdravlje se definiSe kao ,,stanje
kompletnog fizickog, mentalnog i socijalnog blagostanja, a ne samo odsustvo bolesti ili slabosti*
(WHO, 1948). Na osnovu ove definicije, proizilazi zaklju¢ak da parodontalno zdravlje treba definisati
kao stanje bez inflamatorne parodontalne bolesti koje omogucava pojedincu da normalno funkcionise
1izbegne posledice (mentalne 1 fizicke) usled trenutne ili prethodne bolesti. Takode, na osnovu opste
definicije zdravlja, parodontalno zdravlje treba da bude zasnovano na odsustvu bolesti, u odnosu na
entitete kao Sto su gingivitis, parodontitis ili druga parodontalna oboljenja, a moze podrazumevati i
pacijente koji su imali istoriju uspesnog izle¢enja navedenih oboljenja i koji mogu da odrzavaju svoju
denticiju bez klinickih znakova gingivalne inflamacije. Pored svega navedenog, parodontalno
zdravlje podrazumeva i homestazu imunoloskog sistema, tj. balans bioloskih i inflamatornih markera
koji imaju vazne uloge u patogenezi parodontalnih oboljenja (Lang i Bartold, 2018).

1.1 Gingivitisi
1.1.1 Klasifikacija gingivitisa

Na osnovu preporuke ¢lanova Americke akademije parodontologije i Evropskog udruzenja
parodontologa iz 2018.godine, usvojena je podela gingivitisa na dve kategorije:

1. Gingivitisi izazvani dentalnim plakom - definiSu se kao inflamatorne lezije koje nastaju kao
rezultat interakcije dentalnog plaka i imunskog inflamatornog odgovora domacina, koje zahvataju
samo gingivu, odnosno ne zahvataju ostatak parodoncijuma (cement, periodontalna vlakna,
alveolarnu kost). Takav vid inflamacije je reverzibilnog karaktera ukoliko se $to ranije pristupi
kauzalnom tretmanu koji podrazumeva uklanjanje dentalnog plaka lokalizovanog na marginalnoj
gingivi 1 apikalno od nje.

2. Gingivitisi koji nisu izazvani dentalnim plakom - definiSu se kao niz stanja koja nisu uzrokovana
dentalnim plakom 1 samim tim njegovo uklanjanje ne dovodi do izleCenja. Takve lezije mogu biti
posledica sistemskog stanja ili mogu biti lokalizovane samo u usnoj duplji (I. L. C. Chapple i sar.,
2018), a mogu nastati kao posledica:

e genetskih poremecaja ( hereditarna gingivalna fibromatoza);
e specificnih infekcija (bakterijskog, virusnog, gljivicnog porekla);

inflamatornih 1 imunskih stanja (reakcije hipersenzitivnosti, autimunskih bolesti koZe 1

mukoznih membrana, granulomatoznih inflamatornih lezija);

reaktivnih procesa;

neoplazmi;

endokrinih, nutritivnih i metabolickih bolesti;

traumatskih lezija (fizickog, hemijskog i1 termalnog porekla);

gingivalne pigmentacije (Lang 1 Bartold, 2018).

1.1.2 Klinicki, radioloski i bioloSki znaci i simptomi gingivitisa

Klini¢ki znaci gingivitisa manifestuju se u vidu:

e otoka gingive, koji dovodi do gubitka oStre ivice gingive i do gubitka sitnozrnaste strukture;
e krvarenja i nelagodnosti pri neznom sondiranju;

e crvenila (Slika 2)



Simptomi koje pacijenti naj¢es¢e navode su:

e krvarenje iz desni (metalan ili promenjen ukus u ustima);

bol;

neprijatan zadah,;

poteskoce prilikom jela;

izgled otecenih crvenih desni;

umanjen kvalitet zivota zbog svega navedenog.

Radiografski snimci se ne mogu koristiti za dijagnostikovanje gingivitisa (I. L. C. Chapple 1 sar.,
2018).

Murakami 1 sar., (2018) wuradili su reviziju sistema klasifikacije gingivitisa koja se
primenjivala jo§ od 1999. godine., gde su izmedu ostalog doneli i zaklju¢ak da je gingivitis izazvan
dentalnim plakom zapravo inflamatorni odgovor gingive koji nastaje kao rezultat akumulacije
bakterijskog plaka koji se nalazi u nivou i ispod ivice gingive. lako ne izaziva direktno gubitak zuba,
leCenje gingivitisa spada u primarne preventivne strategije u sprecavanju nastanka parodontitisa.
Naime, epidemioloski podaci ukazuju da se gingivitis izazvan dentalnim plakom moze javiti u svim
starosnim grupama kod populacije sa stalnom denticijom i svakako se ova bolest smatra najceS¢om
formom parodontalnih oboljenja.

1.2 Parodontopatije

1.2.1 Etiologija parodontopatija

Parodontopatija je hronicno multifaktorijalno inflamatorno oboljenje koje zahvata tkiva
parodoncijuma i nastaje kao kompleksna interakcija izmedu periopatogenih mikroorganizama i
imunskog odgovora domacina. Ova bolest izazvana je od strane mikroorganizama iz dentalnog plaka,
au nastavku patogoneze, usled aktivacije i hiperaktivnosti lekocita, kao i razlicitih generacija citokina
1 matriks metaloproteinaza, dolazi do destrukcije periodontalnih tkiva (AlMoharib i sar., 2014). lako
je parodontopatija inicirana od strane mikrorganizama dentalnog plaka, destruktivni karakter bolesti
u najvecoj meri je posledica prenaglaSenog imunskog odgovora domacina na ove mikroorganizme
(Cekici 1 sar., 2014).

1.2.1.1 Dentalni plak

U sastav matriksa dentalnog plaka ulaze razli¢ite materije kao Sto su ugljeni hidrati, proteini,
nukleinske kiseline, lipidi 1 drugi makromolekuli koji poti¢u delom od bakterija a delom od razlicitih
materija koje poticu iz usne duplje pacijenta. Uloga ovih makromolekula i dalje nije u potpunosti
ispitana. Ovi polimeri akumuliraju se kada se na povrSinu zuba kolonizuju mikrobne ¢elije. U prvih
dva sata od kolonizacije, bakterije su retko rasute po povrsini gledi, tako da ih je prakticno nemoguce
detektovati. Tek nakon dva sata, male koli¢ine matriksa biofilma mogu se detektovati pomocu
elektronskog mikroskopa. Pretpostavlja se da se matriks menja prilikom tranzicije iz biofilma sa ivica
desni koje su zdrave u subgingivalni dentalni plak koji se povezuje sa parodontopatijama. Svakako,
karakterizacija i proucavanje ovih makromolekula moze dovesti do novih terapijskih pristupa i boljoj
kontroli dentalnog plaka prilikom podvrgavanja pacijenata parodontalnoj terapiji. Zato su novija
istrazivanja usmerena ka proucavanja inhibicije funkcije matriksa dentalnog plaka (Bowen 1 sar.,
2018; Cieplik, 2022; Valm, 2019).

Tokom poslednje dve decenije postalo je jasno da je raznolikost mikroorganizama
povezanih sa parodontitisom velika i da u procesu nastanka parodontopatije ucestvuje nekoliko
stotina razli¢itih vrsta i podvrsta (Mombelli, 2018).



Mikroorganizmi predstavljaju najvazniji deo dentalnog plaka. 1z tog razloga, mikrobni
biofilm je dugo i opsezno proucavan i pokazano je da u njegovom sastavu kod jedne osobe moze da
se nade i preko 150 vrsta razli¢itih mikroorganizama, dok je identifikovano preko 800 vrsti razli¢itih
mikroorganizama samo u okviru dentalnog plaka (Lourenco i sar., 2014). Debata koja se odnosi na
to koje su vrste posebno virulentne i koje mogu da izazovu pocetak ove bolesti se vodi decenijama i
dan danas nije zavrSena. U te patogene vrste ubrajaju se razli¢ite gram negativne anaerobne bakterije,
spirohete, pa ¢ak i virusi, ali se pretpostavlja da ni jedan mikroorganizam nije pojedina¢ni uzro¢nik,
ve¢ njihov sinergizam (Feres, F Teles, R. Teles, L. C Figueiredo, 2017).

Iako je opsteprihvacen stav da parodontitisi nastaju kao rezultat polimikrobne infekcije, jos
1996.godine postignut je dogovor da su Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas
gingivalis i Tannerella forsithia sigurni periopatogeni mikroorganizmi, a zatim je taj stav i potvrden
ponovo dvadeset godina kasnije na 5. Evropskoj radionici iz parodontologije (Sanz i Quirynen, 2005).
Tada su pored navedenih mikroorganizma uvr$éene jo§ i Prevotella intermedia i Treponema
denticola. Osim navedenih mikoroorganizama i Eikenella corrodens se povezuje sa stepenom
klini¢ke slike parodontitisa (Nickles i sar., 2016). Medutim, bez obzira na veliki broj istrazivanja koje
su do sada obavljena, jos uvek nisu utvrdene sve vrste periopatogenih mikroorganizama koji imaju
ulogu u etiologiji parodontitisa.

1.2.1.2 Periopatogeni mikroorganizmi

Aggregatibacter actinomycetemcomitans

Aggregatibacter actinomycetemcomitans je gram negativna bakterija, sfericnog oblika,
fakultativni je anaerob i1 predstavlja jednog od glavnih uzro¢nika lokalizovane juvenilne kao i
agresivne parodontopatije kod odraslih. Ima nekoliko faktora virulencije (endotoksin, leukotoksini
dr) (Slika 1a) (Kesic i sar., 2008).

Porphyromonas gingivalis

Porphyromonas gingivalis je anaerobna, gram negativna, crno pigmentisana bakterija i
produkuje crni pigment. Ova bakterija ima nekoliko mehanizama virulencije. Jedan od faktora
virulencije je ugljeno-hidratni omota¢ koji prevenira opsonizaciju komplementom, ¢ime se
omogucava inhibicija fagocitoze i unistavanje neutrofila (Slika 1b) (Holt 1 sar., 1999).

Tannerella forsithia

Tannerella forsithia je gram negativna, anaerobna bakterija koja se povezuje sa razli¢itim
formama oboljenja parodoncijuma, ukljucujuéi gingivitis, ali i hroni¢ne 1 agresivne forme
parodontopatija, o cemu svedoce brojne studije. Ova bakterija ima nekoliko faktora virulencije Koji
direktnim ili indirektnim mehanizmima aktiviraju imunski odgovor domacina i tako deluju u nastanku
parodontopatije (Slika 1c) (Sharma, 2010; Tanner i Izard, 2006; Zwickl i sar., 2020).

FEikenella corrodens

Eikenella corrodens je fakultativna gram negativna bakterija koja je ujedno 1 saprofit
intestinalne, genitalne 1 oralne sluzokoze (Decker, 1986). Primarna ekoloska niSa ovog
mikroroganizma unutar oralne Supljine je upravo dentalni plak, prisutan i kod periodontalno zdravih
osoba, ali 1 kod pacijenata sa parodontopatijom. Ovaj patogen se Cesto moze izolovati u supra i
subgingivalnom dentalnom plaku kod zdravih osoba (Slika 1d) (C. K. Chen 1 Wilson, 1992).



Treponema denticola

Treponema denticola je gram negativna, obavezno anaerobna i veoma pokretna bakterija koja
je veoma povezana za nastankom i razvitkom parodontopatije. Pripada tzv. crvenom komleksu
(engl. red complex) gde poseduje nekoliko faktora virulencije, ¢ime direktno deluje na imunski
odgovor pacijenata (Slika le) (Darveau, 2010).

< f i £ .
Slika 1. a) Kolonije bakterije Aggregatibacter actinomycetemcomitans, uveli¢anje 10X
(translucentna kolonija sa centralno lokalizavanim jedrom oblika zvezde); b) Kolonije bakterije
Porphyromonas gingivalis na krvnom agaru; ¢) Kolonije Tannerella forsithia na krvnog agaru; d)
Kolonije bakterije Eikenella corrodens na krvnom agaru; ¢) Kolonije bakterije Treponema denticola
na krvnog agaru. Slike preuzete iz: a) (Nanaiah i sar., 2013); b) (Nakayama, 2015); c) (Bankur i sar.,
2014); d) (Mihlhauser, 2013); e) (Moolya i sar., 2014).

Lokalni i opsti akcesorni etioloski faktori

Osim dentalnog plaka koji je glavni etioloski faktor u nastanku parodontitisa, postoje i
akcesorni etioloski faktori koji se dele na lokalne i opste.

1.2.1.3 Lokalni akcesorni etioloSki faktori parodontopatije

Lokalni akcesorni etioloski faktori olakSavaju i ubrzavaju formiranje, retenciju i akumulaciju
dentalnog plaka a istovremeno otezavaju ili onemoguc¢avaju njegovo uklanjanje u toku odrZavanja
oralne higijene i tako deluju indirektno. U ove faktore ubrajaju se: druge naslage na zubima, jatrogeni
faktori, impakcija hrane, loSe navike, morfoloska 1 anatomska odstupanja mekih i1 koStanog tkiva,
zatim traumatska okluzija koja ubrzava razvoj i pove¢ava obim patoloskih promena u parodoncijumu
u toku parodontitisa.

1.2.1.4 Opsti akcesorni etioloski faktori parodontopatije

Opsti akcesorni etioloski faktori utiCu na smanjenje otpornosti parodoncijuma prema
delovanju mikroorganizama dentalnog plaka. Na taj nacin olaksavaju delovanje produkata dentalnog
plaka i pojavu inflamacije u parodoncijumu, uti¢uéi istovremeno i na progresiju parodontitisa.
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U opste akcesorne etioloske faktore spadaju: nutritivni faktori, oboljenja endokrinog sistema,
hematoloska oboljenja, imunoloski poremecaji i drugi opsti faktori (Dimitrijevié i sar., 2011).

1.2.2 Klasifikacija parodontopatije i nomenklatura

Decenijama unazad, klasifikacija parodontopatija se mnogo puta menjala. Najcesce
prihvaceni sistemi klasifikacije parodontalne bolesti bili su oni iz Americke Akademije za
Parodontologiju (engl. American Academy of Periodontology). Tokom vecéeg dela prosSlog veka,
Akademija se borila da identifikuje i klasifikuje razli¢ite oblike parodontalne bolesti sa napretkom
istrazivanja i saznanja iz ove oblasti. Ovo je dovelo do Cestih revizija i izmena u klasifikaciji ovog
oboljenja, samim tim i konfuzije medu klini¢kim stomatolozima. Iz tog razloga, klasifikacije se ne
smatraju trajnom strukturom, ve¢ prilagodljivom, koja se menja i razvija uporedo sa novim
saznanjima (Highfield, 2009).

Parodontopatija se moze javiti u svim uzrastima, pocevsi od ranog detinjstva (agresivna
parodontopatija), ali i u srednjoj 1 poznoj starosnoj dobi (hroni¢na parodontopatija, ranije
,,parodontopatija odraslih”).

Epidemioloski podaci, kao i iskustva klini¢ara Sirom sveta su ukazali na to da se hroni¢na
forma parodontopatije ne mora ispoljiti samo kod pacijenata starije zivotne dobi, ve¢ i kod
adolescenata, zbog Cega je termin ,,parodontopatija odraslih” promenjen kasnije u ,hroni¢na
parodontopatija”. Dugo se polemisalo i o toj nomenklaturi, obzirom da se dovodilo u pitanje termin
,hroni¢na”, kao forma bolesti koja bi se interpetirala kao potencijalno neizleciva, ali je na kraju ipak
bio prihvacen i koriS¢en dugi niz godina (Armitage, 1999). Tradicionalno, ova forma bolesti je daleko
¢esca, a karakterise je spor i postepen gubitak parodontalnog tkiva (Slika 3a). Na osnovu izvestaja iz
1999. godine, utvrdeno je da se hroni¢na parodontopatija moze javiti u lokalizovanoj ili
generalizovanoj formi, u zavisnosti od toga koliki je procenat zahvaéenog podrucja parodoncijuma.
Pod lokalizovanom hroni¢nom parodontopatijom se smatra forma bolesti kada je patoloSkim
procesom zahvaéeno manje od 30 %, dok se pod generalizovanom hroni¢nom parodontopatijom
smatra forma bolesti kada je zahvaceno viSe od 30% parodontalnog tkiva (Brown i Lde, 1993;
Highfield, 2009).

1.2.2.1 Hroni¢na parodontopatija

Izvestajem radne grupe iz 2018. godine, odrZzanoj na Svetskoj radionici o klasifikaciji
parodontalnih 1 peri-implantatnih bolesti 1 stanja, usvojena je promena dotadasnje primenjivane
klasifikacije ove bolesti, koja je upotrebljivana preko dve decenije. Naime, usvojena je nova Sema
klasifikacije parodontopatije, u kojoj su oblici bolesti koji su ranije bili prepoznati kao ,,hroni¢ni” ili
»agresivni” grupisani u jedinstvenu kategoriju pod nazivom ,parodontitis”, gde su na dalje
okarakterisani na osnovu multidimenzijalnog sistema ocenjivanja i graduisanja stepena oboljenja.
Nekrotiziraju¢e parodontalne bolesti ¢iji  karakteristican klinicki fenotip ukljucuje tipi¢ne
karakteristike (nekroza papile, krvarenje i bol) i povezane su sa oSte¢enjem imunskog odgovora
domacina, ostaju posebna kategorija parodontopatije (Papapanou i sar., 2018) (Slika 3c).

Na osnovu savremene dijagnostike, klini¢ka slika hroni¢ne parodontopatije (parodontitisa) se
ispoljava kroz 7 osnovnih znakova:
1. inflamacija gingive;
2. ogoli¢enje korena zuba;
3. parodontalni dZepovi (koji su i patognomoni¢ni znak parodontopatije);
4. eksudat u parodontalnim dzepovima,;
5. subgingivalni konkrementi na povrsini korena zuba u parodontalnim dzepovima;
6. labavljenje zuba;
7. patoloska migracija zuba (Slika 2) (Dimitrijevi¢ i sar., 2011).



Zdrav

parodoncijum Parodontitis

[

Gingivitis Parodontitis
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parodoncijum

Slika 2. llustracija izgleda zdravog parodoncijuma, gingivitisa i parodontitisa. Slika je nacrtana uz
pomo¢ sajta BioRender.com (2020).

1.2.2.2 Agresivna parodontopatija

Nasuprot hroni¢noj formi, agresivna parodontopatija (ranije ,rana parodontopatija”,
engl.,,early onset periodontitis”) najéesée se javlja kod dece i adolescenata, zahvata prve stalne
molare i centralne sekuti¢e. Promena nomenklature bila je nametnuta ¢injenicom da od ove forme
parodontopatije mogu da obole i osobe koje su starije od 30 godina. Agresivnu parodontopatiju
karakteriSe brza progresija i za kratak vremenski period moze do¢i do obimnog gubitka parodontalnog
tkiva 1 velikog broja zuba. Prema epidemioloskim podacima, od ove forme parodontopatije cesce
oboljevaju osobe zenskog pola od muskaraca, pri ¢emu simptomi najéeS¢e pocinju u pubertetu
(Armitage, 2004).

Lokalizovana forma agresivne parodontopatije

Karakteristike lokalizovane forme agresivne parodontopatije:

e pocetak bolesti oko puberteta;

e zahvaceni prvi molari i incizivi sa interproksimalnim gubitkom periodoncijuma, na najmanje dva
stalna zuba (od kojih je jedan obavezno prvi molar), ukljucujuci ne vise od jos dva zuba (koji ne
pripadaju molarima ili incizivima);

e izrazito jak odgovor serumskih antitela na infektivne agense.

Generalizovana forma agresivne parodontopatije

Karakteristike generalizovane forme agresivne parodontopatije:
¢ uglavnom oboljevanju osobe mlade od 30 godina, ali se bolest moze ispoljiti 1 kod starijih osoba;
e slab odgovor serumskih antitela na infektivne agense;
e izrazena destruktivna priroda bolesti koja dovodi do gubitka peridontalnog tkiva;

e generalizovani gubitak interoksimalnog periodontalnog tkiva koji zahvata najmanje tri stalna
zuba (osim prvih molara 1 inciziva) (Highfield, 2009) (Slika 3b).



Znacajno je istaci da parodontitis moze biti povezan i sa odredenim sistemskim bolestima poput
kardiovaskularnih oboljenja, endokrinoloskih oboljenja (dijabetes melitus), a ima i uticaj na ishod
trudnoce (prevremeni porodaj, mala teZina novorodenceta, preeklampsija i dr.) (M. A. Nazir, 2017).

Slika 3. a) prikaz generalizovanog hroni¢nog parodontitisa; b) prikaz generalizovanog agresivnog
parodontitisa; c) prikaz ulceronekrozne parodontopatije. Slike preuzete iz: a) (Cafiero i Matarasso,
2013); b) (Roshna i Nandakumar, 2012); c) (Batista i sar., 1999)

1.2.3 Terapija parodontitisa

1.2.3.1 Konzervativna terapija parodontitisa

Obzirom da razvoj 1 napredovanje parodontitisa zavisi izmedu ostalog i od prisustva patogenih
mikroorganizama u supra/subgingivalnom dentalnom plaku, stoga je glavni cilj konzervativne
parodontalne terapije njegovo eliminisanje, kako sa povrSine zuba, tako i iz periodontalnih dZepova.
Na taj nacin se smanjuje dubina dzepova i zapaljenje (krvarenje prilikom sondiranja) i na kraju
zaustavljanje progresije bolesti. Danas je opSte prihvacen stav da mehanicko uklanjanje
subgingivalnog plaka pomocu ru¢nih i ultrazvu¢nih/zvuc¢nih aparata, predstavljaju najvazniji korak u
lecenju parodontitisa koji dovode u velikoj veéini slu¢ajeva, do uspesnih klinickih ishoda. Medutim,
u odredenim klini¢kim situacijama, kao $to su prisustvo dubokih parodontalnih dzepova ili dubokih
furkacija, mehanicko uklanjanje subgingivalnog plaka je teSko i ¢esto nepotpuno (Iorio-Siciliano 1
sar., 2021). Jos pre dve decenije, pojedini istrazivaci su ukazali na ograni¢enu moguénost mehanickih
metoda za uklanjanje dentalnog plaka u terapiji parodontalnih dZepova dubljih od 4 mm. U jednoj od
tih studiji je pokazano da se broj bakterija ne menja znacajno kao i da je nemoguce potpuno ukloniti
plak i kalkuluse primenom samo kauzalne terapije (KT) (M. i sar., 2002).

1.2.3.2 Hlorheksidin-diglukonat u terapiji parodontitisa

Gingivitis 1 parodontitis spadaju u infektivna oboljenja sa visokom prevalencom u ljudskoj
populaciji. Samim tim, neophodno je da doktori stomatologije adekvatno procene faktore rizika za
nastanak ovih oboljenja i na vreme sprovedu odgovarajucu terapiju.

S obzirom na ¢injenicu da su odredeni mikrorganizmi dentalnog plaka, osnovni etioloski
faktor odgovorni za nastanak parodontitisa, jasno je da se postavlja pitanje primene razli¢itih
antimikrobnih agenasa u lecenju navedenih oboljenja.
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Iako se mnogi proizvodi koriste za kontrolu plaka 1 gingivitisa, hlorheksidin-diglukonat (HH)
je jedan od najsire koriS¢enih i najvise istrazivanih antiseptika. Upravo zbog tih ¢injenica HH se do
danas smatra najefikasnijim antisepticnim rastvorom za ispiranje usne duplje sa Sirokim spektrom
delovanja na gram pozitivne i gram negativne bakterije, gljivice, dermatofite 1 neke lipofilske viruse.
Svoje antibakterijsko dejstvo ispoljava naruSavanjem celijske membrane bakterija pri cemu
hlorheksidin molekuli, pove¢avaju permeabilnost Sto dovodi do citolize. Tako HH igra klju¢nu ulogu
u stomatologiji i koristi se kako za leCenje tako i1 za prevenciju parodontitisa, ¢ime je i zasluzio svoj
epitet zlatnog standarda (Thangavelu i sar., 2020).

Antimikrobno dejstvo HH je dozno zavisno. Hlorheksidin-diglukonat pri niskim
koncentracijama (0,02% - 0,06%) ima bakteriostatsko dejstvo, dok pri ve¢im koncentracijama (>
0,12%) deluje baktericidno. Pozitivno naelektrisani kraj hlorheksidin molekula vezuje se za povrSinu
zuba, dok se negativno naelektrisani kraj vezuje sa bakterijskom membranom (Karpinski i
Szkaradkiewicz, 2015). Ukoliko se koristi duze od dve nedelje najceSce izaziva prebojavanje zuba,
jezika 1 plombi (kompozitnih i glas jonomera). Takode, moze da izazove iritacije sluzokoze usne
duplje kao i poremecaje Cula ukusa, medutim ovi simptomi su prolaznog karaktera i nestaju nakon
prestanka terapije (Solderer i sar., 2019; Van Strydonck i sar., 2012).

Hlorheksidin-diglukonat je dostupan u razli¢itim formama poput gelova, Cipova sa
produzenim oslobadanjem, sprejeva, lakova i rastvora za ispiranje usta. Takode se nalazi i u pastama
kao 1 koncima za zube. Smatra se bezbednim jedinjenjem, sa minimalnim tranzitornim lokalnim 1
sistemskim nuspojavama (Solderer i sar., 2019).

Dokazano je da dovodi do redukcije broja bakterija kao Sto su : Aggregatibacter
Actinomycetemcomitans, Porphyromonas Gingivalis, Prevotella Intermedia, Fusobacterium
Nucleatum itd. Prema nekim autorima adjuvantna primena rastvora HH u sklopu konzervativne
terapije moze znacajno da poboljsa tok bolesti obolelih od gingivitisa i parodontitisa (Escribano i sar.,
2010; Karpinski i Szkaradkiewicz, 2015).

1.2.4 Uloga inflamatornih enzima u patogenezi parodontitisa

Odgovor organizma domacina na inflamaciju koja nastaje u toku parodontitisa podrazumeva
1 produkciju razli¢itih vrsta enzima koji se oslobadaju iz stromalnih, epitelijalnih, inflamatornih i
bakterijskih ¢elija (Kaufman 1 Lamster, 2000).

U toku inflamacije dolazi do povecanog permeabiliteta ¢elijskih membrana i samim tim
dolazi do povec¢anog izlaska ovih enzima (koji su strogo intracelularni) u ektracelularni prostor. Osim
toga, povecava se 1 stepen nekroze celija koja prati proces inflamacije 1 posledi¢no dolazi do
dekompozicije ¢elija 1 intracelularnih organela (gde se takode nalazi deo ovih enzima), izlaZenje istih
u ektracelularni prostor i povecanje koncentracije ovih enzima u salivi (Ozmeric, 2004).

Medijatori koji su proizvedeni kao imunski odgovor domacina koji doprinosi unistavanju
tkiva su: proteinaze, citokini i prostaglandini. Pored njih, jo§ jedna vaZzna klasa molekula koja ima
vode¢u ulogu u procesima koji su zaduzeni za degradaciju tkiva su enzimi koji proizvode
parodontopatogeni mikroorganizmi, a to su: kolagen degradiraju¢i enzimi, enzimi sli¢ni elastazi,
proteaze sli¢ne tripsinu, aminopeptidaze i dipeptidilpeptidaze (McCulloch, 1994).

Inflamatorni enzimi

Enzimi koji su ukljuéeni u proces apoptoze i oStecenja Celija u toku inflamacije su, izmedu
ostalih i: aspartat aminotransferaza (AST), alanin aminotransferaza (ALT), alkalna fosfataza (ALP),
gama glutamil transferaza (GGT), laktat dehidrogenaza (LDH), kreatin kinaza (CK) i dr. (Ozmeric,
2004).

Normalna aktivnost ovih enzima neophodna je za pravilno funkcionisanje gingive i
periodoncijuma. Promene aktivnosti ovih enzima reflektuju metabolicke promene koje se desavaju u
gingivi 1 periodoncijumu u toku inflamacije.



Korelacije izmedu salivarnih biomarkera 1 klinickih karakteristika parodontitisa se
procenjuju sa tri razli¢ita aspekta: inflamacije, degradacije kolagena i gubitka kosti. Enzimi koji
predstavljaju biomarkere hroni¢ne inflamacije (AST, ALT, ALP, GGT, LDH, CK i dr.) se lako mogu
detektovati u uzorcima ukupne mesovite salive kod pacijenata sa parodontitisom (Todorovic i sar.,
2006).

1.2.4.1 Znacaj alkalne fosfataze i uloga u parodontitisu

Alkalna fosfataza je enzim koji igra posebno vaznu ulogu u metabolizmu alveolarne kosti,
ali i bioloskom funkcionisanju cementa i periodontalnog ligamenta. ALP se najve¢im delom sintetiSe
u kosti, tako da se smatra najvaznijim markerom prilikom procene gustine kostiju u toku
dijagnostikovanja osteoporoze. Stoga se povecanje nivoa ALP u toku parodontitisa moze objasniti
¢injenicom da nastaje upravo zbog intenzivnog gubitka alveolarne kosti u toku ove bolesti (Ross i
sar., 2000).

1.2.4.2 Znacaj aspartat aminotransferaze i uloga u parodontitisu

Aspartat aminotransferaza je enzim koji oslobadanju nekroti¢ne ¢elije 1 hjegovo povecéanje
je povezano sa destrukcijom parodontalnog tkiva (Oringer i sar., 2001). Zapravo AST spada u
transaminaze koje se smatraju zlatnim standardom za biomarkere visoke senzitivnosti koji su
pokazatelji oSteenja jetre (Schomaker i sar., 2013). Nalazi se i drugim tkivima, poput srca, mi$ica,
bubrega, pluc¢a i mozga (Luke i sar., 2015).

1.2.4.3 Znacaj alanin aminotransferaze i uloga u parodontitisu

Alanin aminotransferaza je enzim Kkoji je katalizator u transferu NH> grupe sa L-alanina na
alfa-ketoglutarat, stvaraju¢i piruvat i L-glutamat, koji predstavljaju vazne reakcije u ciklusu
trikarboksilne kiseline (takode poznati kao Krebsov ciklus). ALT se nalazi u intracelularnoj te¢nosti
hepatocita i vrednosti ovog enzima u serumu se prvenstveno koriste za otkrivanje bolesti jetre
(hepatitis, steatohepatis, autoimunihepatitis), celijakije, povrede miSi¢a, kao i hroni¢ne virusne
infekcije. Nivo ALT se povecava u serumu u toku ekstremnih fizickih napora, pove¢anog unosa
alkohola, odredenih lekova i metabolickog sindroma (Z. Liu i sar., 2014).

1.2.4.4 Znacaj laktat dehidrogenaze i uloga u parodontitisu

Laktat dehidrogenaza je sveprisutni enzim, katalizira reakciju proizvodnje laktata putem
smanjenja piruvata tokom anaerobne glikolize. Vecina tkiva sadrzi pet LDH izoenzima, koji iako
kataliziraju istu reakciju, imaju vise molekularnih oblika. LDH je intracelijski enzim, oslobada se u

procesima celijskog metabolizma, ¢ime ujedno 1 predstavlja pouzdan indikator ¢elijskog oStecenja
(Nagler i sar., 2001).

1.2.4.5 Znacaj kreatin kinaze i uloga u parodontitisu

Kreatin kinaza je enzim koji se nalazi u svim ki¢menjacima. Katalizira reverzibilnu reakciju
kreatina i ATP, formirajuc¢i fosfokreatin i ADP. Fosfokreatin se moze posmatrati kao rezervoar
,,visokoenergetskog fosfata” koji je u stanju da snabde ATP (primarni izvor energije u bioenergetici).
Shodno tome, CK igra znacajnu ulogu u energetskoj homeostazi ¢elija,i od klinickog je znacaja S
obzirom da se njegov nivo rutinski koristi u dijagnozi akutnog infarkta miokarda. Prvi put je
identifikovan 1928.godine i od tada se ispituje u razlicitim granama medicine (McLeish i Kenyon,
2005).



1.2.4.6 Znacaj gama glutamil transferaze i uloga u parodontitisu

Gama glutamil transferaza je enzim koji se rutinski koristi kao dijagnosti¢ki marker za
otkrivanje bolesti jetre i zuénih puteva. Gama glutamil transferaza je prisutna u celijskim
membranama mnogih tkiva ukljucujuéi bubrege, zucne puteve, pankreas, zu¢nu kesu, slezinu, srce,
mozak. Stanja koja povecavaju serumske vrednosti GGT, kao $to su opstruktivna bolest jetre i visoka
konzumacija alkohola, dovode do povecane proizvodnje slobodnih radikala i rizika od redukcije ovog
enzima (Whitfield, 2001). Nivoi seruma GGT u okviru njegovog normalnog opsega mogu ukazati na
oksidativne nusproizvode arahidonske kiseline (F2-izoprostane) ali i na markere inflamacije
(fibrinogen i C-reaktivni protein) u odnosu na njegove vrednosti (Lee i sar., 2004).

1.3 Slobodni radikali i oksidativni stres

1.3.1 Slobodni radikali

Slobodni radikali (SR) su definisani kao atomi, grupa atoma ili molekul koji imaju jedan ili
viSe nesparenih elektrona u poslednjoj orbitali zbog ¢ega predstavljaju vrlo reaktivna jedinjenja, pri
¢emu deluju kao antioksidansi shodno njihovoj tendenciji da spare takve elektrone.

1.3.1.1 Reaktivne kiseoni¢ne vrste (engl. reactive oxygen species ROS)

Slobodnim radikalima u bioloskim sistemima pripadaju uglavnom derivati kiseonika:
e superoksid anjon radikal (O>™);
e vodonik peroksid (H20»);
¢ hidroksilni radikal (OH");
e perhidroksi radikal (OOH");
e alkoksi radikal (RO™);
e peroksi radikal (ROO") (Slika 4) (Todorovi¢ i sar., 2005).

ROS OOH'

y / - OH.-
i/ §
J )

(
® ~° S (
\"\\N_/‘ ‘f\\\) H202
Zdrava cCelija OsStecena Celija

Slika 4. Ilustracija Stetnog delovanja ROS na ¢elijskom nivou. ROS - reaktivne kiseoni¢ne vrste (engl.
reactive oxygen species); Oy - superoksid anjon radikal; OOH® - perhidroksi radikal; OH™ -
hidroksilni radikal; H>Oz - vodonik peroksid. Slika je nacrtana uz pomo¢ sajta BioRender.com
(2020).
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Superoksid anjon radikal

Superoksidni anjon radikal nastaje redukcijom jednog elektrona molekulskog kiseonika. Ovaj
fenomen odigrava se u mnogim autooksidacionim reakcijama i u lancu transporta elektrona. Prolazi
kroz dizmutaciju da bi se formirao H>O; spontano ili enzimskom katalizom i preteca je formacije OH
koja se katalizuje metalom.

+e-
O e O™

Vodonik peroksid

Mehanizmi nastanka ovog radikala su:
e Redukcijom dva elektrona molekulskog kiseonika:

+ 2e-
Oy === H,0;
¢ Direktnom redukcijom jednog elektrona molekulskog kiseonika:

+e-
O G § 110
¢ Dizmutacijom superoksid anjon radikala dejstvom enzima superoksid dizmutaze (SOD):

SOD
02" + 2H " mem  H,0, + O
Vodonik peroksid je rastvorljiv u lipidima i ima sposobnost difuzije kroz membrane.

Hidroksilni radikal

Hidroksilni radikal nastaje redukcijom tri elektrona, Sto se moZe odigrati putem:

e Fentonove reakcije (H,0> reaguje sa jonima metala (Fe*" ili Cu?") pri éemu nastaju hidrioksilni
radikali:

Fe?" + HyO; wmmmm Fe’™ + OH* + OH"™

e Raspadanjem peroksinitita.
Izuzetno je reaktivan molekul, napada vecinu ¢elijskih komponenti.

Perhidroksi radikal se formira u reakcijama radikala sa ¢elijskim komponentama kao §to su lipidi 1
nukleobaze.

Alkoksi radikal i peroksi radikal spadaju u organske radikale sa centralnom pozicijom kiseonika.
Lipidni oblici ucestvuju u lipidno-peroksidacionim reakcijama. Nastaju u prisustvo kiseonika
radikalnim dodatkom duplih veza ili apstrakciji vodonika (Lobo i sar., 2010).

1.3.1.2 Reaktivne azotne vrste (engl. reactive nitrogen species RNS)

Druga vrsta SR je azotnog porekla i tu spadaju :
e azot- monoksid (NO°);
e azot-dioksid (NOy);
e peroksinitrit (ONOO™) (Sabry, 2013).

11



Azot-monoksid

Azot-monoksid radikal se proizvodi u viS§im organizmima oksidacijom jednog od terminalnih
atoma guanidonitrogena L-arginina. Ovaj proces je katalizovan enzimom azot-monoksid sintazom
(engl. nitric oxide synthase). U zavisnosti od mikro okruzenja, NO* se moze konvertovati u razne
druge RNS kao $to su: azotnijumski katjon (NO™), nitroksil anjon (NO") ili ONOO™ (Drége, 2002).
NO* je endogeni molekul kratkotrajnog zivotnog veka, koji kao esencijalni signalni molekul igra
viSestruke uloge u fiziologiji sisara. Ostvaruje ulogu u razli¢itim fizioloSkim procesima kao $to su
kardiovaskularna homeostaza, neuronski prenos, imunomodulacija I rast tumora. Nedovoljna
proizvodnja NO* povezana je sa nekoliko patoloskih procesa, zbog ¢ega se u tretiranju pojedinih
oboljenja (kardiovaskularnih, respiratornih poremecaja, zaceljivanje rana, imunoloski odgovor na
infekciju 1 rak) upravo i koriste donori za NO*® (Alimoradi 1 sar., 2019; Zhou 1 sar., 2016).

Azot-dioksid

Azot-dioksid je slobodan radikal formiran in vivo, koji je u pocetku prepoznat kao zagadivac
vazduha 1 dugo je prouCavan u aspektima vezanim za zdravlje Zivotne sredine i njegovim
oksidativnim efektima na biomolekule (Gamon i Wille, 2016). MozZe da se podvrgne ili oksidaciji
jednog elektrona pri éemu nastaje nitronijumski katjon (NO;") ili redukciji jednog elektrona pri ¢emu
nastaje nitrit (NO2"). NO2 se moze proizvesti endogeno, razlicitih biohemijskih reakcijama, ali se
takode moze formirati egzogeno s obzirom da se radi o jednom atmosferskom zagadivacu koji je
zapravo rezultat sagorevanja fosilnih goriva i fotohemijskog smoga (Sauerbeck i sar., 2000). Znacajne
koncentracije NO> takode mogu biti prisutni u duvanskom dimu, $to je pokazano u studiji gde je
detektovan u epitelijalnim ¢elijama pluca, kod ispitanika koji su inhalirali ovaj molekul (Gamon i
Wille, 2016). NO; takode brzo reaguje i sa drugim radikalima, na primer sa NO®, pri ¢emu formira
N20s. NO; kao snazan oksidans i nitratni molekul moze da reaguje sa nekoliko molekula u bioloskim
sistemima (proteini i lipidi). Sposoban je da prode kroz razli¢ite vrste reakcija, ukljucujuci
rekombinaciju sa drugim radikalima, pored nezasi¢enih veza i prenosa elektrona (Augusto i sar.,
2002).

Peroksinitrit

Peroksinitrit je reaktivni bioloSki oksidans. Glavna reakcija koja vodi ka formiranju
peroksinitrita u biolo§kim sistemima je difuzijom kontrolisana reakcija dva radikala azot-oksida (02"
i NO).

02°-+ NO"—ONOO™

Kratkotrajnog je Zivotnog veka. U oblasti biohemije, termin ,,peroksinitrit” obuhvata zapravo zbir
dve blisko povezane vrste: peroksinitrit anjon (ONOO™) i njegove konjugovane Kkiseline,
peroksinitritnu kiselinu (ONOOH) (Ferrer-Sueta 1 sar., 2018). Formiranje ONOO* u bioloskim
sistemima uzrokuje potencijalnu citotoksi¢nu ulogu, §to su opisali mnogobrojni naucnici, gde je cak
ukazano na to da raspadanje ovog molekula moze da generiSe jak oksidantski efekat, sa reaktivnos¢u
slicno onom u hidroksilnom radikalu (Beckman i sar., 1990; Radi i sar., 1991).

Reaktivne Kkiseonicne i azotne vrste, bilo endogenog ili egzogenog porekla, veoma lako
mogu da napadnu sve klase makromolekula (proteine, lipide, DNK) (Van Dyke i Serhan, 2003). ROS
mogu da prouzrokuju oStecenje tkiva na celularnom nivou (modifikacijom proteina, lipida, DNK) 1
time da dovedu do ¢elijske nekroze i apoptoze. Poremeceni oksidativno-reduktivni sistem posreduje
povecanju lipidne peroksidacije, promeni antioksidativnih enzimskih aktivnosti kao 1 umanjenom
delovanju neenzimskih endogenih antioksidanata, §to moZze da se detektuje ve¢ i u presimptomatskoj
fazi mnogih bolesti. Stoga, oni mogu predstavljati markere izmenjene metabolicke 1 fizioloske
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homeostaze. U skladu sa tim, sa stanovista rutinske svakodnevne klini¢ko-dijagnosti¢ke prakse, bilo
bi dragoceno rutinsko analiziranje parametara oksidativnog stresa (OS) u razli¢itim bioloskim
materijalima u cilju rane dijagnostike, prevencije i unapredivanja terapije (Puki¢ 1 sar., 2008).

Reakcije u kojima se stvaraju SR

Svi SR se kontinuirano stvaraju u malim koli¢inama u ¢elijama kao ,,nusprodukti
metabolizma tokom enzimskih 1 neenzimskih reakcija.

Enzimske reakcije u kojima se stvaraju slobodni radikali
e procesi oksidativne fosforilacije u mitohondrijama (na nivou respiratornog lanca, tokom
odigravanja tzv. ,,¢elijskog disanja”);
e proces sinteze prostaglandina;
e proces fagocitoze u leukocitima;
e sistemi citochroma P-450.

Neenzimske reakcije u kojima se stvaraju slobodni radikali

Neenzimske reakcije kiseonika sa organskim jedinjenima, kao i jonizirane reakcije, takode mogu da
dovedu do stvaranja SR (T. Liu i sar., 1999).

Elektrofilna svojstva SR c¢ine osnovu njihove visoke reaktivnosti. U reakcijama sa
biomolekulima prolaze kroz oksidaciju i kroz donaciju sopstvenih elektrona, pri ¢emu oni sami
postaju novi tzv. ,,sekundarni radikali” koji nastavljaju radikalnu lan¢anu reakciju i podrzavaju
prostornu i vremensko zavisnu propagaciju oksidativnog stresa, i samim tim dovode do oStecenja
¢elija, tj. tkiva (Halliwell B., 1994).

Izvori slobodnih radikala

Endogena proizvodnja SR

Mehanizmi endogene proizvodnje SR ukljucuju razli¢ite celijske organele u kojima je
potrosnja kiseonika velika (kao $to su mitohondrije, peroksizomi, endoplazmatski retikulum) kao 1
ksantin oksidaze, tokom procesa inflamacije 1 fagocitoze, vezbanja, ishemije/reperfuzijskih povreda.

Egzogena proizvodnja SR

Mehanizam egzogene proizvodnje SR se odvija tokom izloZenosti zagadenoj Zivotnoj sredini
1 nepovoljnim uslovima (npr. jonizacija, UV zracenje, pusSenje, alkohol, teSki metali, razli¢iti lekovi,
visoke temperature itd.) (Lobo i sar., 2010; Phaniendra i sar., 2015).

1.3.2 Polimorfonuklenarni leukociti (PMN)

Polimorfonuklenarni leukociti su prva linijja odbrane oralnih tkiva od patogenih
mikroorganizama. Interakcije leukocita sa bakterijama pokrecu razli¢ite odbrambene biohemijske 1
fizioloske procese koji dovode do uniStenja patogena, ali dovode i do respiratornog praska (engl.
wrespiratory burst”) u PMN, uz posledi¢nu proizvodnju slobodnih radikala (ROS i/ili RNS) 1
lokalnog oStecenja tkiva.
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Slobodni radikali uzrokuju lipidnu peroksidaciju u tkivu, oste¢enje proteina i DNK, enzimsku
oksidaciju kao 1 stimulaciju proinflamatornih citokina. Izmedu ostalog, PMN oslobadaju i
proteoliticke enzime 1 dovode do destrukcije periodontalnih tkiva (Kantarci 1 sar., 2003; Kundali¢ 1
sar., 2016).

U fizioloskim uslovima produkciju ROS efikasno neutraliSu antioksidansi koji preveniraju
oStecenja tkiva izazvana njihovim uticajem. Kada nastane inflamacija, produkcija SR drasti¢no raste,
uglavnom zbog ¢elija urodenog imunskog sistema, poput neutrofila i makrofaga. Medutim, ako
urodeni imuni sistem istrosi svoj kapacitet ili njegova odbrambena funkcija postane ogranic¢ena, onda
se aktiviraju ¢elije steCenog imunog sistema, tzv. specificne T 1 B ¢elije. Ako je ovaj proces produzen
ili neefikasan, napreduje do hroni¢ne inflamacije, $to je povezano sa mnogim bolestima (Mittal i sar.,
2014).

1.3.3 Respiratorni prasak

Tokom infekcije, javlja se oslobadanje proinflamatornih medijatora, pri ¢emu vaskularni
endotelijum signalizira cirkuliSu¢im neutrofilima da migriraju i predu endotelijalnu barijeru.
Neutrofili potom migriraju prema mestu infekcije, prepoznaju patogen i ingestijom ga uvuku u svoju
vakuolu. Prilikom tog procesa fagocitoze, neutrofili proizvode i oslobadaju veoma velike koli¢ine
antibakterijskih peptida, proteaza i ROS. Intenzivna proizvodnja ROS koja se zapravo zove
»respiratorni, tj. kiseoni¢ni prasak ”, karakteriSe se znaajnom potroSnjom kiseonika, aktivacijom
NADPH + H, kao i NADH+H" zavisnih oksidaza u ¢elijskoj membrani fagocita, kao i aktivacijom
heksozomonofosfatnog puta. NADPH oksidaza ili NOX> je enzim odgovoran za proizvodnju
superoksida anjona, §to dovodi do stvaranja drugih ROS (El-Benna i sar., 2016).

1.3.4 Proces lipidne peroksidacije

Lipidna peroksidacija predstavlja najizrazeniji negativni efekat delovanja SR. Predstavlja
autokataliticki, progresivan proces koji je ireverzibilnog karaktera. Lipidni peroksidi se proizvode u
mnogim celijskim procesima 1 mogu posluziti kao signalni molekuli kroz post-translacione
modifikacije proteina . Njihova biosinteza moZe se odigrati enzimskim ili neenzimskim procesima
(Higdon 1 sar., 2012).

1.3.4.1 Mehanizam dejstva lipidnih peroksida

Lipidni peroksidi vrse svoje toksi¢ne efekte kroz dva mehanizma:
e posto su lipidi odgovorni za odrzavanje integriteta ¢elijskih membrana, opseZna peroksidacija
lipida menja sklop, kompoziciju, strukturu i dinamiku lipidnih membrana;
e kao visoko reaktivna jedinjenja, lipidni peroksidi su takode u stanju da propagiraju dalju sintezu
ROS, ili pak da se razgrade u reaktivne supstance sposobne da izvrSe ukrStanje (engl. crosslinking)
sa DNK i proteinima.

Lipidnom peroksidacijom prevashodno se oksidiraju polinezasi¢ene masne kiseline (engl.
Lwpolyunsaturated fatty acids” PUFA ). To su zapravo masne kiseline dugih lanaca sa viSe dvostrukih
veza, ukljucujuéi linolei¢nu i arahidonsku kiselinu. U prvom koraku oksidacije, atom vodonika se
uklanja iz metilen ugljenika, premoscavajuc¢i dve duple veze. Slaba C-H veza i stabilnost rezultata
bisali¢nog radikala, pokrece dalju selektivnost u uklanjanju atoma vodonika. Takav novonastali
sistem omogucava lipidima da se izomerizuju u termodinamicki stabilniji izomer, formirajuci
konjugovani dien koji reaguje sa molekularnim kiseonikom i formiraju lipid peroksid (Gaschler i
Stockwell, 2017).
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Proizvodi lipidne peroksidacije se obicno koriste kao biomarkeri OS. Lipidna peroksidacija
stvara mnoStvo relativno stabilnih krajnjih proizvoda raspadanja, uglavnom o i B-nezasicene
reaktivne aldehide kao Sto je malondialdehid (MDA). U poredenju sa slobodnim radikalima, aldehidi
su relativno stabilni i mogu da se uvuku u ¢eliju ili cak pobegnu iz ¢elije i napadnu mete daleko od
mesta prvobitnog dogadaja (Colak, 2008).

1.3.5 Markeri oksidativnog stresa

1.3.5.1 Malondialdehid

Malondialdehid predstavlja marker lipidne oksidacije. Nastaje razgradnjom nezasi¢enih
masnih kiselina (predominantno arahidonske kiseline) kao i kada je prisutan u visokoj koncentraciji,
gde brzo reaguje sa slobodnim amino grupama lipoproteina male gustine pri ¢emu se stvaraju MDA
modifikovani proteini. Modifikacija proteina od strane MDA izaziva promenu njihovih bioloskih
svojstava. Stavise, proteini modifikovani od MDA su imunogeni. Bicikli¢ni peroksidni posrednici
linolenickih i arahidonskih kiselina uti¢u na porast MDA, koji se obi¢no detektuje kao tiobarbituri¢na
kiselina (Dalle-Donne i sar., 2006; Stocker i Keaney, 2004).

1.3.5.2 8-hidroksi-2-deoksiguanozin

Jo$ jedan od parametara koji predstavlja marker OS je 8-hidroksi-2-deoksiguanozin (8-
OHJdQ), koji nastaje oksidacijom guanina od oSteCene DNK. Takode, moze se koristiti kao marker za
procenu oksidativnih oSte¢enja DNK kod mnogih bolesti (rak, neurodegenerativne bolesti, dijabetes,
ateroskleroti¢ne kardiovaskularne bolesti i1 reumatoidni artritis, parodontitisa i dr.) (Varghese i sar.,
2020).

Fenton hemija

Neenzimska peroksidacija lipida je proces u kojem posreduju obe vrste radikala (ROS i RNS).
Ovaj proces se odvija u tri faze:
1. faza inicijacije;
2. faza propagacije;
3. faza terminacije.

Inicijacioni korak je proces koji generiSe radikalna jedinjenja od neradikalnih molekula. U
éelijama se to postize koris¢enjem gvozda i rede, bakra. Celijsko gvoZde je pod strogom regulativom
u ¢elijama. lako je vec¢ina gvozda vezana u FeS klasterima, ili uskladiStena u proteinskom feritinu,
ipak, postoji mala koli¢ina gvozda koja je labavo ligatisana (vezana) i sposobna da ucestvuje u redoks
reakcijama (Breuer i sar., 2008). Ove redoks reakcije koje katalizuje labilno vezano gvozde,
kolektivno se nazivaju ,,Fenton hemija” i predstavljaju niz reakcija gde to gvozde reaguje sa endogeno
proizvedenim vodonik peroksidom ili superoksidom u cilju stvaranja ROS (Chang i sar., 1992).

U prvoj fazi Fenton hemije, fero gvozde (Fe*") redukcijom vodonik peroksida, oksidira na
feri gvozde (Fe*") stvarajuéi hidroksidni anjon i visoko reaktivni hidroksilni radikal.

Fe’'+ H,0, — Fe*' + HO+ OH™
Ako je dostupan jo$ jedan ekvivalent vodonik peroksidu, feri gvozde se moze vratiti na svoje fero
stanje 1 stvoriti ROO". PoSto se zavrs$i prva faza (inicijacija), lipidna peroksidacija se nastavlja u

drugu fazu (propagacija).
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I hidroksilni 1 peroksilni radikal proizvedeni u Fenton reakciji su u stanju da privuku vodonik
iz membrane bisalilicnog metilena PUFA, stvaraju¢i stabilan, ugljeni¢ni radikal koji moZze da reaguje
sa molekularnim kiseonikom u rastvoru, formiraju¢i ROO, §to moze da privuce drugi vodonik iz
drugog bisalilicnog metilena, stvarajuci lipidni peroksid (ROOH) i jo$ jedan ugljeni¢no centriran
radikal koji moze da reaguje sa kiseonikom. Radikalna jedinjenja koja potpomazu stvaranje novih
radikala smatraju se glavnim obelezjima u toku faze propagacije. Zbog tog fenomena se neenzimska
lipidna peroksidacija posmatra kao lancana reakcija.

Ukoliko je koncentracija radikala dovoljno visoka da dva radikala mogu da reaguju jedan sa
drugim, oni ¢e formirati novu vezu izmedu njih, eliminiSu¢i radikale. Molekuli koji su u stanju da
doniraju elektrone radikalnim jedinjenjima, a da sami ne postanu radikali, mogu da prekinu fazu
propagacije. Ovi molekuli se zovu antioksidansi (AO) i1 predstavljaju primarni mehanizam odbrane
od nekontrolisane lipidne peroksidacije i drugih oksidacijskih ostec¢enja (Reyhani i sar., 2019).

1.4 Antioksidativna zastita

1.4.1 Klasifikacija antioksidativne zastite

Antioksidativna zasStita deli se na:

e enzimsku antioksidativnu zaStitu
e neenzimsku antioksidativnu zastitu

1.4.1.1 Enzimski antioksidansi
e superoksid dizmutaza (SOD);
katalaza;

glutation peroksidaza (GPx);
glutation reduktaze;

DNK reparatorni enzimi i dr.

1.4.1.2 Neenzimski antioksidansi

mokraéna kiselina (MK);

albumin;

vitamin C (aksorbinska kiselina);

vitamin E (o tokoferol);

vitamin A (karotenoidi);

redukovani glutation;

polifenoli (flavenoidi) (Y. Wang i sar., 2017).

Superoksid dizmutaza katalizuje reakciju dizmutacije superoksid anjon radikala u vodonik
peroksid 1 kiseonik. U toku ove reakcije jedan O2™ se oksiduje u Oz , a drugi O, se redukuje u H20»;

SOD
20,"+2H" = H0,+0»

Kod eukariotskih organizama, prisutne su tri izoforme SOD: Cu, Zn-zavisna-SOD (citozolni enzim),
Mn-zavisna-SOD (lokalizovana u matriksu mitohondrija) 1 ekstracelularna SOD (Todorovi¢ 1 sar.,
2005).
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Funkcija GPx je da neutraliSe slobodne kiseoni¢ne radikale. Glutation peroksidaza je
intracelijski antioksidans koji redukuje vodonik peroksid (kao i lipidne perokside) u H2O, u cilju
umanjenja njegovog Stetnog dejstva. Bioloski sistemi su razvili viSe mehanizama za redukovanje
lipidnih peroksida, gde je posebno vazan GPx kao klasa enzima klju¢na upravo u tom procesu. Postoji
osam GPx izoformi kod ljudi i sve su sa razliCitim specifi¢nostima i distribucijom po tkivima
(Gaschler i1 Stockwell, 2017). Glutation peroksidaza su kao porodica enzima homologni
selenocisteinima - koje sadrze sisari (GPx1). GPx1 je enzim koji koristi redukovani glutation (GSH)
kao obavezan kosupstrat u procesu redukcije vodonik peroksida u H»O;, pri ¢emu se formira
oksidovani glutation (GSSG). Enzim glutation reduktaza (GR) obnavlja GSSG u GSH koriste¢i
NADPH kao izvor redukujucih ekvivalenata, pri ¢emu odrzava ¢elijske rezerve NADPH-a (Lubos i
sar., 2011).

.....

katalizira oksidaciju MK. Delovanjem urikaze, MK se moze oksidovati u alantoin i iskoristiti za
stvaranje CO21 H20:.

urikaza
MK +H;O+ 0O, = alantion + CO; + H,O;

Medutim, zbog defektnosti gena koji ne moze da se transkribuje, ljudima nedostaje enzim urat
oksidaza. Stoga MK predstavlja kona¢ni metabolit nukleinskih kiselina proizvedenih celijskim
metabolizmom 1 varenjem hrane. Nivo MK se odrzava u relativno stabilnom stanju njegovom
naizmeni¢nom proizvodnjom i izlu¢ivanjem. Mokraéna kiselina je vazan AO u ljudskom telu, $to je
u prethodnim godinama istrazivanja, u meduvremenu i potvrdeno. Odrzavanje nivoa MK na
referentnom nivou je vazno ne samo zato §to MK ima vitalnu ulogu u funkcionisanju ljudskog tela,
ve¢ zato §to vise ili nize vrednosti MK mogu da pokrenu ili uti€u na niz bolesti (Q. Wang i sar., 2020).

1.4.2 Klasifikacija antioksidanasa prema mehanizmu dejstva
Prema mehanizmu dejstva, antioksidansi se dele na:
Antioksidanse koji prekidaju lan¢anu reakciju (uklanjaju ROS) i u njih spadaju:

e antioksidansi malih molekula (jedinjenja rastvorljiva u vodi: vitamin C, glutation; jedinjenja
rastvorljiva u mastima: vitamin E, karoten, itd). Oni ometaju fazu propagacije lanaca;
e enzimske antioksidanse (SOD, katalaza, GPx).

Antioksidanse koji deluju preventivno - redukuju prvu fazu (inicijacije) lanaca i u njih
spadaju: albumin, transferin, ceruloplasmin, feritin (vezuju ROS kako bi zastitili esencijalne
proteine). Ovaj tip antioksidativnih sistema spre¢ava nekontrolisano formiranje SR ili inhibiraju
njihove reakcije sa bioloskim molekulima (Somogyi i sar., 2007).

1.4.3 Ukupni antioksidativni status

Cinjenica je da merenje vrednosti pojedinaénih molekula koji spadaju u antioksidativne
markere, ponekad moze dati nekompletnu sliku, zbog toga $to oni funkcioniSu po principu lancanih
reakcija. Zbog toga se analiza ukupnog antioksidativnog statusa (engl.,,total antioxidant status” TAS)
smatra relevantnijom (Baltacioglu i sar., 2014). Ukupni antioksidativnim statusom se smatra
kumulativno delovanje svih AO prisutnih u plazmi i drugim telesnim tecnostima, ¢ime se obezbeduje
njihova merljivost. Ukupni antioksidativni status se odnosi na celokupni spektar antioksidativnih
aktivnosti protiv raznih ROS i RNS (Prior i sar., 2005).
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Antioksidativna merenja jo§ uvek nisu uvrS¢ena u standardnim protokolima u dijagnostici i
lecenju uprkos nau¢nim dokazima u promenama serumskih antioksidativnih kapaciteta kod odredenih
bolesti (npr. sveukupni TAS izmeren u serumu, povecan je znacajno kod pacijenata sa dijalizom i
hroni¢nim otkazivanja bubrega zbog visokih vrednosti urata) (Apak i sar., 2016).

1.5 Uloga oksidativnog stresa u patogenezi parodontitisa

U fizioloskim uslovima koncentracije SR su niskih vrednosti. Medutim, njihova koncentracija
moze akutno da se poveca tokom brojnih ¢elijskih procesa ukljucujuéi eritropoezu, respiratornu
kontrolu i tokom puteva transdukcije signala stimulisanih raznovrsnim faktorima rasta i citokinima.
Kada je prisutna visoka koncentracija SR, to direktno i indirektno uti¢e na proteine, lipide i hromatin
1 moze da izmeni puteve transdukcije signala i ekspresiju gena. Kako su njihovi efekti raznovrsni,
mogu da doprinesu promovisanju patofizioloskih procesa u organizmu.

Povecana proizvodnja SR 1/ili nedovoljna antioksidativna odbrana rezultira stvaranje OS u
Sto vodi ka akumuliranom oS$te¢enju makromolekula i gubitka funkcije ¢elije, oStecenja Celijske
membrane i na kraju do smrti ¢elije. Oksidativni stres kao patofizioloski mehanizam je potvrden u
mnogim patoloSkim stanjima, starenju i trovanjima. Osim toga, OS se javlja tokom preteranog
fizickog napora, zatim kao posledica pusenja, izloZenosti zagadenoj zivotnoj sredini i ksenobioticima
(Ray i sar., 2012).

Poslednjih godina postoji sve vise dokaza koji ukazuju na ulogu ROS u uspostavljanju
okruZenja izloZenog dejstvu OS, koje zapravo potajno lezi u patogenezi Sirokog spektra hroni¢nih
bolesti, medu kojima se nalazi i parodontitis (Buczko i sar., 2015). Prema studiji iz 2017. godine,
parodontitis spada medu 11 najzastupljenijih stanja u svetu, Cija se rasprostranjenost kre¢e od 20%
do 50% odrasle populacije (Vos i sar., 2017). Progresija parodontitisa smatra se interakcijom izmedu
inflamatornog i imunoloskog odgovora izazvanog periopatogenim mikroorganizmima (Page i
Kornman, 1997), medutim osnovni mehanizam nastanka i1 dalje ostaje nepotpuno otkriven, §to
otezava ranu detekciju, prevenciju 1 kontrolu bolesti.

Perzistiranje dentalnog plaka na povrsini zuba kao 1 njegova migracija u okolne parodontalne
dzepove dovodi do regrutovanja leukocita, pretezno PMN, od krvotoka do mesta infekcije. Infiltracija
PMN (koja predstavlja 50% - 70% ukupne leukocitne infiltracije) je prva linija odbrane od
bakterijskih patogena sadrzanih u dentalnom plaku (Landzberg i sar., 2015). Polimorfonuklerni
leukociti igraju sustinsku ulogu u parodontalnom zdravlju 1 u urodenom imunom sistemu, kao celije
koje prve deluju kroz nekoliko jedinstvenih odbrambenih mehanizama, ukljucujuéi degranulaciju,
hemotaksu, fagocitozu 1 oslobadanje ROS. ,Hiperaktivnost” PMN je povezana sa parodontitisom
(Dias i sar., 2011).

Sa druge strane, ROS se sa svojim antimikrobnim delovanjem moze smatrati ,,macem sa dve
oStrice” jer moze da pomogne u uniStavanju patogenih mikroorganizama u homeostazi, ali isto tako
mogu postati i citotoksi¢ni za ¢elije domacina kada se preterano aktiviraju. Reaktivne vrste kiseonika
igraju vaznu ulogu u signalizaciji Celija, regulaciji gena i antimikrobne odbrane, ali prevelika
aktivnost ROS dovodi do povecanog opterecenja oksidanata zajedno sa izmenjenim ili smanjenim
TAS, $to rezultira nastankom OS unutar zahvacenih tkiva, 1 dalje dovodi do patoloskih promena i
samim tim do uniStavanja tkiva domacina (i otuda se posledi¢no javlja gubitak zuba kod
parodontitisa) (Almerich-Silla i sar., 2015; G. P. Wang, 2015).

Tokom fagocitoze, SR (narocito O™, H>O», 1 OH™), koji su krajnji proizvodi mitohondrijskog
respiratornog praska u PMN, deluju uglavnom kroz lipidnu peroksidaciju, ali mogu delovati i kroz
oStecenje proteina i DNK (Su 1 sar., 2009). To dovodi do naruSavanja oksidativne ravnoteze koja
pokrece proinflamatorne mehanizme kao i osteoklastogenezu, koja zatim dovodi do gubitka kostiju
(najdominantnija karakteristika kod pacijenata sa parodontitisom) (Boyce i Xing, 2007).
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Konacno, kroz direktno oStecenje ekstracelijskog vezivnog tkiva, ROS je odgovoran za
gubitak pripojnog epitela koji dovodi do periodontalnog oStec¢enja (Aboodi i sar., 2011). Destruktivni
obrazac, koji karakteriSe parodontitis kao bolest koja utic¢e na potporna tkiva zuba je u stvari posledica
aktivnog uniStavanja vezivnog tkiva i progresivne resorpcije kostiju nastale kroz prisustvo razli¢itih
stimulativnih faktora u plazmi; ovi faktori proizilaze iz povecanog respiratornog praska u PMN (i
produkcije ROS) i takode mogu da izmene i produze zivotni vek neutrofila kod pacijenata sa
parodontitisom (Dias 1 sar., 2011). U skladu sa tim, proizvodnja ROS je povezana sa pove¢anom
ekspresijom proinflamatornih citokina koji su odgovorni, kako direktno tako i indirektno, za
uniStavanje vezivnog tkiva 1 resorpciju kostiju. Medutim, iako se uniStavanje mineralizovanih i
nemeralizovanih tkiva javlja istovremeno, specificni proinflamatorni molekuli su povezani sa
osStec¢enjem jedne ili obe vrste tkiva (Graves, 2008).

Uloga salive u antioksidativnoj zaStiti

Saliva predstavlja bioloSku te¢nost koju stvaraju u najve¢em procentu (93%) tri para glavnih
pljuvacnih zlezda (parotidna, submandibularna i sublingvalna), dok preostala zapremina (7%) potice
iz mnogobrojnih manjih submukoznih pljuvaénih zlezda (Proctor, 2016).

Saliva predstavlja mesavinu razliitih elemenata, u ¢ijem sastavu u 99% ulazi voda, a ostalih
1% ¢ine organski i neorganski molekuli poput proteina, elektrolita, gingivo- sulkusna te¢nost, serum,
¢elije, bakterije 1 ostaci hrane (Llena-Puy, 2006). Veoma je vazna tecnost koja se moze koristiti kao
uzorak za dijagnostiku ali i1 kontrolu lecenja raznih sistemskih bolesti.

Osnovne funkcije salive

Saliva ima nekoliko uloga, medu kojima su najvaznija odrZzavanje homeostaze svih tkiva usne
duplje, $to se obezbeduje kroz njene osnovne funkcije kao $to su:
1. samociS¢enje usne duplje;
2. zastitna uloga:
o Sirok spektar antimikrobnih aktivnosti (antibakterijska, antivirusna, fungicidna),
e puferska uloga,
¢ uloga u formiranju ste¢ene pelikule gledi,
e zaStita od demineralizacije gledi,
uloga u Zvakanju, gutanju 1 govoru;
uloga u metabolizmu vode;
ekskretorna uloga;
uloga u odrzavanju stabilnosti protetskih nadoknada u usnoj duplji;
uloga u funkciji ¢ula ukusa;
antikancerogena uloga;
antioksidativna uloga (Leite 1 sar., 2012).

©COoN AW

1.6 Antioksidativna uloga salive
Na osnovu strukturnih i funkcionalnih karakteristika saliva ima veoma vaznu ulogu u zastiti

oralnih tkiva od Stetnog delovanja SR obzirom da su u njoj prisutni neenzimski 1 enzimski
antioksidansi.
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1.6.1 Podela salivarnih antioksidanasa
1.6.1.1 Enzimski salivarni antioksidansi

U enzimske salivarne antioksidanse spadaju uglavnom peroksidaze (SOD, GPx, oralna
peroksidaza, katalaza).

1.6.1.2 Neenzimski salivarni antioksidansi

U neenzimske salivarne antioksidanse spadaju (mokra¢na kiselina, glutation, albumin, sialna
kiselina, vitamin C kao egzogena komponenta i dr.). Enzimski salivarni AO su odgovorni za direktno
neutralisanje SR, dok neenzimski salivarni AO neutraliSu sekundarne oksidativne proizvode
(Novakovic 1 sar., 2014).

1.6.2 Prednosti upotrebe salive u dijagnosti¢ke svrhe

Velika prednost koriS¢enja salive se ogleda u tome Sto predstavlja dijagnosticki materijal ,,u
realnom vremenu®, ali i ¢injenica da se veoma jednostavno prikuplja. Za razliku od uzorkovanja krvi
1 opravdanog straha od igle kod velikog broja pacijenata, prikupljanje salive predstavlja neinvazivnu
dijagnosticku metodu za ispitanike. Razlika u koli¢ini produkcije salive nastaje usled razliitih
faktora, kao S§to su: doba dana, vreme prikupljanja uzorka, temperatura, individualna hidratacija
ispitanika kao i njegovo opste fizicko i emocionalno stanje (Korte i Kinney, 2016).

Prikupljanje salive ne zahteva specijalnu opremu 1 tehniku. Ova metoda je brza i komforna,
kako za pacijenta tako i za doktora.

Na osnovu naSe trenutne interpretacije sloZenosti parodontitisa, identifikacija jednog
dijagnostickog markera za sve forme ove bolesti deluje iluzionisticki, ali obzirom da rano otkrivanje
bolesti igra klju¢nu ulogu u uspesnoj terapiji, istrazivaci su i dalje veoma posveceni potrazi za
dijagnostickim biomarkerima sa visokom osetljivos¢u i specifinoséu, ¢ijom bi se upotrebom
parodontalni rizik identifikovao i pre pojave vecih klini¢kih ostecenja (Loos i Tjoa, 2005).

Stoga, istrazivanja biomarkera u parodontologiji su 1 dalje usmerena ka razvijanju savremenih
dijagnostickih testova koji bi imali znafajan uticaj na ranu dijagnostiku parodontitisa, odabiru
terapijskog modaliteta, Sto bi naravno uticalo 1 na sam ishod terapije ali i na druge zdravstvene
benefite kako za pacijenta tako i za zdravstveni sistem. Na polju dijagnostike parodontalnih oboljenja,
proucavani su uglavnom biomarkeri iz oralnih te¢nosti (gingivo-cervikularna tecnost i saliva)
(Ghallab, 2018).

Do sada, prema raspolozivim podacima, nije objavljena ni jedna studija koja ispituje
parametre oksidativnog stresa i1 antioksidativne zastite u salivi kod sistemski zdravih pacijenata sa
parodontitisom koji su tretirani konzervativnom terapijom, kao i1 kombinacijom konzervativne
terapije sa lokalnom primenom rastvora hlorheksidin-diglukonata odredene koncentracije.
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2. HIPOTEZA I CILJEVI ISTRAZIVANJA

Oblast istrazivanja ove doktorske disertacije obuhvata uticaj 0,12% rastvora hlorheksidin-
diglukonata na biohemijske pokazatelje inflamacije i1 oksidativnog stresa iz salive; ispitivanje uticaja
hlorheksidin-diglukonata (kvantitativna i kvalitativna analiza) na periopatogene mikrooganizme iz
uzoraka subgingivalnog dentalnog plaka; ispitivanje uticaja hlorheksidin-diglukonata na klinicke
parametre kod pacijenata sa parodontitisom. Ovo istrazivanje bi bilo od znacaja zbog potvrde
neophodnosti njegove primene u rutinskim protokolima lecenja sistemski zdravih osoba koji boluju
od parodontitisa. Pretpostavljeno je da ¢e adjuvantna primena 0,12% rastvora hlorheksidin-
diglukonata uz konzervativnu terapiju kod obolelih od parodontitisa, uticati na poboljsanje klinickih
parametara, zatim da ¢e umanjiti markere koji ukazuju na oksidativni stres i inflamaciju u salivi, ali i
uticati na promenu u sastavu i broju periopatogenih mikroorganizama u sastavu subgingivalnog
dentalnog plaka.

Ciljevi istrazivanja:

% Ispitivanje razlike u nivoima pokazatelja oksidativnog stresa i antioksidanasa (malondialdehida,
8-hidroksi-2-deoksiguanozina, glutation peroksidaze, superoksid dismutase i mokraéne
kiseline), kao 1 u ukupnog antioksidativnog statusa salive kod:

e obolelih od parodontitisa pre i nakon sprovedene konzervativne parodontoloske terapije uz

dodatnu terapiju rastvorom 0,12 % hlorheksidin-diglukonata (1. grupa);

e obolelih od parodontitisa pre i nakon sprovedene konzervativne terapije uobicajenim

viSeseansnim postupkom (2. grupa);

e ispitanika sa klini¢ki zdravim parodoncijumom (3.grupa).

Evaluacija klini¢kih parametara kod:

e 112. grupe pacijenata pre i nakon primenjene terapije;

e 3. grupe ispitanika.
¢ Ispitivanja korelacije malondialdehida, 8-hidroksi-2-deoksiguanozina, glutation peroksidaze,

superoksid dismutase, mokracne kiseline i ukupnog antioksidativnog statusa salive sa klinickim
parametrima stanja parodoncijuma:
e pre i nakon sprovedene terapije kod 1. 1 2. grupe pacijenata.
¢ Evaluacija razlika u nivoima enzimskih pokazatelja hroni¢ne inflamacije (aspartat
aminotransferaze, alanin aminotransferaze, alkalne fosfataze, gama glutamil transferaze, laktat
dehidrogenaze i kreatin kinaze) kod:
e 112. grupe pacijenata pre sprovedene terapije;
e 1.12. grupe pacijenata nakon sprovedene terapije;
e 3. grupe ispitanika.
¢ Ispitivanje korelacija aspartat aminotransferaze, alanin aminotransferaze, alkalne fosfataze,
gama glutamil transferaze, laktat dehidrogenaze 1 kreatin kinaze sa klini€¢kim parametrima stanja
parodoncijuma kod:
e 1.12. grupe pacijenata pre i nakon primenjene terapije.
¢ Identifikacija  periopatogenih  bakterija:  Aggregatibacter  actinomycetemcomitans,
Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia, Eikenella corrodens 1 Treponema denticola,
metodom ,,polymerase chain reaction” (PCR) 1 prajmerima specifi¢nim za svaki mikrorganizam,
u uzorcima subgingivalnog dentalnog plaka kod:
e 1.12. grupe pacijenata pre i posle sprovedene terapije;
e 3. grupe ispitanika.

R/
A X4
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¢ Odredivanje kvantitativnog sastava u uzorcima subgingivalnog dentalnog plaka za bakterije:
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia,
Eikenella corrodens 1 Treponema denticola, metodom ,,quantitative real-time polymerase chain
reaction” (qRT-PCR) kod:
e 1. grupe pacijenata pre i posle sprovedene terapije;
e 2. grupe pacijenata pre i posle sprovedene terapije;
e 3. grupe ispitanika.
¢ Procena razlike u efikasnosti dve primenjene terapije kod 1. i 2. grupe pacijenata na osnovu
klini¢kih parametara, biohemijskih parametara oksidativnog stresa i inflamacije, mikrobioloskih
parametara kao i na osnovu njihovih medusobnih korelacija.

22



3. MATERIJAL I METODE

3.1 Hemikalije i reagensi

Hemikalije i reagensi koji su koriS¢eni u sklopu istrazivanja za ovu doktorsku disertaciju su:
rastvor hlorheksidin-diglukonata (0,12% Hibideks DAP® Galenika AD, Beograd, Srbija), rastvor
natrijum hidroksida, rastvor Tris hlorovodoni¢ne kiseline i rastvor magnezijum hlorida; PCR pufer
(MBI Fermentas, Litvanija), DreamTaq DNK polimeraza (Thermo Fisher Scientific™; Waltham,
MA, Sjedinjene Americke Drzave). SYBR Green PCR Master Mix, Maxima (RTC, Vilnus, Litvanija);
ctilen diamin tetra siréetna kiselina (EDTA), tris (hidroximetil) aminometan, borna Kkiselina,
akrilamid/bis-akrilamid, tetrametiletilendiamin (TEMED, Bio-Rad, Sigma-Aldrich), amonijum
persulfat (APS). Hemikalije firme (RANDOX Laboratories Ltd., Velika Britanija) kori$¢eni su za
odredivanje parametara redoks statusa poput GPx i SOD; za odredivanje aktivnosti TAS korisc¢en je
reagens Total Antioxidant Status (TAS) firme Randox (RANDOX Laboratories Ltd.,Velika Britanija);
za odredivanje koncentracije MK koris¢en je komercijalni QuantiChrom™ Uric Acid Assay Kit
(BioAssay Systems, Hayward, Sjedinjene Americke Drzave); za MDA je koriS¢en (Abcam
(ab118970) Lipid Peroxidation MD) Assay kit), dok je za 8-OHdG koriséen (ELISA test KOG-200SE,
New 8-OHdG Chec ELISA KIT, Japan Institute for the Control of Aging - JalCA).

3.2 Eksperimentalni protokol

IstraZivanje je sprovedeno na Klinici za parodontologiju i oralnu medicinu StomatoloSkog
fakulteta Univerziteta u Beogradu; Centrifugiranje uzoraka pljuvacke, zamrzavanje i skladiStenje
uradeno je u Laboratoriji za bazi¢na istrazivanja, Stomatoloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu
kao 1 Centru za medicinsku biohemiju Klinickog centra Srbije. Za izvodenje istrazivanja dobijena je
saglasnost Etickog odbora StomatoloSkog fakulteta Univerziteta u Beogradu (broj 36/4).

U studiju je bilo ukljuceno 60 ispitanika, oba pola, starosti od 25-55 godina, podeljenih u tri grupe:

e 1.ceksperimentalna grupa sastojala se od 20 pacijenata obolelih od parodontitisa kod kojih je pored
konzervativne terapije primenjen 1 0,12% rastvor hlorheksidin-diglukonata (KT+HH grupa);

e 2. eksperimentalna grupa sastojala se od 20 pacijenata obolelih od parodontitisa kod kojih je bila
primenjena samo konzervativna terapija (KT grupa);

e 3. grupa sastojala se od 20 ispitanika sa klinicki zdravim parodoncijumom (Z grupa).

Dijagnoza parodontititisa je definisana na osnovu anamneze, klini¢kog pregleda i analize
radiografskog snimka prema kriterijjumima americke Akademije za parodontologiju (Armitage,
1999).

Razvrstavanje ispitanika u jednu od dve navedene test grupe se obavilo metodom ,,proste
randomizacije’- razvrstavanje na osnovu izvlacenja slu€ajnih brojeva. Brojevi od 1-40 su biti napisani
na papiru 1 presavijeni tako da ni pacijent ni istraziva¢ nisu videli o kom broju se radi. Svi ispitanici
koji su izvukli parni broj su bili svrstani u 1. test grupu. Svi ispitanici koji su izvukli neparni broj bili
su svrstani u 2. test grupu.

Kriterijumi za ukljucenje ispitanika u istraZivanje za 1. i 2. test grupu (pacijenti oboleli od
parodontitisa):

e daimaju 25 i viSe godina;

e da budu sistemski zdravi;

e danisu u periodu trudnoce 1 laktacije;

e da imaju prisustvo parodontalnih dzepova dubine 5 i viSe milimetara;
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e daimaju viSe od 15 zuba (ne racunajuci tre¢e molare);

e da tri meseca unazad od momenta uzorkovanja nisu uzimali antibiotsku terapiju;

e da tri meseca unazad od momenta uzorkovanja nisu imali nikakav parodontoloski tretman;
e da tri meseca unazad nisu koristili suplemente poput vitamina C i E;

e da tri meseca unazad nisu bili na restriktivnim dijetama;

e da tri meseca unazad nisu uzimali antioksidativnu suplementaciju (u bilo kom obliku).

Kriterijumi za ukljucenje ispitanika u istrazivanje za 3. grupu (ispitanici sa klinicki zdravim
parodoncijumom):

da imaju 25 1 vise godina;

da dubina sondiranja bude manja od 3 mm, a nivo pripojnog epitela 0 mm;

da imaju potpuno odsustvo inflamacije gingive;

izostanak krvarenja na provokaciju nakon sondiranja;

da imaju viSe od 20 zuba (ne raunajuci tre¢e molare);

da budu sistemski zdravi;

da nisu u periodu trudnoée 1 laktacije;

da tri meseca unazad od momenta uzorkovanja nisu uzimali antibiotsku terapiju;

da tri meseca unazad od momenta uzorkovanja nisu uzimali suplemente poput vitamina C i E;

e da tri meseca unazad od momenta uzorkovanja nisu uzimali antioksidativnu suplementaciju (u
bilo kom obliku).

Kriterijumi za iskljucenje ispitanika iz istraZivanja:

pacijenti sa sistemskim oboljenjima;

trudnice 1 dojilje zbog specificnog hormonskog statusa;

pacijenti koji su iz bilo kog razloga bili na restriktivnim dijetama u poslednja 3 meseca;
pacijenti koji su uzimali vitaminske preparate u bilo kom obliku u poslednja 3 meseca;
pacijenti koji su imali parodontoloski tretman u poslednja 3 meseca;

pacijenti koji su uzimali antibiotsku terapiju u poslednja 3 meseca;

pacijenti sa veoma loSom oralnom higijenom.

Svi ispitanici su pre pocetka istraZivanja bili u potpunosti obaveSteni 1 usmenim i pisanim
putem o svim detaljima istraZivanja (cilj, metode terapije kao i nacin prikupljanja uzoraka, broj
dolazaka) 1 potpisali uCestvovanje u istom. Svi li¢ni podaci pacijenata, podaci o njthovom
zdravstvenom stanju kao i primenjenim procedurama tokom ovog ispitivanja su registrovani u
kompjuterskoj bazi podataka 1 zasti¢eni sistemom Sifrovanja, tako da je identitet svakog ispitanika
strogo sacuvan. Pristup ovim podacima imala je samo dr stom. Katarina Jovanovi¢ (glavni
istrazivac).

Nakon $to su svi ispitanici proc€itali i potpisali pristanak za u€estvovanje u istraZivanju,
primenjeni su sledec¢i postupci:

e stomatoloski pregled (sve tri grupe ispitanika);

e prikupljenje salive (sve tri grupe ispitanika);

e prikupljenje uzoraka subgingivalnog dentalnog plaka iz parodontalnog dzepa (1. i 2. test grupa
ispitanika), odnosno gingivalnog sulkusa (3. grupa ispitanika);

e primena konzervativne parodontoloSke terapije u viSe seansi (1. 1 2. test grupa ispitanika), kao i
savetovanje za dodatni deo terapije (primena rastvor hlorheksidin-diglukonata nakon pranja zuba) samo
pacijentima 1. grupe ispitanika.
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Klinic¢ki pregled, odredivanje klinickih parametara kao i terapiju svih pacijenata ukljucenih u
istrazivanje je sprovodio isti stomatolog.

3.3 Terapijski protokol

Pacijenti 1. 1 2. grupe su tokom ovog istrazivanja dolazili Sest puta. Ispitanici 3. grupe su bili
na pregledu samo jednom. Sve posete obavile su se na Klinici za parodontologiju i oralnu medicinu
Stomatoloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu. U toku te posete uradena je provera kriterijuma za
ukljucivanje ispitanika u istrazivanje, upoznavanje pacijenata sa svrhom, tokom i nacinom
istrazivanja.

U istrazivacki karton su uneti slede¢i podaci:

a) licni podaci (inicijali ispitanika, pol, godina rodenja, stru¢na sprema i kontakt telefon);

b) anamneza (opSte zdravstveno stanje, pusacki status);

¢) klinicki pregled (odreden status zuba kao 1 parodontoloska merenja - inspekcijom i sondiranjem
graduisanom parodontalnom sondom).

3.3.1 Terapijski protokol u prvoj grupi ispitanika

U prvoj grupi ispitanika primenjena je KT na uobi¢ajen viSeseanski na¢in. Kauzalna parodontoloSka
terapija podrazumevala je sledece postupke:
identifikaciju dentalnog plaka (instrumentacijom sa parodontalnom sondom);
motivisanje 1 obucavanje pacijenata o pravilnom odrzavanju oralne higijene;
uklanjanje supra i subgingivalnih ¢vrstih naslaga (ultrazvu¢nim aparatom);
uklanjanje mekih naslaga i poliranje povrSina zuba (Cetkicama i pastom za poliranje);
obradu parodontalnih dzepova (specijalizovane kirete po Gracy-ju);
kontrolu postignutih rezultata.

Obrada parodontalnih dZepova se obavljala u posetama koje su zakazivane na svakih nedelju
dana. Prilikom svake posete ispitanicima KT+HH grupe bio je obraden po jedan kvadrant zuba, uz
stalnu remotivaciju za pravilno odrzavanje oralne higijene.

Radno polje bilo je anestezirano lokalno infiltracionom, odnosno sprovodnom anestezijom
(2% lidokainom sa adrenalinom, 1:100000). Za odstranjivanje slobodnog sadrzaja parodontalnog
dzepa koris¢en je fizioloSki rastvor.

Ispitanicima ove grupe dodatno je savetovano da u naredne dve nedelje obavezno dva puta
dnevno (ujutru i uvece) - nakon pranja zuba muckaju u ustima 60 sekundi, 15 ml rastvora HH
(Hibideks DAP® 0,12% rastvor, Galenika AD, Beograd, Srbija) i da minimum 30 minuta nakon toga
niSta ne jedu i ne piju.

3.3.2 Terapijski protokol u drugoj grupi ispitanika

U drugoj grupi ispitanika je primenjivana samo kauzalna parodontoloska terapija. Prilikom
svake posete ispitanicima KT grupe bio je obraden po jedan kvadrant zuba, uz stalnu remotivaciju za
pravilno odrZavanje oralne higijene.

Radno polje bilo je anestezirano lokalno infiltracionom, odnosno sprovodnom anestezijom
(2% lidokainom sa adrenalinom, 1:100000). Za odstranjivanje slobodnog sadrzaja parodontalnog
dZepa koriscen je fizioloSki rastvor.

Kontrola za 1. 1 2. grupu je obavljena posle dva meseca nakon zavrSene terapije, gde se
ponovilo uzimanje uzoraka salive kao i subgingivalnog dentalnog plaka 1 ista klini¢ka merenja koja
su radena i u prvoj poseti pre terapije.
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3.4 Klinicka merenja

Klini¢ko stanje parodontalnih tkiva kao i nivo oralne higijene odredivani su primenom sledecih
indeksa i parametara:

e Plak indeks (PI) po Silnes-Lou (Silness- Loe, 1967.) bodovao se na slede¢i nacin:

0
1

bodova - nema prisutnog plaka u gingivalnoj tre¢ini krunice zuba;

bod - tanak sloj dentalnog plaka prisutan u predelu ivice gingive i na okolnoj gingivalnoj
tre¢ini krunice zuba, klinicki nije uocljiv (otkriva se povlacenjem vrha sonde u ovoj regiji
zuba);

boda - umerena akumulacija dentalnog plaka, vidljiva golim okom, lokalizovana na ivici
gingive 1 na povrsini zuba u njenom susedstvu, i/ili male koli¢ine dentalnog plaka prisutnog
u gingivalnom sulkusu, odnosno parodontalnom dzepu;

boda - izrazena akumulacija dentalnog plaka koji prekriva ivicu gingive i okolnu povrsinu
zuba ali je njime potpuno ispunjen i gingivalni sulkus, odnosno gingivalni ili parodontalni
dzep.

¢ Gingivalni indeks GI (Loe-Silness, 1967.) bodovao se na slede¢i nacin:

0

1

bodova - predstavlja zdravu gingivu. Gingiva je ¢vrsta, bledoruziCaste boje, sitnozrnaste
povrsine. Po posuSivanju gingiva je bez sjaja, sa papilom u interdentalnom prostoru;

bod - predstavlja blagu inflamaciju. Ivica gingive je blago crvenije boje nego uobicajeno.
Prisutan je blag edem, medutim nema krvarenja nakon blage provokacije parodontalnom
sondom;

boda - predstavlja umerenu inflamaciju. Gingiva je crvene boje sa izrazenim edemom 1
uvecanjem slobodne gingive i interdentalnih papila. Pozitivno krvarenje iz gingive na
sondiranje parodontalnom sondom;

boda - predstavlja jaku inflamaciju. Gingiva je veoma crvene ili crvenoplavicaste (lividne)
boje. Slobodna gingiva i papile jako uvecane. Javlja se spontano krvarenje, moguce
prisutne ulceracije na gingivi.

e Indeks krvarenja gingive IKG (engl. pupilla bleading index PBI, Muhlemann-Sonn 1977.) —
koristi se za registrovanje krvarenja gingive. Za provociranje krvarenja je koriS¢ena
parodontalna sonda, gde je sondiran prvo distalni, zatim 1 mezijalni deo gingivalnog sulkusa,
pocevsi od baze papile, pa sve do njenog vrha. Bodovanje se vr$ilo na slede¢i nacin:

wWnN - O

4

bodova - nakon sondiranja nema krvarenja;

bod - krvarenje se javlja u vidu tacke, samo na jednom mestu nakon sondiranja;

boda - krvarenje se javlja u vidu linije duz ivice gingive;

boda - odmah nakon sondiranja, javlja se tzv. ,,kapljasto” krvarenje (interedentalni prostor
se takode napuni krvlju);

boda - odmah nakon sondiranja pojavljuje se profuzno krvarenje, a takode se krv preliva i
van interdentalnog prostora i gingivalnog sulkusa.

e Indeks mekih naslaga IMN (Greene-Vermilion) bodovao se na slede¢i nacin:

0
1
2
3

bodova - nema prisutnih mekih naslaga;

bod - meke naslage pokrivaju do 1/3 povrSine zuba;

boda - meke naslage pokrivaju od 1/3 do 2/3 povrsine zuba;
boda - meke naslage pokrivaju od 1/3 do 2/3 povrSine zuba.

¢ Indeks zubnog kamenca IZK (Greene-Vermilion) bodovao se na slede¢i nacin:

0
1
2
3

bodova - nema prisutnog zubnog kamenca;

bod - zubni kamenac pokriva do 1/3 povrSine zuba;

boda - zubni kamenac pokriva od 1/3 do 2/3 povrSine zuba;
boda - zubni kamenac pokriva viSe od 2/3 povrSine zuba.
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e Indeks labavljanja zuba (ILZ) Klinike za parodontologiju i oralnu medicinu Stomatoloskog
fakulteta u Beogradu (1975.), bodovao se na slede¢i nacin:

bodova - labavljanje zuba ne postoji (predstavlja fiziolosko koje se klinicki ne moze uociti);

bod - najmanje vidljivo labavljanje zuba, do 0,2 mm u buko-oralnom pravcu;

boda - labavljanje zuba od 0,2 — I mm u buko-oralnom pravcu;

boda - labavljanje zuba od 1 - 2 mm u buko-oralnom pravcu;

boda - labavljanje zuba je > 2 mm u bilo kom smeru, mastikacija znatno otezana;

boda - predstavlja terminalno labavljanje zuba, uz migraciju i velike funkcionalne smetnje.

¢ Dubina sondiranja (DS) parodontalnih dzepova - predstavlja dijagnosti¢ki postupak gde se

parodontalnom sondom odreduje lokalizacija pripojnog epitela u odnosu na gledno-cementnu

granicu. Izrazava se u milimetrima.

e Nivo pripojnog epitela (NPE) podrazumeva rastojanje od gledno cementne granice do mesta

gde se zaustavio vrh parodontalne sonde postavljene u parodontalni dzep pod lakim pritiskom.

Izrazava se u milimetrima.

Oa~rowpNdEF—,O

Svi parodontoloski indeksi su se merili u Sest tacaka za svaki zub i to: mezijalni i distalni brid
1 sredina vestibularne i oralne strane svakog postojeceg zuba. Prilikom ovih merenja koriS¢ena je
parodontalna sonda po Williamsu (Hu-Friedy, Chicago, IL, Sjedinjene Americke Drzave).

Ispitanici su pre odredivanja PI obi¢cnom vodom prvo dobro promuckali i isprali usta kako bi
se uklonile sve eventualno prisutne meke naslage a potom su se zubi osusili vazduhom i nakon toga
se pristupilo pregledu.

3.5 Prikupljanje uzoraka pljuvacke

Kod pacijenata 1.1 2. grupe saliva je uzorkovana tokom prve posete, kao i osam nedelja posle
zavrsene terapije. Kod pacijenata 3. grupe saliva se uzorkovala jednokratno tokom prve, ujedno i
jedine posete za te ispitanike. Svi uzorci su uzeti ujutru, pre jela. Pacijentima je re¢eno da ne piju, ne
puse, niti zvacu zvakaCu gumu pre uzimanja uzoraka. MeSovita nestimulisana saliva (2ml) je
sakupljena pomoéu specijalnih saliveta (Salivette®, Sarstedt, Nemacka), izmedu 9.00 i 12.00 sati
prepodne. Salivete su postavljane u podjezi¢ni prostor pacijenta sa zatvorenim ustima tokom jednog
minuta. Uzorci salive su zatim preneti u laboratoriju, gde su centrifugirani (Hettich Universal 320R,
ARES Scientific, Nemacka) na 4000 obrtaja tokom 10 minuta 1 zamrznuti na -20 ° C do daljih analiza.

3.6 Prikupljanje uzoraka subgingivalnog dentalnog plaka

Nakon prikupljanja salive uzeti su uzorci subgingivalnog dentalnog plaka iz prostora
parodontalnih dZepova, odnosno gingivalnog sulkusa kod sve tri grupe ispitanika i to na sledeci nacin:

e uzorci subgingivalnog dentalnog plaka su se uzimali sa Cetiri reprezentativna mesta sterilnim
endodontskim papirnim poenima (#30, Mailfer, Balligues, Svajcarska). Reprezentativna
mesta su ona sa najve¢om dubinom sondiranja u svakom kvadrantu kod obolelih od
parodontitisa, odnosno bukomezijalne povrsine prvih stalnih molara kod ispitanika sa klini¢ki
zdravim parodoncijumom;

e supragingivalni dentalni plak uklonjen je kiretom na zubima koji su odabrani za uzorkovanje,
a zatim su se ti zubi izolovali vaterolnama radi sprecavanja kontaminacije uzoraka salivom;

e po dva papirna poena su plasirana do dna u svaki selektovani parodontalni prostor (gingivalni
sulkus kod zdravih, odnosno parodontalni dzep kod pacijenata sa parodontitisom), na po 60
sekundi. Zatim su oba papirna poena iz istog mesta uzorkovanja prebacena u zajednicku
sterilnu epruveticu (Eppendorf tube, Ismaning, Nemacka), u kojoj se nalazilo 1 ml transportne
teCnosti (engl.,, Reduced Transport Fluid” RTF) (Syed i Loesche 1972.). Ista procedura
primenjena je za svako selektovano mesto uzorkovanja, za svakog pacijenta;

e uzorci su zamrznuti na -72°C i ¢uvani do daljih analiza.
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Iz uzoraka je izvrsena identifikacija navedenih bakterija (PCR), kao i njihova kvantifikacija
(qRT-PCR) prema ve¢ odredenim protokolima, uz koriS¢enje komercijalnih kitova. Prema uputstvu
proizvodaca, ukupna bakterijska DNA je izolovana iz uzoraka koris¢enjem QIAamp DNA Mini Kit
(Qiagen, Hilden, Nemacka).

3.7 Detekcija mikroorganizama

Molekularno-geneticka ispitivanja vrSena su kroz tri faze:

izolacija bakterijske DNK;

umnozavanje odredenih sekvenci gena putem lancane reakcije polimeraze;

3. potvrdivanje prisustva (vizualizacija) bakterijske DNK proveravana je vertikalnom gel
elektroforezom na poliakrilamidnom gelu (PAGE).

™=

Izolacija bakterijske DNK

Sterilne tubice (Eppendorf tube, Ismaning, Nemacka) u kojima su se nalazili uzorci bioloskog
materijala koji su prikupljani sterilnim endodontskim papirnim, bile su zapremine 1,5 ml. U svaku
tubu dodato je 300 pl 50mM rastvora NaOH. Nakon toga, tube su zatvorene postavljene u vorteks
aparat na 10 sekundi. Zatim su uzorci stavljeni u termomikser (na temperaturi od 95°C, u trajanju od
5 minuta). Nakon toga, papirni poeni su izvadeni iz tuba. Zatim je u svaki uzorak dodato 30 pl 1M
rastvora Tris HCI (pH 8), a potom su tube postavljene u centrifugu (na 13000 obrtaja, u trajanju od
120 sekundi). Tako dobijen supernatant, u kom se potencijalno nalazila bakterijska DNK, korisc¢en je
za PCR analizu.

3.7.1 Detekcija mikrooganizama reakcijom lan¢ane polimeraze (engl. Polymerase Chain
Reaction - PCR)

Ova metoda se danas veoma cesto koristi u razli¢itim medicinskim istrazivanjima, kao §to
su: dijagnostika naslednih oboljenja, funkcionalna analiza gena, identifikacije uzro¢nika razlicitog
porekla (bakterije, virusi itd.) razli¢itih infekcija, kao i u forenzi¢koj medicini u cilju utvrdivanja
oc¢instva. U molekularnoj biologiji ova metoda se koristi u cilju umnoZavanja jednog ili nekoliko
lanaca DNK 1 dobijanja velikog broja kopija odredene sekvence gena. Sekvence su merenje u
stotinama hiljada ili milionima (Saik 1 sar., 1987).

3.7.1.1 Faze odvijanja PCR metode

PCR metoda u stvari predstavlja simuliranje DNK replikacije u in vitro uslovima. PCR
metoda zasniva se na tri procesa koji se sukcesivno ponavljaju:
1. laboratorijska (in vitro) denaturacija dvolan¢ane DNK matrice;
2. hibridizacija, tj. aniling (engl.,,annealing”’) prajmera sa matricom na osnovu komplementarnosti
baza;
3. ekstenzija prajmera DNK polimerazom.

U tom procesu ucestvuje termostabilna polimeraza. Enzim koji je najceS¢e koriScen je Taq
polimeraza. Po ovom enzimu je metoda i dobila naziv, a izolovan je iz bakterije Thermus aquaticus.
Za ovu reakciju, pored enzima, neophodni su 1 specificni prajmeri. Prajmeri sadrze sekvence koje su
komplementarne regionu nukleinske kiseline koji Zelimo da umnozimo i na taj nacin omogucavaju
selektivnost reakcije 1 specificnost reakcije. Prajmeri se hibridizuju za specifi¢ne sekvence DNK po
principu komplementarnosti i ograni¢avaju produkt koji je Zeljeni a koji biva kasnije i umnoZzavan.
Kako PCR analiza dalje napreduje, lanci DNK koji su novostvoreni postaju Sabloni za replikaciju,
zbog ¢ega se koli¢ina amplifikata eksponencijalno umnozava.
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Da bi PCR reakcija mogla da se izvede, u rastvor je (pored prajmera i polimeraze) neophodno
da se dodaju 1 nukletotidi, kao i odredena hemijska jedinjenja (poput magnezijum - hlorida i pufera)
koja imaju ulogu da optimizuju uslove za amplifikaciju.

Prisustvo 16S ribozomalne DNK od slede¢ih bakterija: Porphyromonas gingivalis,
Treponema  denticola, FEikenella  corrodens, Tannarella forsythia 1 Aggregatibacter
actinomycetemcomitans je detektovana standardnom PCR metodom. Za potrebe ovog istrazivanja,
koris¢ena je PCR reakciona smesa:
1x PCR puffer (MBI Fermentas, Litvanija);

1,5 mM rastvor MgCI2 dNTPs (nukleotidi);
prajmeri u koncentraciji od 0,2 uM;

jedna jedinica DreamTaq DNA polimeraza;

5 ul supernatanta izolovanog procesom izolacije.

Sekvence svih koriS¢enih prajmera, temperature pod kojima su se odigrale hibridizacije 1
duZzina proizvoda (bp) PCR reakcije nalazi se u Tabeli 1.

Finalna zapremina rastvora koji je bio pripremljen za analizu iznosila je 25 pl za svaki uzorak.
Za amplifikaciju je koriS¢en PCR aparat PegqStar, PeqLab (Erlangen, Nemacka).

Tabela 1. Sekvence prajmera, temperatura hibridizacije i duZina proizvoda PCR reakcije

Bakterija Sekvence prajmera (5° —3°) Temperatura Duzina
hibridizacije (°C) (bp)
Porphyromonas Fwd AGGCAGCTTGCCATACTGCG 55 400
gingivalis Rv ACTGTTAGCAACTACCGATGT
Fwd TAATACCGAATGTGCTCATTTACAT
Treponema denticola Rv 60 316

TCAAAGAAGCATTCCCTCTTCTTCTTA
Fwd CTAATACCGCATACGTCCTAAG

Eikenella corrodens Rv CTACTAAGCAATCAAGTTGCCC 55 683

Tamnereliaforsythia  7Wd GCGTATGTAACCTGCCCGCA 5 500
RV TGCTTCAGTGTCAGTTATACCT
Aggregatibacter Fwd GCTAATACCGCGTAGAGTCGG 55 500

actinomycetemcomitans Rv ATTTCACACCTCACTTAAAGGT

bp (bazni parovi)

UmnoZavanje sekvence DNK izvedeno je u sledece tri faze:
I faza - Aktivacija polimeraze. Kako bi se izvela ova faza i aktivirala Taq polimeraza, bilo je
neophodno zagrejati rastvor na na 95°C u trajanju od 3 minuta. Takode, ova faza podrazumevala je 1
inicijalnu denaturaciju DNK molekula.
II faza - Nakon aktivacije polimeraze, usledilo je 35 ciklusa koji su podrazumevali nekoliko koraka:
1. denaturaciju DNK molekula na 94°C u trajanju od 45 sekundi;
2. hibridizaciju prajmera u trajanju od 60 sekundi na 55°C;
3. elongaciju lanca DNK u trajanju od 60 sekundi na 72°C.
Svi uslovi pod kojim se odigravala II faza prikazani su na Slici 5.
III faza - Finalna elongacija lanaca u trajanju od 5 minuta na temperaturi od 72°C.
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Slika 5. Prikaz II faze umnoZavanja sekvence DNK u toku odvijanja reakcije lan¢ane polimeraze
(PCR metode). PCR - reakcija lancane polimeraze (engl.,,Polymerase Chain Reaction”). Slika je
nacrtana uz pomo¢ sajta BioRender.com (2020).

Za sve grupe uzoraka koje su analizirane u PCR aparatu, koris¢ene su negativne i pozitivne
kontrole. Dodavanje izolovane DNK referentnih sojeva dobijenih iz American Type Culture
Collection (ATCC): P. gingivalis (ATCC 33277), T. denticola (ATCC 35405), E. corrodens (ATCC
23834), T. forsythia (ATCC 43037) 1 A. actinomycetemcomitans (ATCC 33384) su kori$¢eni kao
pozitivne kontrole. Kod negativnih kontrolnih uzoraka, dodata je ista zapremina destilovane vode,
umesto bakterijske DNK.

Opseg odredene duzine (duzina baznih parova BP) potvrdila je prisustvo mikroorganizama u
uzorcima.

3.7.1.2 Poliakrilamidna gel elektroforeza ( engl.,,polyacrilamide gel electrophoresis”)

Gel elektroforeza predstavlja jednu od osnovnih laboratorijskih tehniku koja se koristi u
razli¢itim bioloSkim disciplinama, a zasniva se na metodi separacije makromolekula (kao Sto su npr.
DNK, RNK 1 proteini), u cilju prouc¢avanja njihovih fizickih karakteristika, zahvaljuju¢i njihovoj
elektroforetskoj pokretljivosti. Elektroforetska pokretljivost je zavisna od duzine, prostornog
rasporeda i koli¢ine naelektrisanja molekula. Svi ovi faktori uti¢u upravo na nejednaku pokretljivost
ispitivanog molekula kroz gel.

Osnovni princip PAGE metode se zasniva na odvajanju analita propustanjem kroz pore
poliakrilamidnog gela pomocu elektri¢ne struje. Prilikom izvodenja ove metode, primenjuju se
razli¢iti mediji i mehanizmi. Obzirom da je DNK molekul negativno naelektrisan zbog posedovanja
velikog broja fosfatnih grupa koje su jonizovane, te ga u toku elektroforeze usmerevaju od negativne
elektrode (katode) ka pozitivnoj elektrodi (anodi). Da bi se ovo postiglo, meSavina akrilamid-
bisakrilamida se polimerizuje (poliakrilamid) dodavanjem amonijum persulfata (APS). Reakcija,
koju katalizuje tetrametiletilendiamin (TEMED), formira mrezastu strukturu sa porama kroz koje
analiti mogu da se kre¢u. Sto je veéi procenat ukupnog akrilamida uklju¢enog u gel, to je manja
veli¢ina pora i shodno tome ¢e mo¢i da prolaze samo DNK molekuli manje velicine.
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Manje veliine pora, takode smanjuju brzinu kojom mali DNK molekuli mogu da se kre¢u kroz gel,
poboljsavajuci njihovu rezoluciju i sprecavajuci ih da brzo oticu u pufer kada se primeni struja (Green
1 Sambrook, 2020).

Sastav 8% PAGE Ccine:
e TBE pufer
e Akrilamid / bis-akrilamid (40 %)
e APS (10 %)
e TEMED (Tabela 2).

Tabela 2. 8% poliakrilamidni gel (sastojci 1 zapremine)

ddH20 3,96 ml

5 x TBE pufer 1,3 ml
Akrilamid / bis-akrilamid (40 %) 1,3 ml
APS (10 %) 45 pl

TEMED 8,4 pl

TBE pufer (engl. Tris base+ boric acid+ EDTA); APS (engl. ammonium persulfate)

Elektroforeza je trajala 60 minuta, pri konstantnom naponu struje od 220V u 1x TBE puferu.
Nakon elektroforeze, gelovi su potoljenji u rastvor etidijum-bromida. Etidijum-bromid vezuje lance
nukleinske kiseline i omogucava laku vizuelizaciju rezultata na UV transiluminatoru, Sto se
manifestuje poput svetle¢ih traka (Slika 6).

Slika 6. Vizualizacija PCR produkta duzine 400 bp u uzorcima broj 2, 4,5, 6, 7, 8 1 9, sto predstavlja
potvrdu prisustva soja Porphyromonas gingivalis. bp - bazni parovi
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3.7.2 Kvantifikacija mikrooganizama metodom real - time PCR

Ukupna koli¢ina bakterija je kvantifikovana primenom qRT — PCR (engl.,.quantitative real-
time polymerase chain reaction’’) metode, koja je ranije opisana (Brajovi¢ i sar., 2016). Amplifikacija
visoko konzerviranih ciljnih sekvenci 16S rRNK je izvedena pomocu SensiFAST SYBR® Hi-ROX
Kita (Bioline Reagents Ltd, London, Velika Britanija) 1 koriS¢enjem slede¢ih prajmera: Fw 5'-
TCCTACGGGAGCACAGT'-3 i Rv 5’GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT-3". Da bi se izvela
ova metoda neophodna su dva parametra:
¢ velicina bakterijskog genoma;
e broj kopija 16S rDNK unutar ¢elije.

Amplifikacija ciljnih sekvenci za 16S rRNA izvedena je koris¢enjem SYBR Green PCR
Master Mix, Maxima (RTC, Vilnius, Litvanija), a kontrolisana je u aparatu Line-Gene PCR
(Hangzhou Bioer Technology Co., Ltd, Sangaj, Kina).

Finalna zapremina PCR reakcione smese svakog pojedinacnog uzorka iznosila je ukupno 25
ul, je u €iji je sastav ulazilo:

e 12,5 ul of SYBR Green master mix;
e 0,2 uM svakog prajmera;

¢ 50 ng bakterijske DNK.

3.7.2.1 Faze odvijanja real-time PCR metode

UmnoZavanje sekvence DNK izvedeno je u sledece tri faze:

I faza - Aktivacija polimeraze. Kako bi se izvela ova faza i aktivirala Taq polimeraza, bilo je
neophodno zagrejati rastvor na na 94°C u trajanju od 10 minuta. Takode, ova faza podrazumevala je
1 inicijalnu denaturaciju DNK molekula.
II faza - Nakon aktivacije polimeraze, usledilo je 40 ciklusa koji su podrazumevali nekoliko koraka:

e denaturaciju DNK molekula na 94°C u trajanju od 60 sekundi;

e hibridizaciju prajmera u trajanju od 60 sekundi na 60°C;

e clongaciju lanca DNK u trajanju od 90 sekundi na 72°C.
III faza - Finalna elongacija lanaca u trajanju od 5 minuta na temperaturi od 72°C.

Da bi se procenila specificnost amplifikacije, izvrSena je analiza krive topljenja. Svaki uzorak
je analiziran dva puta.

U okviru ove doktorske disertacije, referentni soj koji se koristio za analizu standardne krive
bio je Prevotella melaninogenica (ATCC 25845) a rezultati su izraZeni kao ukupan broj kopije gena.
Prema podacima o genomu P. melaninogenica (http://www.ncbi.nlm. nih.gov/genome), veli¢ina
genoma od 3,17 Mb je pretvorena u veliinu od 3,24 fg (jedna kopija genoma). Ovo je postignuto
upotrebom sledeée formule: Tezina DNK u (pg) = veli¢ini genoma (bp) x1,023x10°. Naime, polaze¢i
od pretpostavke da 3,24 fg DNK predstavlja jednu ¢eliju (tj. jednu kopiju genoma), a upravo ta vrste
Prevotele ima najviSe dva rDNK operona, DNK u standardnim uzorcima su razblazeni od 32,4 fg
DNK (8to odgovara 20 operona rDNK), do 32,4 ng DNK (§to odgovara 2x107 operona rDNK). Za
procenjivanje broja kopija gena rDNK u ispitivanim uzorcima, u svakom ciklusu bili su ukljuceni
standardni uzorci, sa serijama ¢ije su DNK od P. melaninogenica bile 10 puta razblazene.
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3.8 Biohemijska ispitivanja

3.8.1 Odredivanje redoks statusa

U uzorcima salive odredeni su slede¢i parametri oksidativnog statusa: enzimski
antioksidativni biomarkeri (aktivnost SOD i GPx); neenzimski antioksidativni biomarkeri: MK i TAS.
Dodatno, kao biomarkeri oksidativnog ostecenja tkiva, odnosno lipidne peroksidacije, odredene su
koncentracije za MDA i §-OHdG.

3.8.1.1 Odredivanje koncentracije malondialdehida

Koncentracija MDA odredena je spektrometrijski. Lipidna peroksidacija predstavlja
oksidativnu degradaciju lipida. U toj reakciji slobodni radikali preuzimaju elektrone od molekula
lipida (najcesce su to lipidi celijskih membrana) pri ¢emu nastaju lipidni peroksidi. Lipidnom
peroksidacijom nastaju reaktivni aldehidi kao $to su MDA i 4-hidroksi-nonenal (4-HNE). U osnovi,
radi se o reakciji slobodne MDA sa tiobarbiturnom kiselinom (TBA) pri ¢emu nastaje kompleks roze
boje (MDA-TBA), koji se kvantifikuje spektrofotometrijski prilikom apsorbance od 3 ml obojenog
sloja na talasnoj duzini od 335 nm (Buege i Aust, 1978). Koncentracija MDA izrazavana je u umol
po litru.

3.8.1.2 Odredivanje koncentracije 8-hidroksi-2-deoksiguanozina

Koncentracija 8-OHdG odredena je primenom enzimskog imunoadsorpcionog testa (engl.
,,Ensyme-linked immunoabsorbent assay ” ELISA ). Ovaj test podrazumeva koriséenje mikroploce
na kojoj se nalazi 96 bunarcic¢a koji su premazani primarnim i sekundarnim antitelima specifi¢nim za
8-OHdG. Minimalne detekcione granice po uslovima proizvodaca su 0,125 ng/ml. Kolorimetrijska
detekcija substrata je izvrSena pomocu spektrofotometrije ¢ija je apsorbanca na talasnoj duzini od
450 nm. Intenzitet dobijene boje je obrnuto proporcionalan koncentraciji 8-OHdG u uzorcima, pri
¢emu su koncentracije uzoraka izracunate pomocu standardne krive (Tabatabaei i Ahmed, 2022).
Koncentracija 8-OHdG izrazavana je u ng po mililitru.

3.8.1.3 Odredivanje aktivnosti glutation peroksidaze

Aktivnost GPx odredena je UV metodom (Paglia i VValentine). Princip metode je bio da GPx
katalizuje oksidaciju glutationa pomoc¢u kumen-hidroperoksida. U prisustvu glutation reduktaze i
NADPH oksidovani glutation odmah se konvertuje u redukovani, $to je praceno oksidacijom NADPH
u NADP+ (Paglia i Valentine, 1967). Jedinica aktivnost GPx je (U) i izrazava se po mililitru ili litru.

3.8.1.4 Odredivanje aktivnosti superoksid dismutaze

Aktivnost SOD je merena enzimskom kolorimetrijskom metodom. Ova metoda koristi ksantin
I ksantin oksidazu (XOD) za stvaranje superoksidnih radikala. Dobijeni radikali reaguju sa 2-(4-
jodofenil)-3-(4nitrofenol)-5-feniltetrazolium hloridom (INT) i daju crveno obojeni formazan.
Aktivnost SOD je proporcionalna stepenu inhibicije ove reakcije. Jedinica aktivnosti SOD je (U) i
njena vrednost izrazava se po mililitru ili litru. Jedna jedinica SOD smanjuje redukciju INT-a za 50%
u uslovima pod koji se izvodi ova reakcija (Goldstein i sar., 1988).

3.8.1.5 Odredivanje totalnog antioksidativnog statusa

Vrednost ukupnog antioksidativnog statusa u salivi je merena kolorimetrijskom metodom.
Princip metode bio je slede¢i: ABTS® (2,2"-azino-di-etilbenzothiazoline sulfonat) se inkubira sa
peroksidazom i vodom da bi se dobio ketonski radikal ABTS® +. Ovako se dobija relativno stabilna
plavo zelena boja koja se meri na 600 nm. Antioksidansi u dodatom uzorku prouzrokuju supresiju
stvaranja ove boje. Stepen supresije je proporcionalan koncentraciji antioksidanasa u ispitivanom
uzorku (N. J. Miller i sar., 1993). Rezultati su izrazeni u umol po litru.
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3.8.1.6 Odredivanje koncentracije mokracne Kiseline

Koncentracije MK su odredivane kolorimetrijskom metodom. Princip metode je da gvozde
reaguje sa MK i 2,4,6-tripiridil-s-triazinom, generiSu¢i kompleks plave boje. Nivo MK je direktno
proporcionalan intenzitetu boje uzoraka, koja se kvantifikuje na talasnoj duzini na 590 nm
(Maciejczyk i sar., 2022). Dobijeni rezultati izrazeni su u umol po litru.

3.8.2 Odredivanje koncentracije inflamatornih enzima

U uzorcima salive su takode odredene i1 vrednosti enzima: aspartat aminotransferaze (AST),
alanin aminotransferaze (ALT), alkalne fosfataze (ALP), gama glutamil transferaze (GGT), laktat
dehidrogenaze (LDH) i1 kreatin kinaze (CK). Aktivnosti navedenih enzima su
odredivane spektrofotometrijskom metodom (Beckman Coulter) standardnim laboratorijskim
testovima na aparatu (Olympus AU600, Beckman Coulter, Brea, Sjedinjene Americke Drzave).
Jedinica aktivnosti svih ovih enzima je (U) 1 izrazava se po litru (Bowers i sar., 1980).

3.9 Statisticka analiza

Za statisticku analizu prikupljenih podataka koris¢ene su razliite metode deskriptivne i
analitiCke statistike.

3.9.1 Statisticka analiza mikrobioloskih podataka

Za statisticku analizu 1 graficki prikaz podataka vezanih za peripatogene sojeve, koriS¢en je
program Statistical Package for Social Science (SPSS software package, version 20.0; SPSS Inc.,
Cikago, Ilinois, Sjedinjene Americke Drzave). Broj kopija gena u svakom ispitivanom uzorku
odreden je uporedivanjem CT vrednosti/broja kopije gena standardne krive. Kategoricke varijable
bile su predstavljene kao frekvenca odredene kategorije. Statisticke znacajnosti izmedu kategorickih
varijabli analizirane su pomo¢u MekNemar-ovog testa (McNemar Test) - koriS¢en za varijable pre 1
posle terapije ili Pirson-ovog Hi kvadrat testa (Pearson’s Chi-square test) (za varijable u dva
nezavisna uzorka). U zavisnosti od raspodele podataka (normalna ili razli¢ita od normalne, Sto je
utvrdivano Kolmogorov Smirnof testom (Kolmogorov—Smirnov test), poredenja su izvrSena
koriS¢enjem neparametarskog Vilkoksonovog testa (non-parametric Wilcoxon Signed Ranks Test) za
varijable pre 1 posle terapije ili koriS¢enjem neparametarskog Man-Vitnijevog testa (nonparametric
Mann-Whitney U test) za varijable u dva nezavisna uzorka. Svi rezultati su posmatrani kao statisticki
znacajni za dobijenu vrednost p < 0,05.

3.9.2 Statisticka analiza biohemijskih i klinickih podataka

StatistiCke analize podataka i grafickih prikaza vezanih za kliniCke, biohemijske markere
inflamacije kao i parametre redoks statusa, uradene su koriS¢enjem statistickog softverskog paketa,
PASW Statistics 18® (SPSS, Hong Kong, Ltd., Hong Kong). Za sve promenljive koje su predstavljene
kao ucestalost odredenih kategorija, statisticka znacajnost proveravana je primenom y2 testa.
Kontinuirane varijable prikazane su kao srednja vrednost, standardna devijacija (SD) i medijana, a za
kategorijske varijable prikazane su apsolutni brojevi i procenti. Kontinuirane varijable uporedivane
su koriS¢enjem neparametarskog Vilkoksonovog testa (Wilcoxon Signed Ranks test), za promenljive
pre i posle intervencije ili neparametarskog Man-Vitnijevog testa (nonparametric Mann-Whitney U
test), za promenljive u dva nezavisna uzorka, kao i Studentovog t testa (Studentov t- Test) kojim se
utvrduje da li se srednja vrednost dve grupe podataka znac¢ajno razlikuju jedna od druge. Normalnost
distribucije podataka testirana je pomoc¢u Kolmogorov Smirnof testa (Ko/mogorov-Smirnov test).

34



U proceni korelacija izmedu parametara koriS¢en je Pirsonov koeficijent korelacije (Pearson's
correlation coefficient) kod parametarske distribucije podataka, dok je kod neparametarske
distribucije podataka koris¢en Spirmanov koeficijent korelacije (Spearman's correlation coefficient).
Naknadna post hoc poredenja izmedu pojedinih grupa izvedena su primenom Man-Vitnijevog testa
(Mann-Whitney U test).

StatistiCki znacajna razlika procenjivana je na minimalnom nivou p < 0,05 (*p < 0,05), pri
¢emu su utvrdena tri nivoa statisticke znacajnosti:

J umerena statisticki znacajna razlika, gde je p < 0,01 (**p <0,01)
. visoka statistiCki znacajna razlika p <0,001 (***p <0,001)
. vrlo visoka statistiCki znacajna razlika p < 0,0001 (****p <0,0001).
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4. REZULTATI

Prvo poredenje ispitivanih grupa u okviru deskriptivne analize rezultata, uradeno je tako $to
su obe grupe pacijenata obolelih od parodontitisa (KT+HH grupa i KT grupa) spojene u jednu grupu
nazvanu ,,pacijenti sa parodontititisom”, dok su ostali ispitanici svrstani u grupu nazvanu ,,pacijenti
sa zdravim parodoncijumom” (Tabele 3-7).

4.1 Deskriptivna analiza

4.1.1 Deskriptivna analiza sociodemografskih karakteristika (starost i pusacki status) izmedu
obolelih od parodontitisa i ispitanika sa zdravim parodoncijumom

U Tabeli 3. prikazane su osnovne sociodemografske karakteristike (starost i pusacki status)
ispitivanih grupa.

Ispitanici 1. 1 2. eksperimentalne grupe bili su znacajno stariji nego zdrave osobe, odnosno
srednja vrednost starosti pacijenata koji su bolovali od parodontitisa iznosila je 51,2 godina, a
ispitanika sa zdravim parodoncijumom iznosila je 35,5 godina. Nije bilo statisticki zna¢ajne razlike
izmedu ispitivanih grupa u pogledu pusackog statusa.

Tabela 3. Sociodemografske karateristike ispitivanih grupa pacijenata (pacijenti sa zdravim
parodoncijumom i pacijenti sa parodontitisom).

Pacijenti sa Pacijenti sa
Grupa zdravim dj o p vrednost
parodoncijumom parodontitisom
S(t)zrias;:ﬂtsgedma vrednost o554 966 51,2 +9,50 <0,001***("
Pusacki status —
*n (%)
Ne 15 (75,0) 21 (52,5) 0,080%
Da 5 (25,0) 19 (47,5)

# t-test; ™ % test; statisticka znacajnost je boldirana; ***p < 0,001; *n (%) predstavlja broj
(procenat) ispitanika koji poseduju sociodemografsku karakteristiku (pusacki status: NE je
predstavljalo nepusacku naviku, DA je predstavljalo pusacku naviku).
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4.1.2 Deskriptivna analiza klini¢kih parametara izmedu obolelih od parodontitisa i ispitanika
sa zdravim parodoncijumom

Zapaza se da postoje visoko statisticke znacajne razlike (p < 0,001) izmedu pacijenata sa
zdravim parodoncijumom 1 pacijenata sa parodontitisom (u pogledu svih klinickih parametara) gde
su pacijenti sa parodontitisom imali znacajno vise vrednosti ovih parametara u odnosu na ispitanike
sa zdravim parodoncijumom pre terapije. Jedino za indeks labavljanja zuba, iako su pacijenti sa
parodontitisom imali viSu vrednost ovog klinickog parametra, ta razlika nije bila na novou statisticke

znacajnosti izmedu pacijenata sa parodontitisom i onih sa zdravim parodoncijumom pre terapije
(Tabela 4).

Tabela 4. Deskriptivna analiza klinickih parametara ispitivanih grupa (pacijenti sa zdravim
parodoncijumom i pacijenti sa parodontitisom) pre terapije.

Pacijenti sa zdravim Pacijenti sa

Klini¢ki parametri parodoncijumom parodontitisom p vrednost
Medijana (interkvartilni raspon)

PI 0,29 (0,2-0,6) 1,13 (0,4-3,9) <0,001%**
Gl 0,24 (0,1-1,0) 1,44 (0,2-3,9) <0,001%**
IKG 0,29 (0,0-0,6) 1,18 (0,3-2,8) <0,001%**
IMN 0,33 (0,0-0,8) 0,75 (0,0-2,0) <0,001%**
1ZK 0,33(0,0-0,8) 0,50 (0,0-1,7) <0,001***
ILZ 0,55 (0,2-1,7) 0,98 (0,1-4,3) 0,710

DS (mm) 1,70 (1,9-2,9) 3,41 (2,7-4,8) <0,001***
NPE (mm) 0,90 (0,0-0,8) 1,89 (1-3,5) <0,001%**

Mann-Whitney test; statisticka znacajnost je boldirana; ***p < 0,001; vrednosti su prikazane kao
medijana i interkvartilni opseg (minimalna 1 maksimalna vrednost parametra unutar grupe). Plak
indeks (PI); Gingivalni indeks (GI); Indeks krvarenja gingive (IKG); Indeks mekih naslaga (IMN);
Indeks zubnog kamenca (IZK); Indeks labavljanja zuba (ILZ); Dubina sondiranja (DS); Nivo
pripojnog epitela (NPE).
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4.1.3 Deskriptivna analiza markera redoks statusa (oksidativnih i antioksidativnih) izmedu
obolelih od parodontitisa i ispitanika sa zdravim parodoncijumom

Istrazivanjem je ustanovljeno da za koncentracije MDA i 8-OHdG, kao i za aktivnost GPx
postoje statisticki znacajne razlike (pacijenti sa parodontitisom imaju vise vrednosti od ispitanika sa
zdravim parodoncijumom) pre terapije (p < 0,001). Iako pacijenti sa parodontitisom imaju vise
vrednosti za aktivnost SOD i1 TAS, kao i za vrednosti MK, ne postoje statisticki znacajne razlike
izmedu ispitivanih grupa pre terapije (Tabela 5).

Tabela 5. Prikaz markera redoks statusa (oksidativnih i antioksidativnih), ispitivanih grupa (pacijenti
sa zdravim parodoncijumom i pacijenti sa parodontitisom) pre terapije.

Pacijenti sa zdravim Pacijenti sa
Markeri redoks parodoncijumom parodontitisom
p-vrednost
statusa
Medijana (interkvartilni raspon)

MDA (umol/1)* 5,43 (3,1-16) 12,36 (2,8-16,2) < 0,001***
8-OHdG (ng/ml)# 7,08 (3,5-23,1) 38,30 (13,1-97,6) < 0,001***
SOD (U/ml) # 0,64 (0,2-2,0) 0,77 (0,2-1,7) 0,880
GPx (U/l)# 2,00 (0,0-4,0) 6,00 (1,0-21,0) < 0,001***
TAS (umol/1) # 0,49 (0,3-1,0) 0,60 (0,3-1,0) 0,130
MK (umol/l) # 95,50 (49-262) 104,50 (0-349) 0,720

*Mann-Whitney test; ™ t-test; statisti¢ka znacajnost je boldirana; ***p < 0,001; vrednosti su prikazane
kao medijana 1 interkvartilni opseg (minimalna 1 maksimalna vrednost parametra unutar grupe).
Malondialdehid (MDA); 8-hidroksi-2-deoksiguanozin (8-OHdG); Superoksid dismutaza (SOD);
Glutation peroksidaza (GPx); Totalni antioksidativni status (TAS); Mokra¢na kiselina (MK).

4.1.4 Deskriptivna analiza biohemijskih parametara (inflamatornih enzima) izmedu obolelih
od parodontitisa i ispitanika sa zdravim parodoncijumom pre terapije

Istrazivanjem je ustanovljeno da su vrednosti ALT statisti¢ki znacajno poviSene kod
pacijenata sa parodontitisom u odnosu na ispitanike sa zdravim parodoncijumom pre terapije (p =
0,026).

U pogledu AST enzima, ne postoji znacajna razlika izmedu pacijenata sa parodontitisom i
zdravih ispitanika (p = 0,260).

Nadalje, u pogledu vrednosti ALP enzima, postoji veoma visoka statisticka znacajnost
(poviSene vrednosti na racun pacijenata sa parodontitisom) u odnosu na ispitanike sa zdravim
parodoncijumom (p < 0,0001).

Zatim, istrazivanjem je ustanovljeno da osobe sa parodontitisom imaju vece vrednosti GGT,
ali razlika nije statisti¢ki znacajna (p = 0,31).
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Rezultati su takode pokazali da kada su u pitaju vrednosti LDH, postoji statisticki znacajna
razlika (pacijenti sa parodontitisom imaju znacajno povisene vrednosti) u odnosu na ispitanike sa
zdravim parodoncijumom pre terapije (p = 0,001). Istrazivanjem je jos i ustanovljeno da pacijenti sa
parodontitisom imaju veée vrednosti CK u odnosu na ispitanike sa zdravim parodoncijumom pre
terapije, ali razlika nije statisticki znacajna (p = 0,380) (Tabela 6 ).

Tabela 6. Prikaz biohemijskih parametara ispitivanih grupa (pacijenti sa zdravim parodoncijumom i

pacijenti sa parodontitisom) pre terapije.

Pacijenti sa zdravim Pacijenti sa
Biohemijski parametri parodoncijumom parodontitisom p-vrednost
Broj (%)
ALT (U/l)
Normalna vrednost 33 (82,5%) 11(55,0%) 0.026*
PoviSena vrednost 7 (17,5%) 9 (45,0%) '
AST (U/l)
Normalna vrednost 7 (35,0%) 19 (47,5%) 0.260
Povisena vrednost 13 (65,0%) 21 (52,5%) ’
ALP (U/)
Normalna vrednost 13 (65,0%) 1(2,5%)
. < 0,0001****
Povisena vrednost 7 (35,0%) 39 (97,5%)
GGT (UN)
Normalna vrednost 14 (70,0%) 24 (60,0%) 0.320
PoviSena vrednost 6 (30,0%) 16 (40,0%) '
LDH (U/)
Normalna vrednost 8 (40,0%) 2 (5,0%) 0.001%*
PoviSena vrednost 12 (60,0%) 38 (95,0%) '
CK (u/l)
Normalna vrednost 7 (35,0%) 11 (27,5%) 0.380
PoviSena vrednost 13 (65,0%) 29 (72,5%) '

x2 test; statistiCka znacajnost je boldirana; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001;
Broj (%) - broj, odnosno procenat pacijenata u okviru grupe sa normalnim/povisenim vrednostima
odredenog biohemijskog parametra. Aspartat aminotransferaza (AST); Alanin aminotransferaza
(ALT); Alkalne fosfataza (ALP); Gama glutamil transferaza (GGT); Laktat dehidrogenaza (LDH);
Kreatin kinaza (CK).
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4.1.5 Deskriptivna analiza detekcije Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola, Eikenella
corrodens, Tannarella forsythia i Aggregatibacter actinomycetemcomitans - izmedu obolelih od
parodontitisa i ispitanika sa zdravim parodoncijumom pre terapije

Istrazivanjem je ustanovljeno da su 7. denticola, E. corrodens i 7. forsythia statisticki
znacajno bile prisutne ¢esce kod pacijenata sa parodontitisom (p < 0,001). Za sojeve P. gingivalis i A.
actinomycetemcomitans nisu uocene statisticki znacajne razlike izmedu ove dve grupe, premda su
oba bakterijska soja detektovana kod veceg broja pacijenata koji boluju od parodontitisa, nego kod
ispitanika sa zdravim parodoncijumom pre terapije (Tabela 7).

Tabela 7. Detekcija Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola, Eikenella corrodens,
Tannarella forsythia 1 Aggregatibacter actinomycetemcomitans, ispitivanih grupa (pacijenti sa
zdravim parodoncijumom i pacijenti sa parodontitisom) pre terapije.

Pacijenti sa zdravim Pacijenti sa
Bakterijski sojevi parodoncijumom parodontitisom p vrednost
Broj (%)*
P. gingivalis 17 (85,0) 37 (97,4) 0,114
T. denticola 0(0,0) 20 (52,6) < 0,001***
E. corrodens 10 (50,0) 34 (89,5) < 0,001***
T. forsythia 4 (20) 35 (92,1) < 0,001***
A. actinomycetemcomitans 14 (70) 33 (89,2) 0,075

x2 test; statistiCka znacajnost je boldirana; ***p < 0,001; Broj (%)*-broj, odnosno procenat uzoraka
(pacijenata) kod kojih je potvrdeno prisustvo bakterijskog soja unutar grupe. Porphyromonas
gingivalis (P. gingivalis); Treponema denticola (T. denticola); Eikenella corrodens (E. corrodens);
Tannerella  forsythia  (T.  forsythia);  Aggregatibacter  actinomycetemcomitans  (A.
actinomycetemcomitans).
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4.1.6 Deskriptivna analiza klinickih karakteristika unutar grupa (KT+HH, KT i Z grupa) pre
terapije

Tabela 8 prikazuje vrednosti klini¢kih parametara u sve tri grupe ispitanika (KT+HH, KT i Z
grupa). Istrazivanjem je ustanovljeno da su srednje vrednosti svih ispitivanih klini¢kih parametara
(PL, GI, IKG, IMN, IZK, ILZ, DS, NPE) bile vi$e u obe grupe pacijenata obolelih od parodontitisa u
odnosu na ispitanike sa zdravim parodoncijumom pre terapije.

Tabela 8. Prikaz vrednosti klini¢kih parametara u okviru svih grupa ispitanika (KT+HH, KT 1 Z) pre
terapije.

Klini¢ki KT+HH KT grupa Z grupa
parametri grupa
Pl
1,18 1,075 0,285
0,6-2,64 0,37-3,84 0,16-0,62
Gl
1,45 1,415 0,265
0,15-2,66 0,81-3,87 0,13-0,95
IKG
1,175 1,19 0,29
0,32-2,06 0,28-2,77 0,3-0,59
IMN
0,75 0,60 0,33
0,0-2,0 0,0-1,0 0,0-0,83
1ZK
0,585 0,5 0,33
0,16-1,66 0,0-1,0 0,0-0,83
ILZ
0,925 1,11 0,55
0,2-2,1 0,11-4,27 0,16-1,7
DS (mm)
3,5 1,855 1,7
2,78-4,29 0,95-3,23 1,28-2,94
NPE (mm)
1,91 1,495 0,09
1,17-3,48 0,0-3,48 0,0-0,75

Kruskal-Wallis test. Vrednosti su prikazane kao medijana 1 interkvartilni opseg (minimalna i
maksimalna vrednost). KT+HH grupa (pacijenti koji su tretirani konzervativnom terapijom i
hlorheksidin-diglukonatom); KT grupa (pacijenti koji su tretirani samo konzervativhom terapijom);
Z grupa (ispitanici sa zdravim parodoncijumom). Plak indeks (PI) Gingivalni indeks (GI); Indeks
krvarenja gingive (IKG); Indeks mekih naslaga (IMN); Indeks zubnog kamenca (IZK); Indeks
labavljanja zuba (ILZ); Dubina sondiranja (DS); Nivo pripojnog epitela (NPE).
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4.1.7 Deskriptivna analiza markera redoks statusa (oksidativnih i antioksidativnih), unutar
grupa (KT+HH, KT i Z grupa) pre terapije.

U Tabeli 9 su prikazane vrednosti markera redoks statusa MDA, 8-OHdG, SOD, GPx, TAS i MK
unutar grupa (KT+HH, KT i Z) pre terapije.

Analizom je ustanovljeno da su srednje vrednosti za koncentracije MDA vise u obe grupe
pacijenata sa parodontitisom pre terapije (12,7 za KT+HH grupu bolesnih; 11,88 za KT grupu).
Nadalje, srednje vrednosti za koncentracije 8-OHdG, kao i1 za aktivnosti GPx 1 TAS bile su vise u
obe grupe pacijenata sa parodontitisom (KT+HH grupa i KT grupa) u odnosu na ispitanike Z grupe
pre terapije. Rezultati pokazuju da je srednja vrednost aktivnosti SOD u Z grupi imala vrlo bliske
vrednosti sa KT grupom pre terapije (Z grupa 0,64; KT grupa 0,69). Sli¢no, visa srednja vrednost MK
zapazena je kod zdravih osoba (95,5), nego kod pripadnika KT grupe (18,5), dok je KT+HH grupa
imala najvise srednje vrednosti istog parametra pre terapije (138,5) (Tabela 9).

Tabela 9. Prikaz vrednosti markera redoks statusa u svim grupama ispitanika (KT+HH, KT i Z) pre
terapije.

Markeri redoks

statusa KT+HH grupa KT grupa Z grupa
MDA (umol/l)
12,7 11,88 5,43
2,8-16,16 9,66-14,4 3,12-16,0
8-OHdG (ng/ml)
30,950 73,3 7,075
1,1-49,6 16,2-97,6 3,5-23,1
SOD (U/ml)
0,795 0,69 0,64
0,28-1,73 0,23-1,55 0,24-2,06
GPx (U/)
50 7,0 2,0
1,0-12,0 1,0-21,0 0,0-2,0
TAS (umol/l)
0,6 0,59 0,49
0,33-1,02 0,36-0,97 0,25-0,99
MK (umol/l)
138,5 18,5 95,5
70-349 0-349 49-262

Kruskal-Wallis test. Vrednosti su prikazane kao medijana 1 interkvartilni opseg; KT+HH grupa
(pacijenti koji su tretirani konzervativhom terapijom i hlorheksidin-diglukonatom); KT grupa
(pacijenti koji su tretirani samo konzervativhom terapijom); Z grupa (ispitanici sa zdravim
parodoncijumom). Malondialdehid (MDA); 8-hidroksi-2-deoksiguanozin (8-OHdG); Superoksid
dismutaza (SOD); Glutation peroksidaza (GPx) ; Totalni antioksidativni status (TAS); Mokra¢na
kiselina (MK).
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4.1.8 Deskriptivna analiza biohemijskih parametara unutar grupa (KT+HH, KT i Z grupa)
pre terapije

Analizom je ustanovljeno da su medijane svih biohemijskih parametara vise u obe
eksperimentalne grupe pacijenata sa parodontitisom pre terapije, u poredenju sa grupom ispitanika
koji su imali zdrav parodoncijum (Tabela 10).

Tabela 10. Prikaz vrednosti biohemijskih parametara u svim grupama ispitanika (KT+HH, KT i Z)
pre terapije.

S;?g?:;mk' KT+HH grupa KT grupa Z grupa
ALT n
0,65 0,30 0,13
0,8-2,74 0,47-3,48 0,11-0,26
AST wun
0,65 0,05 0,01
0,19-2,33 0,18-3,78 0,13-0,59
ALP wn)
0,65 2,25 0,22
0,23-2,60 0,82-2,77 0,14-0,95
GGT wn
0,35 0,70 0,24
0,14-2,20 0,11-1,11 0,01-0,38
LDH wn)
3,20 2,60 1,42
0,61-1,66 0,11-1,0 0,01-0,16
CK wn 1,10 0,74 0,33
2,87-4,92 0,59-3,32 1,10-2,49

Kruskal-Wallis test. Vrednosti su prikazane kao medijana i interkvartilni opseg; KT+HH grupa
(pacyjenti koji su tretirani konzervativnom terapijom i hlorheksidin-diglukonatom); KT grupa
(pacijenti koji su tretirani samo konzervativhom terapijom); Z grupa (ispitanici sa zdravim
parodoncijumom). Aspartat aminotransferaza (AST); Alanin aminotransferaza (ALT); Alkalne
fosfataza (ALP); Gama glutamil transferaza (GGT); Laktat dehidrogenaza (LDH); Kreatin kinaza
(CK).
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4.2 Analiticka statistika

Poredenje homogenosti sociodemografskih karakteristika izmedu eksprimentalnih grupa
(KT+HH i KT) pre terapije

Analizom podataka, u odnosu na sociodemografske karakteristike (pusacke navike i starost),
nisu utvrdene statisticke znacajnosti izmedu eksperimentalnih grupa, Sto ukazuje da su obe ispitivane
grupe obolelih od parodontitisa bile homogene za oba testa (i za y2 i za t-test, p > 0,05) (Tabela 11).

Tabela 11. Analiza homogenosti uzoraka iz KT+HH grupe i KT grupe (prema pusackim navikama i
uzrastu)

Pusacki status *

Srednja
Grupa vrednost godina p vrednost
#
Da Ne
*n (%) *n (%)
KT+HH 10 (50,0) 10 (50,0) 50,8
0,507 0,769"
KT 11 (55,0) 9 (45,0) 51,7

#t-test; ™  test; statisti¢ka znacajnost je boldirana; p <0,5. KT+HH grupa (pacijenti koji su tretirani
konzervativnom terapijom i hlorheksidin-diglukonatom); KT grupa (pacijenti koji su tretirani samo
konzervativnom terapijom). *n (%)- predstavlja broj, odnosno procenat ispitanika unutar grupe koji
su ispoljili sociodemografsku karakteristiku.

4.2.1 Analiticka statistika klinickih parametara unutar eksperimentalnih grupa
4.2.1.1 Analiza vrednosti klinickih parametara unutar KT+HH grupe, pre i posle terapije

U KT+HH grupi ispitanika, doSlo je do visoko statisti¢ki znacajnog smanjenja vrednosti svih
ispitivanih klinickih parametara nakon primenjene terapije (p < 0,001) (Slika 7).

4.2.1.2 Analiza vrednosti klini¢kih parametara unutar KT grupe pre i posle terapije
Vrednosti klini¢kih parametara u KT grupi ispitanika su se visoko statisticki znac¢ajno smanjile

za PI, GI, IKG, IZK, ILZ, DS i NPE (p <0,001), dok za IMN smanjenje vrednosti je bilo na nivou
statisticke znacajnosti (p < 0,05) (Slika 8).
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a) KT+HH grupa b) KT+HH grupa

16 4

Hpre Hpre
Hposle Hposle
Indeks mekih  Indeks Indeks Dubina  Nivo pripoja
naslaga zubnog  labavljanja sondiranja  epitela
Plak indeks Gingivalni indeks Indeks krvarenja kamenca uba

Slika 7. a) prikaz promena vrednosti PI, GI I IKG unutar KT+HH grupe pre i posle terapije; b)
promena vrednosti IMN, 1ZK, ILZ, DS i NPE unutar KT+HH grupe pre i posle terapije. Wilcoxon
test; *p < 0,05 ; ***p< 0,001; Y osa izrazava vrednosti za svaki parodontoloski indeks koji se nalazi
na X osi na obe slike. KT+HH grupa (pacijenti koji su tretirani konzervativnom terapijom i
hlorheksidin-diglukonatom); Plak indeks (PI); Gingivalni indeks (GI); Indeks krvarenja gingive
(IKG); Indeks mekih naslaga (IMN); Indeks zubnog kamenca (IZK); Indeks labavljanja zuba (ILZ);
Dubina sondiranja (DS); Nivo pripojnog epitela (NPE).

a) KT grupa b) KT grupa

18 4

HPre
B Posle
Indeks mekih  Indeks Indeks Dubina  Nivo pripoja
naslaga zubnog  labavijanja sondiranja  epitela
Plak indeks Gingivalniindeks ~ Indeks krvarenja kamenca zuba

Slika 8. a) prikaz promena vrednosti PL,GI i IKG unutar KT grupe pre i posle terapije; b) promena
vrednosti IMN, IZK, ILZ, DS 1 NPE unutar KT grupe pre i posle terapije. Wilcoxon test, ***p<0,001;
Y osa izrazava vrednosti parodontoloskih indeksa koji se nalaze na X osi na obe slike. KT grupa
(pacijenti koji su tretirani samo konzervativnom terapijom). Plak indeks (PI); Gingivalni indeks (GI);
Indeks krvarenja gingive (IKG); Indeks mekih naslaga (IMN); Indeks zubnog kamenca (IZK); Indeks
labavljanja zuba (ILZ); Dubina sondiranja (DS); Nivo pripojnog epitela (NPE).
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4.2.2 Analiticka statistika parametara redoks statusa unutar eksperimentalnih grupa

4.2.2.1 Analiza promena vrednosti markera redoks statusa (oksidativnih i antioksidativnih),
unutar eksperimentalnih grupa (KT+HH i KT) pre i posle terapije

Tabela 12 prikazuje promene vrednosti markera redoks
antioksidativnih), unutar grupa (KT+HH i KT) pre i posle terapije. U KT+HH grupi doslo je do
visoko statisticki zna¢ajnog smanjenja vrednosti za MDA (p < 0,001), dok je za aktivnost SOD na
granici statisticke znacajnosti u istoj grupi (p = 0,05). U KT grupi ispitanika, doslo je do visoko
statisti¢ki znacajnog smanjenja koncentracija MDA i 8-OHdG (p < 0,001), dok je za MK uocen0
statisticki znacajn0 povecanje vrednosti u istoj grupi posle terapije (p = 0,003). Kod ostalih

statusa (oksidativnih

parametara nije doslo do statisticki znaCajnog smanjenja posle primenjene terapije.

Tabela 12. Prikaz promena vrednosti markera redoks statusa (oksidativnih i antioksidativnih), unutar

eksperimentalnih grupa (KT+HH 1 KT) pre i posle terapije.

Markeri
redoks KT+HH grupa KT grupa
statusa

pre posle p pre posle p
MDA (umol/l) 11,212 4512 < 0,001%** 11,794 5,41 <0,001***
8-OHdG (ng/ml) 32,733 29,479 0,557 60,982 22,05 <0,001***
SOD (U/ml) 0,853 0,651 0,05 0,755 0,549 0,930
GPx (U/) 5,452 4,553 0,477 7,252 6,900 0,970
TAS (umol/l) 0.606 0,569 0,627 0,609 0,656 0,204
MK (umol/l) 151,35 141,9 0,852 58,253 125,60 0,003**

Wilcoxon test; statisticka znacajnost je boldirana; ** p <0,01; ***p <0,001; KT+HH grupa (pacijenti
koji su tretirani konzervativnom terapijom i1 hlorheksidin-diglukonatom); KT grupa (pacijenti koji su
tretirani samo konzervativnom terapijom). Malondialdehid (MDA); 8-hidroksi-2-deoksiguanozin (8-
OHdG); Superoksid dismutaza (SOD); Glutation peroksidaza (GPx); Totalni antioksidativni status

(TAS); Mokra¢na kiselina (MK).
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4.2.3 Analiticka statistika biohemijskih parametara unutar eksperimentalnih grupa

4.2.3.1 Analiza promena vrednosti biohemijskih parametara unutar eksperimentalnih grupa
(KT+HH i KT) pre i posle terapije

U KT+HH grupi uocena su znacajna smanjenja vrednosti biohemijskih parametara ALT, ALP
i GGT (p=0,014, p=0,003; p =0,013), nakon primenjene terapije. U KT grupi ispitanika nisu uoc¢ene
znacajne promene vrednosti ni za jedan biohemijski parametar nakon primenjene terapije (Tabela 13).

Tabela 13. Prikaz promena vrednosti biohemijskih parametara unutar grupa (KT+HH i KT)
pre i posle terapije.

Biohemijski KT+HH grupa KT grupa

parametri Pre Posle p Pre Posle p
AST (U/l) 0,30 0,75 0,056 0,65 0,95 0,057
ALT (U 0,35 0,05 0,014* 0,65 0,21 0,142
ALP (U/) 2,25 1,65 0,003** 1,80 1,95 0,317
GGT (Ul 0,70 0,10 0,013* 0,35 0,32 0,796
LDH (U/) 2,60 2,50 0,725 3,20 2,74 0,131
CK (U 0,74 0,90 0,593 1,10 1,41 0,204

Wilcoxon test; statisti€ka znacajnost je boldirana; *p < 0,05; ** p <0,01; KT+HH grupa (pacijenti
koji su tretirani konzervativhom terapijom 1 hlorheksidin-diglukonatom); KT grupa (pacijenti koji su
tretirani samo konzervativnom terapijom). Aspartat aminotransferaza (AST); Alanin
aminotransferaza (ALT); Alkalna fosfataza (ALP); Gama glutamil transferaza (GGT); Laktat
dehidrogenaza (LDH); Kreatin kinaza (CK).
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4.2.4 Analiticka statistika mikrobioloSkih parametara unutar eksperimentalnih grupa

4.2.4.1 Analiza promene incidence periopatogenih mikroorganizama unutar eksperimentalnih
grupa, pre i posle terapije

U Tabeli 14 su prikazane promene u distribuciji periopatogenih mikroorganizama izolovanih
iz subgingivalnog dentalnog plaka (P. gingivalis, T. denticola, E. corrodens, T. forsythia i A.
actinomycetemcomitans) pre terapije i dva meseca nakon primenjene terapije kod obe grupe
ispitanika. Istrazivanjem je ustanovljeno da se incidenca mikroorganizama smanjila prate¢i oba
protokola lecenja, ali bez dostizanja statisti¢ki znacajne razlike u grupi koja je bila tretirana samo
konzervativnom terapijom. Medutim, u grupi ispitanika koji su pored konzervativne terapije
primenjivali i hlorkehsidin-diglukonat, od pet analiziranih bakterijskih vrsta, dve su pokazale
statisti¢ki znacajno smanjenje incidence nakon tretmana: T. denticola (p = 0,008) i T. forsythia (p =
0,016).

Tabela 14. Distributivne promene periopatogenih bakterija u subgingivalnom dentalnom plaku
unutar grupa (KT+HH i KT), pre i posle terapije.

Pre terapije Posle terapije

Bakterijski sojevi Grupe p vrednost
n* (%) n* (%)
KT 19 (100%) 16 (84,2%) 0,251
P. gingivalis
KT+HH 18 (94,7%) 17 (89,5%) 1
KT 8 (42,1%) 4 (21,1%) 0,289
T. denticola
KT+HH 12 (63,2%) 3 (15,8%) 0,008**
KT 16 (84,2%) 13 (68,4%) 0,250
E. corrodens
KT+HH 18 (94,7%) 16 (84,2%) 1
KT 16 (84,2%) 9 (47,4%) 0,650
T. forsythia
KT+HH 19 (100%) 11 (57,9%) 0,016*
KT 18 (94,7%) 15 (78,9%) 0,375
A. actinomycetemcomitans
KT+HH 15 (78,9%) 13 (68,4%) 1

McNemar Test, *n (%) - broj, odnosno procenat pozitivnih uzoraka;

statistiCka znacajnost je

boldirana; *p <0,05; ** p <0,01; KT+HH grupa (pacijenti koji su tretirani konzervativnom terapijom
1 hlorheksidin diglukonatom); KT grupa (pacijenti koji su tretirani samo konzervativnom terapijom).
Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis); Treponema denticola (T. denticola); Eikenella corrodens
(E. corrodens); Tannerella forsythia (T. forsythia); Aggregatibacter actinomycetemcomitans (A.
actinomycetemcomitans).
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4.2.4.2 Kvantifikacija mikroorganizama unutar eksperimentalnih grupa

U grupi ispitanika koji su pored konzervativne terapije primenjivali i hlorheksidin-diglukonat
primeceno je da je dva meseca posle terapije doslo do zna¢ajnog smanjenja ukupnog broja ispitivanih
mikroorganizama (sa 5,30x106+6,06x106 na 1,28x106+2,18x106, p = 0,002), dok to nije bio slucaj
u grupi ispitanika koji su bili podvrgnuti samo konzervativnoj terapiji (od 3,02x106+3,94x106 do
1,07x106 +1,74x106, p = 0,094) (Slika 9).
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Slika 9. Prevalenca mikroorganizama predstavljena je kao ukupan broj bakterija, pre terapije 1 dva
meseca nakon zavrSetka terapije u eksperimentalnim grupama (KT i1 KT+HH). KT+HH grupa
(pacyjenti koji su tretirani konzervativnom terapijom 1 hlorheksidin-diglukonatom); KT grupa
(pacijenti koji su tretirani samo konzervativnom terapijom); Wilcoxon test.
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4.2.5 Analiticka statistika parametara redoks statusa izmedu eksperimentalnih grupa pre i
posle terapije

Istrazivanjem je ustanovljeno statisticki znacajno smanjenje koncentracije 8-OHdG u salivi
ispitanika u KT grupi posle terapije (p = 0,022). Takode, doslo je do statisti¢ki zna¢ajnog smanjenja
aktivnosti GPx u salivi ispitanika koji su pripadali KT+HH grupi posle terapije (p = 0,024) (Tabela
15).

Tabela 15. Prikaz promena vrednosti markera redoks statusa izmedu eksperimentalnih grupa pre i
posle terapije.

KT KT

Markeri redoks KT+HH grupa grupa p KT+HH grupa grupa P

statusa vrednost vrednost
Pre terapije Posle terapije

MDA (umol/1) 11,212 11,794 0,501 4512 5,412 0,103

8-OHdG 32,733 60,082 0,001%* 20,479 22,05 0,022+

(ng/ml)

SOD (U/ml) 0,853 0,755 0,369 0,651 0,549 0,640

GPx (U/1) 5,45 7,25 0,211 4551 6,901 0,024*

TAS (umol/l) 0,606 0,609 1,000 0,569 0,656 0,056

MK (umol/l) 151,35 58,2 < 0,001*** 141,9 125,60 0,341

Mann-Whitney U test; statisticka znacajnost je boldirana; *p < 0,05; ** p <0,01; ***p <0,001;
KT+HH grupa (pacijenti koji su tretirani konzervativnom terapijom i hlorheksidin-diglukonatom);
KT grupa (pacijenti koji su tretirani samo konzervativnhom terapijom). Malondialdehid (MDA); 8-
hidroksi-2-deoksiguanozin (8-OHdG); Superoksid dismutaza (SOD); Glutation peroksidaza (GPx);
Totalni antioksidativni status (TAS); Mokra¢na kiselina (MK).
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4.2.6 Analiza promena vrednosti klini¢kih parametara izmedu eksperimentalnih grupa posle
terapije

Analizom je ustanovljena statisticki znacajno smanjenje plak indeksa, gingivalnog indeksa i
indeksa mekih naslaga kod obe grupe ispitanika posle primenjene terapije (za PI: u obe grupe p =
0,000; za GI: u KT+HH grupi p = 0,010; u KT grupi p = 0,003; za IMN: u KT+HH grupi p = 0,000;
u KT grupi p =0,005). Daljom analizom, potvrdeno je da su se vrednosti za indeks krvarenja gingive
kao 1 indeks labavljanja zuba znacajno smanjili samo u KT grupi posle terapije (za oba indeksa p =
0,000). Istrazivanjem nisu uo¢ene znacajne promene u vrednostima ostalih parodontalnih indeksa,
odnosno klinickih parametara posle terapije ni u jednoj eksperimentalnoj grupi (Tabela 16).

Tabela 16. Prikaz promena vrednosti klinickih parametara izmedu eksperimentalnih grupa (KT+HH
1 KT) posle terapije.

Klinic¢ki parametri KT+HH grupa KT grupa
Pl

r 1,000 1,000

p vrednost 0,000* 0,000*
Gl

r 0,559 0,622

p vrednost 0,010* 0,003*
IKG

r 0,357 0,826

p vrednost 0,122 0,000*
IMN

r 0,752 0,601

p vrednost 0,000* 0,005*
1ZK

r 0,188 0,037

p vrednost 0,427 0,878
ILZ

r 0,442 0,796

p vrednost 0,051 0,000*
DS (mm)

r 0,016 0,195

p vrednost 0,947 0,410
NPE (mm)

r 0,252 0,294

p vrednost 0,284 0,208

Mann-Whitney U test; statisticka znacajnost je boldirana; r- koeficijent korelacije; *p <0,05. KT+HH
grupa (pacijenti koji su tretirani konzervativnom terapijom 1 hlorheksidin-diglukonatom); KT grupa
(pacijenti koji su tretirani samo konzervativnom terapijom). Plak indeks (PI); Gingivalni indeks (GI);
Indeks krvarenja gingive (IKG); Indeks mekih naslaga (IMN); Indeks zubnog kamenca (IZK); Indeks
labavljanja zuba (ILZ); Dubina sondiranja (DS); Nivo pripojnog epitela (NPE).
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4.2.7 Analiza promena vrednosti markera redoks statusa izmedu eksperimentalnih grupa posle
terapije

Analizom je uoceno da je doslo do statisticki znacajnog smanjenja koncentracije 8-OHdG
kod KT grupe posle primenjene terapije (p = 0,022). Nadalje, istrazivanjem je ustanovljeno i
potvrdeno da se aktivnost GPx statisticki znacajno smanjila posle primenjene terapije u KT+HH grupi
ispitanika (p = 0,024). Zatim, daljim istrazivanjem je uoc¢eno da se koncentracija MK znacajno
smanjila u grupi ispitanika koji su pored konzervativne terapije koristili i hlorheksidin-diglukonat (p
=0,000). Istrazivanjem nisu uocene znacajne promene u koncentraciji MDA kao ni u aktivnosti SOD
1 TAS, ni u jednoj eksperimentalnoj grupi posle primenjene terapije (Tabela 17).

Tabela 17. Prikaz promena vrednosti markera redoks statusa izmedu grupa (KT+HH i1 KT) posle
terapije.

Markeri redoks

statusa KT+HH grupa KT grupa
MDA (umol/1)

r 0,496 0,099

p vrednost 0,501 0,103
8-OHdG (ng/ml)

r 0,001 0,023

p vrednost 0,091 0,022*
SOD (U/ml)

r 0,365 0,636

p vrednost 0,369 0,640
GPx (U/)

r 0,206 0,024

p vrednost 0,024* 0,211
TAS (umol/l)

r 1,000 0,056

p vrednost 1,000 0,056
MK (umol/1)

r 0,000 0,330

p vrednost 0,000* 0,341

Mann-Whitney U test; statisticka znacajnost je boldirana; r- koeficijent korelacije; *p <0,05. KT+HH
grupa (pacijenti koji su tretirani konzervativnom terapijom i hlorheksidin-diglukonatom); KT grupa
(pacijenti koji su tretirani samo konzervativnom terapijom). Malondialdehid (MDA); 8-hidroksi-2-
deoksiguanozin (8-OHdG); Superoksid dismutaza (SOD); Glutation peroksidaza (GPx); Totalni
antioksidativni status (TAS); Mokra¢na kiselina (MK).
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4.2.8 Analiza promena vrednosti biohemijskih parametara izmedu eksperimentalnih grupa
posle terapije

Tabela 18 prikazuje promene vrednosti biohemijskih parametara posle primenjene terapije
izmedu obe grupe pacijenata. Istrazivanjem je uoceno statisticki znacajno povecanje vrednosti enzima
AST u grupi pacijenata koji su pored konzervativne terapije koristili i hlorheksidin-diglukonat, §to
nije slucaj 1 kod pacijenata kod kojih je bila primenjena samo konzervativna terapija (p = 0,040).
Istrazivanjem nisu uo¢ene znacajne promene vrednosti alanin aminotransferaze, alkalne fosfataze,
gama glutamil transferaze, laktat dehidrogenaze kao 1 kreatin kinaze, posle primenjene terapije ni u
jednoj eksperimentalnoj grupi pacijenata.

Tabela 18. Prikaz promena vrednosti biohemijskih parametara izmedu grupa (KT+HH i KT) posle
terapije.

Biohemijski parametri KT+HH grupa KT grupa
AST (U/l)
r 0,028 0,228
p vrednost 0,040* 0,283
ALT (UN)
r 0,035 0,340
p vrednost 0,165 0,461
ALP (U/l)
r 0,000 0,023
p vrednost 0,056 0,113
GGT (U/l)
r 0,167 0.529
p vrednost 0,231 0,728
LDH (U/l)
r 0,065 0,703
p vrednost 0,076 0,728
CK (U
r 0.045 0.091
p vrednost 0,070 0,107

Mann-Whitney U test; statisticka znacajnost je boldirana; r- koeficijent korelacije; *p <0,05. KT+HH
grupa (pacijenti koji su tretirani konzervativnom terapijom i hlorheksidin diglukonatom); KT grupa
(pacijenti koji su tretirani samo konzervativnom terapijom). Aspartat aminotransferaza (AST); Alanin
aminotransferaza (ALT); Alkalna fosfataza (ALP); Gama glutamil transferaza (GGT); Laktat
dehidrogenaza (LDH); Kreatin kinaza (CK).
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4.2.9 Analiza promena distribucije periopatogenih bakterija izmedu grupa posle terapije

Analiza promena distribucije periopatogenih sojeva posle terapije izmedu obe
eksperimentalne grupe prikazana je u Tabeli 19. Statistickom analizom je ustanovljeno da se
distribucija bakterijskih sojeva 7. denticola i T. forsythia znaCajno smanjila samo u grupi pacijenata
koji su primenjivali HH uz konzervativnu terapiju (za 7. denticola p = 0,041; za T. forsythia p =
0,035). Istrazivanjem nisu uo¢ene znacajne promene u distribuciji, odnosno nije uoceno statisticki
znacajno smanjenje preostalih ispitivanih bakterijskih sojeva posle terapije izmedu eksperimentalnih

grupa.

Tabela 19. Prikaz promena distribucije periopatogenih bakterija izmedu grupa (KT+HH i1 KT) posle
terapije.

Bakterijski sojevi KT+HH grupa KT grupa
P. gingivalis
r 0,317 0,590
p vrednost 0,795 0,753
T. denticola
r 0,200 1,000
p vrednost 0,041* 1,000
E. corrodens
r 0,297 0,382
p vrednost 0,583 0,538
T. forsythia
r 0,075 0,635
p vrednost 0,035* 0,685

A. actinomycetemcomitans

r 0,271 0,463
p vrednost 0,558 0,584

Mann-Whitney U test; statisticka znacajnost je boldirana; r- koeficijent korelacije; *p <0,05. KT+HH
grupa (pacijenti koji su tretirani konzervativnom terapijom i hlorheksidin diglukonatom); KT grupa
(pacijenti koji su tretirani samo konzervativhom terapijom). Porphyromonas gingivalis (P.
gingivalis); Treponema denticola (T. denticola); FEikenella corrodens (E. corrodens); Tannerella
forsythia (T. forsythia); Aggregatibacter actinomycetemcomitans (A. actinomycetemcomitans).
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4.3 Korelacione analize
Korelacije klini¢kih parametara sa markerima redoks statusa u KT+HH grupi pre terapije

U okviru ove doktorske disertacije uoCeno je da postoji statisticki znacajna negativna
korelacija izmedu vrednosti NPE i koncentracije 8-OHdG u KT+HH grupi ispitanika pre terapije (r
=0,576; p=0,012). Ostali klini¢ki parametri nisu pokazali postojanje statisticki znacajnih korelacija
sa drugim markerima redoks statusa pre terapije unutar KT+HH grupe (Tabela 20).

Tabela 20. Prikaz korelacija klinickih parametara sa markerima redoks statusa u KT+HH grupi pre
terapije.

Klinicki parametri Markeri redoks statusa

MDA (umol/1) 8-OHdG (ng/mI) SOD wimly  GPx (un) TAS (umol/l)
Pl r -0,181 -0,267 0,345 -0,122 0,086
p vrednost 0,473 0,285 0,136 0,608 0,719
Gl
r -0,075 -0,080 0,105 0,191 0,035
p vrednost 0,766 0,752 0,660 0,419 0,882
IKG
r -0,005 -0,003 0,123 0,314 0,054
p vrednost 0,984 0,992 0,605 0,177 0,821
IMN
r -0,107 -0,444 0,355 0,085 -0,123
p vrednost 0,672 0,065 0,124 0,723 0,606
1IZK
r -0,009 -0,443 0,033 -0,263 0,083
p vrednost 0,970 0,066 0,892 0,262 0,727
ILZ
r -0,003 0,236 0,244 0,084 0,109
p vrednost 0,990 0,346 0,301 0,726 0,647
DS (mm)
r 0,424 -0,014 0,108 -0,203 -0,050
p vrednost 0,079 0,956 0,650 0,390 0,834
NPE (mm)
r -0,038 -0,576™ 0,226 0,014 -0,156
p vrednost 0,880 0,012 0,339 0,953 0,512

Pearson Correlation; statisticka zna€ajnost je boldirana; r- koeficijent korelacije; p <0,05; *pozitivna
korelacija; ** negativna korelacija. KT+HH grupa (pacijenti koji su tretirani konzervativnom
terapijom 1 hlorheksidin-diglukonatom). Malondialdehid (MDA); 8-hidroksi-2-deoksiguanozin (8-
OHAG); Superoksid dismutaza (SOD); Glutation peroksidaza (GPx); Totalni antioksidativni status
(TAS); Plak indeks (PI) Gingivalni indeks (GI); Indeks krvarenja gingive (IKG); Indeks mekih
naslaga (IMN); Indeks zubnog kamenca (IZK); Indeks labavljanja zuba (ILZ); Dubina sondiranja
(DS); Nivo pripojnog epitela (NPE).

55



Korelacija klini¢kih parametara sa markerima redoks statusa u KT+HH grupi posle terapije

Ustanovljeno je postojanje statisticki znaCajne negativne korelacije izmedu vrednosti GI sa
koncentracijom MDA (r =-0,495, p = 0,043), kao i izmedu vrednosti I[ZK i aktivnosti SOD (r = 0,665,
p = 0,001) u KT+HH grupi pacijenata, posle terapije. Nadalje, istrazivanjem je ustanovljeno
postojanje statisticki znacajne pozitivne korelacije izmedu vrednosti IZK i koncentracije MDA
(r=0,489, p = 0,046), kao i izmedu vrednosti ILZ i aktivnosti GPx (r = 0,503, p = 0,024) u KT+HH
grupi, posle terapije. Ostali klinicki parametri nisu pokazali postajanje statisticki znacajnih korelacija
sa markerima redoks statusa posle terapije u KT+HH grupi ispitanika (Tabela 21).

Tabela 21. Prikaz korelacija klini¢kih parametara sa markerima redoks statusa u KT+HH grupi posle
terapije.

Markeri redoks statusa
Klinic¢ki parametri

MDA (umol/l) (?]g%'l')'dG (Su(/Jle) ?UF;I))( TAS (umol)
Pl
r -0,174 0,287 0,283 0,085 -0,138
p vrednost 0,504 0,248 0,227 0,723 0,561
Gl
r -0,495™ 0,067 0,257 -0,131 0,147
p vrednost 0,043 0,793 0,273 0,582 0,535
IKG
r -0,223 0,365 0,050 0,412 0,223
p vrednost 0,390 0,136 0,835 0,071 0,345
IMN
r -0,167 0,080 0,027 0,081 -0,002
p vrednost 0,521 0,752 0,912 0,733 0,995
1IZK
r 0,489" 0,133 -0,665™ 0,115 -0,019
p vrednost 0,046 0,598 0,001 0,629 0,935
ILZ
r 0,442 0,465 -0,223 0,503" -0,089
p vrednost 0,075 0,052 0,344 0,024 0,708
DS (mm)
r -0,179 0,044 0,294 0,082 -0,134
p vrednost 0,492 0,863 0,209 0,732 0,574
NPE (mm)
r -0,117 0,294 -0,107 -0,017 0,296
p vrednost 0,656 0,236 0,655 0,945 0,204

Pearson Correlation; statisticka zna€ajnost je boldirana; r- koeficijent korelacije; p < 0,05; *pozitivna
korelacija; ** negativna korelacija. KT+HH grupa (pacijenti koji su tretirani konzervativnom
terapijom 1 hlorheksidin-diglukonatom). Malondialdehid (MDA); 8-hidroksi-2-deoksiguanozin (8-
OHdQG); Superoksid dismutaza (SOD); Glutation peroksidaza (GPx); Totalni antioksidativni status
(TAS); Plak indeks (PI) Gingivalni indeks (GI); Indeks krvarenja gingive (IKG); Indeks mekih
naslaga (IMN); Indeks zubnog kamenca (IZK); Indeks labavljanja zuba (ILZ); Dubina sondiranja
(DS); Nivo pripojnog epitela (NPE).
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Korelacije klini¢kih parametara sa markerima redoks statusa u KT grupi pre terapije

Potvrdena je statisti¢ki znacajna pozitivna korelacija izmedu vrednosti ILZ 1 aktivnosti GPx
u KT grupi pre terapije (r = 0,444, p = 0,050). Uocena je jo$ jedna statisticki znacajna pozitivna
korelacija izmedu vrednosti DS i TAS salive u KT grupi pre terapije (r = 0,444, p = 0,022). Ostali
klinicki parametri nisu pokazali statisticki znacajne korelacije sa markerima redoks statusa pre
terapije u KT grupi ispitanika (Tabela 22).

Tabela 22. Prikaz korelacija klini¢kih parametara sa markerima redoks statusa u KT grupi
pre terapije.

:)(a:lrglr%keltri Markeri redoks statusa
MDA (umol/l 8-OHdG (ng/ml)  SOD (u/ml) (GUI/:I’)X TAS (umol/)
Prl 0,415 0,156 -0,400 -0,004 0,338
p vrednost 0,087 0,550 0,080 0,985 0,145
Gl
r 0,159 -0,354 -0,285 0,105 0,061
p vrednost 0,530 0,163 0,223 0,659 0,797
IKG
r 0,433 -0,161 -0,212 -0,152 0,148
p vrednost 0,073 0,537 0,370 0,523 0,534
IMN
r 0,197 0,040 -0,114 -0,089 0,195
p vrednost 0.433 0,879 0,631 0,710 0,409
1ZK
r 0,181 0,135 -0,288 -0,367 0,046
p vrednost 0,473 0,605 0,218 0,112 0,848
ILZ
r 0,086 0,326 0,112 0,444 0,334
p vrednost 0,733 0,202 0,640 0,050 0,150
DS (mm)
r 0,150 0,346 -0,318 0,127 0,444"
p vrednost 0,553 0,174 0,172 0,595 0,022
NPE (mm)
r 0,196 0,072 0,007 0,051 0,366
p vrednost 0,436 0,783 0,975 0,833 0,113

Pearson Correlation; statisticka znacajnost je boldirana; r- koeficijent korelacije; p <0,05; *pozitivna
korelacija; ** negativna korelacija. KT grupa (pacijenti koji su tretirani samo konzervativhom
terapijom). Malondialdehid (MDA); 8-hidroksi-2-deoksiguanozin (8-OHdG); Superoksid dismutaza
(SOD); Glutation peroksidaza (GPx); Totalni antioksidativni status (TAS); Plak indeks (PI)
Gingivalni indeks (GI); Indeks krvarenja gingive (IKG); Indeks mekih naslaga (IMN); Indeks zubnog
kamenca (IZK); Indeks labavljanja zuba (ILZ); Dubina sondiranja (DS); Nivo pripojnog epitela

(NPE).
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Korelacije klini¢kih parametara sa markerima redoks statusa u KT grupi posle terapije

Ustanovljeno je postojanje statisticki znacajne pozitivne korelacije izmedu vrednosti ILZ 1
aktivnosti GPx, kao i izmedu istog indeksa i TAS salive u KT grupi posle terapije (r = 0,472, p =
0,036; r= 0,530, p = 0,016). Ostali klinicki parametri nisu pokazali statisticki znacajne korelacije sa
markerima redoks statusa posle terapije u KT grupi ispitanika (Tabela 23).

Tabela 23. Prikaz korelacija klini¢kih parametara sa markerima redoks statusa u KT grupi
posle terapije.

;l:)(e::;l:nl:tri Markeri oksidativnog statusa
MDA (umol/l) 8-OHdG (ng/mly  SOD (u/ml) GPx (umy TAS (umol/)
Pl
r 0,001 0,283 0,036 0,333 0,174
p vrednost 0,996 0,255 0,879 0,151 0,462
Gl
r 0,112 0,324 0,098 -0,082 -0,146
p vrednost 0,658 0,189 0,682 0,731 0,538
IKG
r 0,000 0,158 0,090 0,101 0,071
p vrednost 0,999 0,531 0,705 0,672 0,767
IMN
r -0,222 -0,038 0,028 0,057 0,123
p vrednost 0,376 0,883 0,907 0,811 0,604
1IZK
r -0,160 -0,110 0,271 -0,223 -0,090
p vrednost 0,525 0,664 0,248 0,345 0,706
ILZ
r -0,103 -0,118 -0,311 0,472" 0,530"
p vrednost 0,683 0,642 0,181 0,036 0,016
DS (mm)
r 0,169 0,343 0,009 -0,029 -0,328
p vrednost 0,502 0,164 0,971 0,902 0,158
NPE (mm)
r 0,119 0,183 0,030 0,072 0,176
p vrednost 0,639 0,466 0,900 0,763 0,458

Pearson Correlation; statisticka znacajnost je boldirana; r- koeficijent korelacije; p <0,05; *pozitivna
korelacija; ** negativna korelacija. KT grupa (pacijenti koji su tretirani samo konzervativhom
terapijom). Malondialdehid (MDA); 8-hidroksi-2-deoksiguanozin (8-OHdG); Superoksid dismutaza
(SOD); Glutation peroksidaza (GPx); Totalni antioksidativni status(TAS); Plak indeks (PI) Gingivalni
indeks (GI); Indeks krvarenja gingive (IKG); Indeks mekih naslaga (IMN); Indeks zubnog kamenca
(IZK); Indeks labavljanja zuba (ILZ); Dubina sondiranja (DS); Nivo pripojnog epitela (NPE).
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Korelacije klini¢kih i biohemijskih parametara u grupi KT+HH pre primene terapije

Korelacionom analizom, ustanovljeno je postojanje statisticki znacajne negativne korelacije
izmedu vrednosti IMN i CK pre terapije u KT+HH grupi ispitanika (r = -0,526, p = 0,017). Dalje,
korelacionom analizom je utvrdena statisticki znacajna pozitivna korelacija izmedu vrednosti DS 1
aktivnosti enzima LDH u KT+HH grupi pre terapije (r = 0,513, p = 0,021). Ostali klinicki parametri
nisu pokazali statistiCki znacajne korelacije sa preostalim biohemijskim parametrima u istoj grupi pre
primene terapije (Tabela 24).

Tabela 24. Prikaz klinickih i biohemijskih parametara u grupi KT+HH pre primene terapije.

Biohemijski parametri

Klini¢ki
parametri AST (uny ALT (un) ALPum  GGTun  LDHum CK
Pl
r 0,247 0,001 -0,119 0,133 -0,158 -0,238
p vrednost 0,293 0,997 0,617 0,576 0,505 0,311
Gl
r 0,289 -0,200 0,028 -0,020 0,150 -0,291
p vrednost 0,216 0,398 0,908 0,934 0,527 0,213
IKG
r 0,106 -0,014 0,160 0,168 0,049 -0,154
p vrednost 0,658 0,953 0,501 0,480 0,836 0,517
IMN
r 0,166 - 0,278 -0,280 -0,219 0,052 0,526**
p vrednost 0,485 0,236 0,232 0,354 0,828 0,017
1IZK
r 0,016 -0,170 -0,329 0,211 -0,049 -0,037
p vrednost 0,946 0,478 0,157 0,372 0,837 0,876
ILZ
r -0,178 0,156 0,282 0,274 0,075 -0,184
p vrednost 0,452 0,511 0,908 0,243 0,754 0,436
DS (mm)
r -0,294 -0,163 -0,259 -0,305 0,513* 0,341
p vrednost 0,209 0,493 0,270 0,191 0,021 0,141
NPE (mm)
r -0,065 -0,08, -0,422 0,150 0,120 -0,259
p vrednost 0,786 0,735 0,063 0,528 0,613 0,270

Statisticka znaCajnost je boldirana; r- koeficijent korelacije; p < 0,05; *pozitivna korelacija; **
negativna korelacija. KT+HH grupa (pacijenti koji su tretirani konzervativhom terapijom i
hlorheksidin-diglukonatom). Plak indeks (PI); Gingivalni indeks (GI); Indeks krvarenja gingive
(IKG); Indeks mekih naslaga (IMN); Indeks zubnog kamenca (IZK); Indeks labavljanja zuba (ILZ);
Dubina sondiranja (DS); Nivo pripojnog epitela (NPE); Aspartat aminotransferaza (AST); Alanin
aminotransferaza (ALT); Alkalna fosfataza (ALP); Gama glutamil transferaza (GGT); Laktat
dehidrogenaza (LDH); Kreatin kinaza (CK).
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Korelacije klini¢kih i biohemijskih parametara u grupi KT+HH posle primene terapije

Analizom korelacija utvrdeno je postojanje statisticki znacajne negativne korelacije izmedu
vrednosti GI i CK posle primenjene terapije u KT+HH grupi ispitanika (r =-0,464, p = 0,039). Daljom
analizom, ustanovljene su 1 statisticki znacajne negativne korelacije izmedu vrednosti DS 1 GGT, kao
iizmedu DS 1 CK u istoj grupi ispitanika posle terapije (r =-0,601, p = 0,005; r = -0,487, p = 0,030).
Vrednost DS je pokazala statisticku znacajnost u vidu pozitivne korelacije sa LDH (r = 0,574, p =
0,008) u KT+HH grupi ispitanika posle terapije. Statisticki znacajna negativna korelacija je
ustanovljena za vrednost NPE 1 ALP u istoj grupi posle terapije (r = 0,442, p = 0,051). Ostali klini¢ki
parametri nisu pokazali statisti¢ki znacajne korelacije sa preostalim biohemijskim parametrima posle
primenjenje terapije u KT+HH grupi ispitanika (Tabela 25).
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Tabela 25. Prikaz korelacija klinickih i biohemijskih parametara u grupi KT+HH posle primene
terapije.

Biohemijski parametri

Klini¢ki AST
parametri ) ALT (uny ALP (un) GGT (uny LDH (un) CK uny

r 0,112 0,024 - 0,037 0,098 -0,141 -0,257
Pl

p 0,639 0,919 0,876 0,682 0,553 0,274

r 0,205 -0,158 -0,022 -0,253 0,153 -0,464**
Gl

p 0,386 0,507 0,928 0,281 0,519 0,039

r 0,145 -0,171 0,092 -0,129 0,217 -0,250
IKG

p 0,543 0,471 0,698 0,589 0,358 0,287

r 0,339 0,139 0,150 0,014 -0,164 -0,288
IMN

p 0,143 0,559 0,528 0,952 0,489 0,219

r 0,106 0,025 -0,098 0,382 0,035 -0,130
1ZK

p 0,656 0,917 0,680 0,096 0,883 0,586

r -0,323 0,246 -0,059 0,252 0,048 -0,186
ILZ

p 0,165 0,295 0,805 0,284 0,841 0,433

r -0,121 -0,278 -0,069 -0,601** 0,574* -0,487**
DS (mm)

p 0,610 0,235 0,772 0,005 0,008 0,030

r - 0,044 -0,051 - ** 0,058 0,217 -0,401
NPE 0,442
(mm)

p 0,853 0,832 0,051 0,809 0,359 0,080

Statisticka znaCajnost je boldirana; r- koeficijent korelacije; p < 0,05; *pozitivna korelacija; **
negativna korelacija. KT+HH grupa (pacijenti koji su tretirani konzervativhom terapijom i
hlorheksidin-diglukonatom). Plak indeks (PI); Gingivalni indeks (GI); Indeks krvarenja gingive
(IKG); Indeks mekih naslaga (IMN); Indeks zubnog kamenca (IZK); Indeks labavljanja zuba (ILZ);
Dubina sondiranja (DS); Nivo pripojnog epitela (NPE); Aspartat aminotransferaza (AST); Alanin
aminotransferaza (ALT); Alkalna fosfataza (ALP); Gama glutamil transferaza (GGT); Laktat
dehidrogenaza (LDH); Kreatin kinaza (CK).
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Korelacije klini¢kih i biohemijskih parametara u KT grupi pre primene terapije

U okviru istrazivanja ove doktorske disertacije, utvrdeno je postojanje statisticki znaCajne
pozitivne koralacije izmedu vrednosti P11 AST, kao i izmedu P11 enzima LDH pre primenjene terapije
u KT grupi ispitanika (r = 0,047, p = 0,034; r = 0,516, p = 0,020). Daljom korelacionom analizom,
utvrdeno je postajanje i statisticki znacajne negativne korelacije izmedu vrednosti GI i CK (r=-0,559,
p = 0,007), kao 1 statisticki znacajnih pozitivnih korelacija izmedu istog indeksa i vrednosti enzima
AST, ALP i GGT pre primenjene terapije u KT grupi ispitanika (r = 0,063, p = 0,003; r = 0,510, p =
0,022; r = 0,545, p = 0,013). Ustanovljene su i statisticki znacajne negativne koralacije izmedu
vrednosti ILZ, kao i enzima AST 1 GGT u KT grupi pre primenjene terapije (r = -0,500, p = 0,025;
r= -0,575, p = 0,008). Ostali klinicki parametri nisu pokazali statisticki znacajne koralacije sa
preostalim biohemijskim parametrima u KT grupi pre primenjene terapije (Tabela 26).

Tabela 26. Prikaz korelacija klinic¢kih i biohemijskih parametara u KT grupi pre primene terapije

Biohemijski parametri

:f;ir‘:rf]lgtri AST (Ul ALT (un) ALP UM GGTuN  LDHwN  CK U
PI
r 0,047* -0,060 0,351 0,364 0,516* -0,449
p vrednost 0,034 0,803 0,129 0,115 0,020 0,054
Gl
r 0,063* -0,159 0,510%* 0,545%* 0,353 -0,599%*
p vrednost 0,003 0,503 0,022 0,013 0,127 0,007
IKG
r 0,159 0,219 0,336 0,221 0,165 -0,249
p vrednost 0,503 0,354 147 0,350 0,487 0,304
IMN
r 0,028 0,080 0,361 0,025 0,362 -120
p vrednost 0,907 0,737 0,118 0,916 0,117 0,626
1ZK
r 0,001 0,282 0,345 -0,016 -0,034 0,066
p vrednost 0,997 0,228 0,136 0,946 0,887 0,789
ILZ
r -0,500%* 0,159 -0,317 -0,575%* -0,164 0,400
p vrednost 0,025 0,503 0,173 0,008 0,489 0,090
DS (mm)
r -0,034 0,040 -0,004 -0,225 0,187 0,217
p vrednost 0,887 0,868 0,998 0,341 0,429 0,372
NPE (mm)
r 0,177 0,139 0,315 0,103 0,274 -0,203
p vrednost 0,456 0,558 0,176 0,656 0,242 0,404

Spearman's Correlation; statisticka znacajnost je boldirana; r- koeficijent korelacije; p < 0, 05; *pozitivna korelacija;
**negativna korelacija. KT grupa (pacijenti koji su tretirani samo konzervativnom terapijom). Plak indeks (PI) Gingivalni
indeks (GI); Indeks krvarenja gingive (IKG); Indeks mekih naslaga (IMN); Indeks zubnog kamenca (IZK); Indeks
labavljanja zuba (ILZ); Dubina sondiranja (DS); Nivo pripojnog epitela (NPE); Aspartat aminotransferaza (AST); Alanin
aminotransferaza (ALT); Alkalna fosfataza (ALP); Gama glutamil transferaza (GGT); Laktat dehidrogenaza (LDH);
Kreatin kinaza (CK).
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Korelacije klini¢kih i biohemijskih parametara u KT grupi posle primene terapije

Analizom je utvrdeno postojanje statisticki znacajne pozitivne korelacije izmedu vrednosti GI
i enzima AST, GGT i LDH posle primenjene terapije u KT grupi ispitanika (r = 0,554, p=0,011; r =
0,492, p = 0,027; r = 0,636,p = 0,003). Nadalje, za isti indeks potvrdena je 1 statisticki znaCajna
negativna korelacija sa aktivnoséu enzima CK (r = -0,613, p = 0,010) u KT grupi ispitanika posle
terapije. Vrednost IKG je u pozitivnoj korelaciji sa aktivnostima enzima ALP i LDH (r = 0,496, p =
0,016; r = 0,595, p = 0,006) dok je isti indeks u statisticki znacajnoj negativnoj korelaciji sa CK (r =
-0,577, p = 0,010) u KT grupi pacijenata posle terapije. Pozitivna korelacija je utvrdena i izmedu
vrednosti IMN 1 LDH u KT grupi posle terapije (r = 0,433, p = 0,056). Takode, ustanovljena je
pozitivna korelacija izmedu vrednosti IZK 1 ALT (r = 0,497, p = 0,026) u istoj grupi posle terapije.
Vrednost ILZ je u statisti¢ki znacajnoj negativnoj korelaciji sa vrednostima enzima AST i GGT za
pacijente u KT grupi posle primenjene terapije (r =-0,469, p=0,037; r=-0,543, p=10,013). Pozitivna
korelacija je ustanovljena izmedu vrednosti NPE i LDH za ispitanike u KT grupi posle terapije (r =
0,491, p = 0,028). Ostali klinicki parametri nisu pokazali znaCajne korelacije sa preostalim
biohemijskim parametrima, posle terapije u KT grupi pacijenata (Tabela 27).
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Tabela 27. Prikaz korelacija klinickih i1 biohemijskih parametara u KT grupi posle primene terapije

Biohemijski parametri

Klinic¢ki

parametri AST (uny ALT (un) ALP wmy  GGT wn  LDH ) CK (uny
Pl
r 0,246 0,179 0,323 0,213 0,260 -0,303
p vrednost 0,295 0,450 0,165 0,367 0,267 0,207
Gl
r 0,554* 0,060 0,411 0,492* 0,636* -0,613**
p vrednost 0,011 0,803 0,072 0,027 0,003 0,01
IKG
r 0,325 0,179 0,496* 0,377 0,595 -0,577**
p vrednost 0,163 0,450 0,026 0,101 0,006 0,010
IMN
r -0,044 0,203 0,136 -0,007 0,433 -0,294
p vrednost 0,855 0,390 0,588 0,976 0,056 0,223
1ZK
r -0,076 0,497* 0,365 0,389 0,124 -0,035
p vrednost 0,750 0,026 0,114 0,090 0,604 0,888
ILZ
r -0,469%** 0,179 -0,201 -0,543** -0,100 0,405
p vrednost 0,037 0,450 0,396 0,013 0,676 0,085
DS (mm)
r 0,382 -0,318 0,162 0,251 0,411 -0,194
p vrednost 0,097 0,171 0,494 0,286 0,072 0,426
NPE (mm)
r 0,220 -0,179 0,123 0,156 0,491%* -0,270
p vrednost 0,351 0,450 0,605 0,512 0,028 0,264

Spearman's Correlation, statisticka znaCajnost je boldirana; r- koeficijent korelacije; p < 0,05;
*pozitivna korelacija; **negativna korelacija. KT grupa (pacijenti koji su tretirani samo
konzervativnom terapijom). Plak indeks (PI); Gingivalni indeks (GI); Indeks krvarenja gingive
(IKG); Indeks mekih naslaga (IMN); Indeks zubnog kamenca (IZK); Indeks labavljanja zuba (ILZ);
Dubina sondiranja (DS); Nivo pripojnog epitela (NPE); Aspartat aminotransferaza (AST); Alanin
aminotransferaza (ALT); Alkalna fosfataza (ALP); Gama glutamil transferaza (GGT); Laktat
dehidrogenaza (LDH); Kreatin kinaza (CK).
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Korelacije peripatogenih mikrooganizama izmedu grupa (KT+HH i KT) pre terapije

Tabela 28 prikazuje distribuciju periopatogenih sojeva unutar grupa (KT+HH i KT) kao 1
korelaciju istoimenih sojeva izmedu eksperimentalnih grupa pre terapije. Analizom je ustanovljeno
da nije postojala statisticki znacajna razlika u broju pozitivnih uzoraka kod kojih je potvrdeno
prisustvo ispitivanih bakterija izmedu grupa (KT+HH i KT) pre primenjene terapije.

Tabela 28. Prikaz distribucije peripatogenih mikrooganizama unutar grupa i njihove korelacije
izmedu grupa (KT+HH 1 KT) pre terapije.

Bakterijski soj KT+HH grupa KT grupa p vrednost
ne/da ne/da

P. gingivalis 0/18 1/19 1,000

T. denticola 8/12 12/8 0,330

E. corrodens 2/18 4/16 0,597

T. forsythia 0/19 4/16 0,229

A. actinomycetemcomitans 5/15 2/18 0,557

Chi-square test, nelda - predstavlja broj uzoraka unutar grupe koji su negativni, tj. pozitivni na
prisustvo bakterijskog soja; statisti¢ka znacajnost je boldirana; p < 0,05. KT+HH grupa (pacijenti koji
su tretirani konzervativnom terapijom i hlorheksidin-diglukonatom). KT grupa (pacijenti koji su
tretirani samo konzervativnom terapijom). Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis); Treponema
denticola (T. denticola); Eikenella corrodens (E. corrodens); Tannerella forsythia (T. forsythia),
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (A .actinomycetemcomitans).
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Korelacije peripatogenih mikrooganizama izmedu grupa (KT+HH i KT) posle terapije

Tabela 29 prikazuje distribuciju periopatogenih sojeva unutar grupa (KT+HH 1 KT) kao 1
korelaciju istoimenih sojeva izmedu eksperimentalnih grupa posle terapije. Analizom je ustanovljeno
da je postojala statisticki znacajna razlika u broju pozitivnih uzoraka u smislu smanjene distribucije
za sojeve 1. denticola i T. forsythia u KT+HH posle primenjene terapije (za 7. denticola p = 0,008;
za T. forsythia p = 0,016). Ostali mikroorganizmi nisu pokazali znacajno smanjenje distribucije
izmedu dve eksperimentalne grupe, dva meseca nakon primenjene terapije.

Tabela 29. Prikaz distribucije peripatogenih mikrooganizama unutar grupa i njihove korelacije
izmedu grupa (KT+HH 1 KT) posle terapije.

Bakterijski soj KT+HH grupa KT grupa p vrednost
ne/da ne/da

P. gingivalis 3/17 4/16 1,000

T. denticola 17/3% 16/4 0,008

E. corrodens 4/16 7/13 1,000

T. forsythia 8/11* 11/9 0,016

A. actinomycetemcomitans 7/13 5/15 1,000

Chi-square test;, nelda - predstavlja broj uzoraka unutar grupe Kkoji su negativni, tj. pozitivni na
prisustvo bakterijskog soja; statisticka znacajnost je boldirana; *p < 0,05. KT+HH grupa (pacijenti
koji su tretirani konzervativnom terapijom 1 hlorheksidin diglukonatom). KT grupa (pacijenti koji su
tretirani samo konzervativnom terapijom). Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis), Treponema
denticola (T. denticola); Eikenella corrodens (E. corrodens); Tannerella forsythia (T. forsythia),
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (A. actinomycetemcomitans).
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Korelacije markera redoks statusa sa biohemijskim parametrima u KT+HH grupi pre terapije

Korelacionom analizom, utvrdeno je postojanje statisticki znaCajne pozitivne korelacije
koncentracije MDA 1 aktivnosti enzima AST (r = -0,517, p = 0,028) u KT+HH grupi pre terapije.
Pozitivna korelacija je potvrdena izmedu koncentracije 8-OHdG i GGT u istoj grupi pre terapije (r =
0,508, p = 0,043). Nadalje, analizom je potvrdena i negativna korelacija izmedu TAS salive i LDH
pre terapije u KT+HH grupi (r = -0,456, p = 0,043). Svi ostali markeri redoks statusa nisu bili u
znacajnoj korelaciji sa preostalim biohemijskim parametrima u KT+HH grupi pre terapije (Tabela
30).

Tabela 30. Prikaz korelacija markera redoks statusa sa biohemijskim parametrima u KT+HH grupi
pre terapije.

Markeri redoks Biohemijski parametri

statusa

AST (U/l)  ALT (U/l) ALP (U/l) GGT (U/l) LDH (U/l)  CK (U/l)

MDA (umol/l) r 0,517* 0,084 -0,129 -0,139 0,088 -0,254
p 0,028 0,741 0,611 0,581 0,729 0,308

8-OHdG (umol/l) ¢ 0,104 0,031 0,193 0,508* -0,109 -0,195
p 0,681 0,906 0,443 0,031 0,667 0,438

SOD (U/ml) r 0,007 -0,072 0,214 -0,226 0,294 -0,205
p 0,978 0,764 0,364 0,338 0,208 0,386

GPx (Ul r -0,264 -0,361 -0,214 -0,102 0,128 0,076
p 0,261 0,119 0,365 0,671 0,591 0,751

TAS (umol/l) r 0,215 0,425 -0,145 0,069 -0,456** 0,374
p 0,362 0,062 0,543 0,774 0,043 0,104

MK (umol/l) r 0,303 0,275 0,154 0,118 -0,443 0,327
p 0,194 0,241 0,518 0,621 0,051 0,159

Statisticka znacajnost je boldirana; r- koeficijent korelacije; p < 0,05; *pozitivna korelacija;
**negativna korelacija. KT+HH grupa (pacijenti koji su tretirani konzervativnhom terapijom i
hlorheksidin  diglukonatom). Malondialdehid (MDA); 8-hidroksi-2-deoksiguanozin (8-OHdG);
Superoksid dismutaza (SOD); Glutation peroksidaza (GPx); Totalni antioksidativni status (TAS);
Mokra¢na kiselina (MK); Aspartat aminotransferaza (AST); Alanin aminotransferaza (ALT);
Alkalna fosfataza (ALP); Gama glutamil transferaza (GGT); Laktat dehidrogenaza (LDH); Kreatin
kinaza (CK).

67



Korelacije markera redoks statusa sa periopatogenim sojevima u KT+HH grupi pre terapije.

U tabeli 31 su prikazane korelacije markera redoks statusa sa peripatogenim sojevima u okviru
grupe KT+HH pre primenjene terapije. Istrazivanjem je ustanovljeno postojanje statisti¢ki znacajne
negativne korelacije izmedu koncentracije MK i sojeva T. denticola 1 A. actinomycetemcomitans (r
=-0,487, p=0,035; r =-0,501, p = 0,029). Nisu utvrdene korelacione znacajnosti izmedu preostalih
markera redoks statusa i drugih periopatogenih sojeva u KT+HH grupi pre primenjene terapije.

Tabela 31. Prikaz korelacija markera redoks statusa sa peripatogenim sojevima u KT+HH grupi pre
terapije.

Markeri redoks Bakterijski
statusa sojevi
P. T. E. T. A
gingivalis  denticola corrodens forsythia  actinomycetemcomitans

MDA (pmol/l) r -0,217 -0,063 0,063 0,255
p / 0,404 0,811 0,812 0,323
8-OHdG (ng/ml) ¢ 0,385 0,063 0,284 -0,231
p / 0,127 0,813 0,271 0,375

SOD (U/ml) r -0,058 -0,119 -0,092 0

p / 0,812 0,629 0,707 1
GPx (UN) r 0,059 0,199 -0,027 0,152
p / 0,811 0,414 0,914 0,536
TAS (umol/l) r -0,253 0,026 -0,356 -0,159
p / 0,295 0,915 0,134 0,285
MK (umol/l) r -0,487%* 0 -0,501%* 0,215
p / 0,035 1 0,029 0,376

Statisticka znacajnost je boldirana; r - koeficijent korelacije; p < 0,05; *pozitivna korelacija;
**negativna korelacija. KT+HH grupa (pacijenti koji su tretirani konzervativhom terapijom i
hlorheksidin-diglukonatom).  Malondialdehid (MDA);  8-hidroksi-2-deoksiguanozin (8-OHdG);
Superoksid dismutaza (SOD); Glutation peroksidaza (GPx); Totalni antioksidativni status (TAS);
Mokraéna kiselina (MK); Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis); Treponema denticola (T.
denticola); Eikenella corrodens (E. corrodens),; Tannerella forsythia (T. forsythia);, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (A. actinomycetemcomitans). /| Korelacije za P. gingivalis se nisu mogle
statisticki obraditi jer su parametri imali iste vrednosti.
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Korelacije biohemijskih parametara sa periopatogenim sojevima u KT+HH grupi pre terapije.

Korelacionom analizom, potvrdena je statisticki znaCajna negativna korelacija aktivnosti CK
sa sojem A. actinomycetemcomitans u okviru KT+HH grupe pacijenata pre primenjene terapije (r = -
0,484, p = 0,036). Ostali biohemijski parametri nisu pokazali znaCajne korelacije sa peripatogenim
sojevima pre terapije kod ispitanika KT+HH grupe (Tabela 32).

Tabela 32. Prikaz korelacija biohemijskih parametara sa periopatogenim sojevima u KT+HH grupi
pre terapije.

Biohemijski Bakterijski
parametri sojevi
. P . T E. T. forsythia . A .
gingivalis  denticola corrodens actinomycetemcomitans

r 0,045 -0,413 -0,061 -0,400
AST (U

p / 0,854 0,078 0,803 0,091

r 0,289 -0,136 0,255 -0,417
ALT (U/l)

p / 0,231 0,578 0,291 0,076

r 0,309 -0,374 0,075 -0,415
ALP (UN)

p / 0,197 0,115 0,761 0,077

r 0,013 -0,051 0,257 -0,364
GGT (Ul

p / 0,959 0,835 0,288 0,126

r -0,041 -0,222 0,111 0,409
LDH (U/l)

p / 0,867 0,361 0,651 0,082

r 0,027 0,408 -0,222 -0,484**
CK (un)

p / 0,911 0,083 0,361 0,036

Statisticka znacajnost je boldirana; r-koeficijent korelacije; p < 0,05; *pozitivna korelacija;
**negativna korelacija. KT+HH grupa (pacijenti koji su tretirani konzervativhom terapijom i
hlorheksidin-diglukonatom). Aspartat aminotransferaza (AST); Alanin aminotransferaza (ALT);
Alkalna fosfataza (ALP); Gama glutamil transferaza (GGT); Laktat dehidrogenaza (LDH); Kreatin
kinaza (CK); Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis); Treponema denticola (T. denticola);
Eikenella corrodens (E. corrodens); Tannerella forsythia (T. forsythia); Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (A. actinomycetemcomitans). / Korelacije za P. gingivalis nisu mogle
statisticki da se obrade, parametri su imali iste vrednosti.
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Korelacije markera redoks statusa sa biohemijskim parametrima u KT+HH grupi posle
terapije

Korelacije markera redoks statusa sa biohemijskim parametrima unutar KT+HH grupe posle
terapije su prikazani u Tabeli 33. Ustanovljeno je postojanje statisticki znacajne negativne korelacije
aktivnosti GPx 1 AST u KT-+HH grupi posle primenjene terapije (r =-0,646, p=0,003). Ostali markeri
redoks statusa nisu pokazali znacajne korelacije sa preostalim biohemijskim parametrima unutar te
grupe posle primenjenog terapijskog protokola.

Tabela 33. Prikaz korelacija markera redoks statusa sa biohemijskim parametrima u KT+HH grupi
posle terapije.

Markeri
redoks Biohemijski parametri
statusa
AST (uny  ALT uny  ALPum  GGT un) LDH (un) CK ()
-0,335 0,017 - -0,028 -0,043 -0,425
MDA (umol/l)
p 0,205 0,949 - 0,918 0,874 0,101
8-OHdG r -0,353 0,113 0,408 -0,398 0,056 -0,113
(ng/ml) p 0,165 0,665 0,104 0,113 0,831 0,666
r 0,051 -0,083 0,086 -0,200 0,098 -0,091
SOD (U/ml)
p 0,840 0,737 0,726 0,413 0,689 0,714
-0,646** -0,121 0,221 -0,002 -0,313 -0,108
GPx (U/l)
p 0,003 0,621 0,363 0,993 0,192 0,661
0,252 0,189 -0,301 0,037 -0,021 0,003
TAS (umol/l)
0,297 0,439 0,211 0,880 0,935 0,991
MK (umol/l) r 0,331 0,259 -0,086 -0,221 0,256 0,141
p 0,168 0,284 0,726 0,363 0,290 0,565

Statisticka znaCajnost je boldirana; r- koeficijent korelacije; p < 0,05; *pozitivna korelacija;
**negativna korelacija. KT+HH grupa (pacijenti koji su tretirani konzervativhom terapijom i
hlorheksidin-diglukonatom).  Malondialdehid (MDA);  8-hidroksi-2-deoksiguanozin (8-OHdG);
Superoksid dismutaza (SOD); Glutation peroksidaza (GPx); Totalni antioksidativni status (TAS);
Mokra¢na kiselina (MK); Aspartat aminotransferaza (AST); Alanin aminotransferaza (ALT); Alkalna
fosfataza (ALP); Gama glutamil transferaza (GGT); Laktat dehidrogenaza (LDH); Kreatin kinaza
(CK).
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Korelacije markera redoks statusa sa periopatogenim sojevima u KT+HH grupi posle terapije.

Totalni antioksidativni status salive je u znaCajnoj negativnoj korelaciji sa sojem A.
actinomycetemcomitans (r = -0,670, p = 0,002), dok je koncentracija MK takode u negativnoj
korelaciji sa istim bakterijskim sojem u KT+HH grupi ispitanika posle primenjene terapije (r = -
0,670, p = 0,002). Ostali markeri redoks statusa nisu bili u znac¢ajnoj korelaciji sa drugim ispitivanim
periopatogenim sojevima posle terapije u KT+HH grupi pacijenata (Tabela 34).

Tabela 34. Prikaz korelacija markera redoks statusa sa peripatogenim sojevima u KT+HH grupi posle
terapije.

Markeri redoks Bakterijski
statusa sojevi
P. T. E. T A

gingivalis denticola  corrodens  forsythia actinomycetemcomitans

r -0,272 0,182 0,327 0,247 0,174
MDA (umol/l)

p 0,326 0,517 0,234 0,374 0,534

r 0,087 -0,164 -0,249 0,027 -0,188
8-OHdG (ng/ml)

p 0,749 0,544 0,353 0,921 0,486

r 0,201 0,187 -0,419 -0,396 0
SOD (U/ml)

p 0,423 0,458 0,084 0,103 1

r -0,282 -0,400 -0,074 -0,088 0,186
GPx (UN)

p 0,257 0,100 0,770 0,727 0,460

r -0,215 -0,331 -0,299 -0,139 -0,670**
TAS (umol/l)

p 0,391 0,181 0,228 0,582 0,002
MK (umol/l) r -0,043 -0,331 -0,418 -0,139 -0,670**

p 0,865 0,180 0,084 0,582 0,002

Statisticka znacajnost je boldirana; r- koeficijent korelacije; p < 0,05; *pozitivna korelacija;
**negativna korelacija. KT+HH grupa (pacijenti koji su tretirani konzervativhom terapijom i
hlorheksidin-diglukonatom).  Malondialdehid (MDA);  8-hidroksi-2-deoksiguanozin (8-OHdG);
Superoksid dismutaza (SOD); Glutation peroksidaza (GPx); Totalni antioksidativni status (TAS);
Mokraéna kiselina (MK); Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis); Treponema denticola (T.
denticola); Eikenella corrodens (E. corrodens),; Tannerella forsythia (T. forsythia); Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (A. actinomycetemcomitans).
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Korelacije biohemijskih parametara sa periopatogenim sojevima u KT+HH grupi posle
terapije.

Analizom je utvrdeno postojanje statisticki znacajne pozitivne korelacije aktivnosti ALP i
bakterijskog soja P. gingivalis posle terapije u KT+HH grupi ispitanika (r = 0,540, p = 0,025). Takode,
postojanje statisticki znacajne korelacije je potvrdeno i1 izmedu aktivnosti LDH i bakterijskog soja T
forsythia u istoj grupi ispitanika posle primenjene terapije (r = 0,503, p = 0,041). Statisticki znacajna
negativna korelacija je potvrdena za aktivnost GGT 1 bakterijskog soja P. gingivalis posle terapije u
KT+HH grupi ispitanika (r = -0,639, p =0,006). Nisu utvrdene znacajne korelacije izmedu preostalih
biohemijskih parametara i drugih bakterijskih sojeva (Tabela 35).

Tabela 35. Prikaz korelacija biohemijskih parametara sa periopatogenim sojevima u KT+HH grupi
posle terapije.

Biohemijski Bakterijski
parametri sojevi
P. T. E. T. A

gingivalis denticola  corrodens  forsythia actinomycetemcomitans

r 0,017 0,276 0 0,026 -0,207

AST (U/l)
p 0,948 0,284 1 0,921 0,426
r -0,107 -0,257 -0,019 -0,033 -0,107

ALT (UN)
p 0,683 0,321 0,942 0,901 0,683
r 0,540* 0,116 -0,139 0,265 -0,116

ALP (U/l)
p 0,025 0,658 0,596 0,304 0,658
r -0,639** -0,213 0,255 -0,145 0,213

GGT (U/l)
p 0,006 0,412 0,323 0,581 0,412
r 0,444 0,345 0,044 0,503* -0,362

LDH (U/1)
p 0,074 0,174 0,866 0,041 0,153
r 0,034 0,186 0,455 0,309 0,084

CK (U/l)
0,898 0,475 0,066 0,227 0,747

Statisticka znacajnost je boldirana; r- koeficijent korelacije; p < 0,05; *pozitivna korelacija;
**negativna korelacija. KT+HH grupa (pacijenti koji su tretirani konzervativnhom terapijom i
hlorheksidin-diglukonatom). Aspartat aminotransferaza (AST); Alanin aminotransferaza (ALT);
Alkalna fosfataza (ALP); Gama glutamil transferaza (GGT); Laktat dehidrogenaza (LDH); Kreatin
kinaza (CK); Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis); Treponema denticola (T. denticola);
Eikenella corrodens (E. corrodens); Tannerella forsythia (T. forsythia); Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (A. actinomycetemcomitans).
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Korelacije markera redoks statusa sa biohemijskim parametrima u KT grupi pre terapije

Analizom je uoceno postojanje statisticki znacajne pozitivne korelacije izmedu vrednosti
enzima LDH sa aktivnoS¢u GPx kao 1 sa TAS salive, unutar KT grupe ispitanika pre terapije (r =0,457,
p = 0,043; r = 0,641, p = 0,002). Daljom analizom, ustanovljena je statisticki znacajna negativna
korelacija izmedu koncentracije MK sa vrednostima AST, ALP, GGT kao 1 sa LDH, dok je isti enzim
bio u pozitivnoj korelaciji sa vrednostima CK pre terapije u KT grupi ispitanika (r =-0,797, p=0,001;
r=-0,463, p = 0,041; r = -0,779, p = 0,001; r = -0,652, p =0,002; r =0,721, p = 0,001). Preostali
markeri redoks statusa nisi pokazali znacajne korelacije sa drugim ispitivanim biohemijskim
parametrima (Tabela 36).

Tabela 36. Prikaz korelacija markera redoks statusa sa biohemijskim parametrima u KT grupi pre
terapije.

Markeri redoks Biohemijski parametri

statusa
AST (U/l) ALT (U/l) ALP U/M) GGT (U/l) LDH UM  CKUN)
0,081 -0,187 -0,056 -0,008 0,464 -0,251
MDA (umol/l)
0,752 0,457 0,825 0,974 0,052 0,331
-0,068 0,306 -0,324 -0,208 0,121 -0,003
8-OHdG (ng/ml)
p 0,794 0,232 0,204 0,422 0,643 0,991
r -0,231 0,279 -0,267 -0,009 -0,341 0,029
SOD (U/ml)
p 0,326 0,234 0,256 0,971 0,142 0,905
r -0,136 -0,121 -0,069 -0,158 0,457* -0,169
GPx (UN)
p 0,567 0,614 0,772 0,506 0,043 0,489
r 0,234 -0,239 0,332 0,062 0,641* -0,353
TAS (umol/l)
p 0,321 0,310 0,153 0,796 0,002 0,138
MK (umol/l) r -0,797** 0,122 -0,463** -0,779** -0,652** 0,721*
p 0,001 0,608 0,041 0,001 0,002 0,001

Statisticka znacajnost je boldirana; r- koeficijent korelacije; p < 0,05; *pozitivna korelacija;
**negativna korelacija. KT grupa (pacijenti koji su tretirani samo konzervativhom terapijom).
Malondialdehid (MDA); 8-hidroksi-2-deoksiguanozin (8-OHdG); Superoksid dismutaza (SOD);
Glutation peroksidaza (GPx); Totalni antioksidativni status (TAS); Mokraéna kiselina (MK); Aspartat
aminotransferaza (AST); Alanin aminotransferaza (ALT); Alkalna fosfataza (ALP); Gama glutamil
transferaza (GGT); Laktat dehidrogenaza (LDH); Kreatin kinaza (CK).
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Korelacije markera redoks statusa sa periopatogenim sojevima u KT grupi pre terapije.

Statisticka analiza potvrdila je postojanje znacajne negativne korelacije izmedu aktivnosti
GPx 1 bakterijskog soja A. actinomycetemcomitans pre terapije u KT grupi ispitanika. Preostali
markeri redoks statusa nisu bili u znac¢ajnim korelacijama sa ostalim bakterijskim sojevima u KT
grupi ispitanika pre terapije (Tabela 37).

Tabela 37. Prikaz korelacija markera redoks statusa sa peripatogenim sojevima u KT grupi pre
terapije.

Markeri redoks Bakterijski
statusa sojevi
P. T E. corrodens T A
gingivalis  denticola ' forsythia  actinomycetemcomitans
r -0,257 0,429 -0,071 / -0,347
MDA (umol/l)
p 0,303 0,076 0,782 / 0,173
r 0,051 -0,085 0,102 / -0,017
8-OHdG (ng/ml)
p 0,846 0,744 0,697 / 0,949
r 0,388 -0,289 0,194 / 0,345
SOD (U/ml)
p 0,101 0,231 0,427 / 0,161
r 0,303 -0,091 -0,303 / -0,563**
GPx (UN)
p 0,208 0,714 0,208 / 0,015
r -0,172 0,219 -0,043 / -0,446
TAS (umol/l)
p 0,481 0,367 0,861 / 0,064
MK (umol/l) r -0,353 -0,112 -0,265 / 0,029
p 0,138 0,647 0,273 / 0,908

Statisticka znacajnost je boldirana; r- koeficijent korelacije; p < 0,05; *pozitivna korelacija;
**negativna korelacija. KT grupa (pacijenti koji su tretirani samo konzervativhom terapijom).
Malondialdehid (MDA); Malondialdehid (MDA); 8-hidroksi-2-deoksiguanozin (8-OHdG);
Superoksid dismutaza (SOD); Glutation peroksidaza (GPx); Totalni antioksidativni status (TAS);
Mokraéna kiselina (MK); Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis); Treponema denticola (T.
denticola); Eikenella corrodens (E. corrodens),; Tannerella forsythia (T. forsythia); Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (A. actinomycetemcomitans). Napomena/ -Korelacije za T. forsythia nisu
mogle statisticki da se obrade, parametri su imali iste vrednosti.
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Korelacije biohemijskih parametara sa periopatogenim sojevima u KT+HH grupi posle
terapije.

Statistickom analizom nije ustanovljena ni jedna znacajna korelacija izmedu biohemijskih
parametara i ispitivanih bakterijskih sojeva u KT grupi ispitanika pre terapije (Tabela 38).

Tabela 38. Prikaz korelacija biohemijskih parametara sa periopatogenim sojevima u KT grupi pre
terapije.

B'Ohemuskl Bakterijski sojevi
parametri
P T A.
Lo T. denticola  E. corrodens L actinomycetemco
gingivalis forsythia :
mitans
r 0,318 0,399 0,113 / -0,151
AST (U/l)
p 0,185 0,091 0,644 / 0,551
r 0,056 -0,309 0,056 / 0,108
ALT (U/l)
p 0,821 0,199 0,821 / 0,668
r 0,126 0,408 0,126 / -0,381
ALP (U/l)
p 0,608 0,083 0,608 / 0,119
r 0,234 0,238 0,234 / 0,063
GGT (UN)
p 0,335 0,326 0,335 / 0,805
r 0,158 0,346 0,158 / -0,303
LDH (U/l)
p 0,517 0,147 0,517 / 0,221
r -0,431 -0,394 -0,127 / 0,237
CK (u/l)
0,074 0,106 0,616 / 0,361

Statisticka znacajnost je boldirana; r- koeficijent korelacije; p < 0,05; *pozitivna korelacija;
**negativna korelacija. KT grupa (pacijenti koji su tretirani samo konzervativhom terapijom).
Malondialdehid (MDA); Aspartat aminotransferaza (AST); Alanin aminotransferaza (ALT); Alkalna
fosfataza (ALP); Gama glutamil transferaza (GGT); Laktat dehidrogenaza (LDH); Kreatin kinaza
(CK); Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis); Treponema denticola (T. denticola); Eikenella
corrodens  (E.  corrodens);  Tannerella  forsythia  (T.  forsythia);  Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (A. actinomycetemcomitans). Napomena / Korelacije za T. forsythia nisu
mogle statisticki da se obrade, parametri su imali iste vrednosti.
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Korelacije markera redoks statusa sa biohemijskim parametrima u KT grupi posle terapije.

Potvrdena je statisticki znacajna pozitivna korelacija izmedu aktivnosti SOD i LDH u KT
grupi ispitanika posle terapije (r = 0,507, p = 0,023). Svi ostali markeri redoks statusa nisu bili u
znacajnim korelacijama sa drugim biohemijskim parametrima (Tabela 39).

Tabela 39. Prikaz korelacija markera redoks statusa sa biohemijskim parametrima u KT grupi posle
terapije.

Markeri redoks Biohemijski parametri

statusa
AST (uny ALT (un) ALP umy GGT un) LDH () CK (uny
0,067 0,022 -0,125 0,409 -0,362 -0,143
MDA (umol/l)
0,792 0,931 0,621 0,092 0,141 0,571
-0,303 -0,209 0,159 -0,119 0,035 0,031
8-OHdG (ng/ml)
p 0,221 0,406 0,528 0,637 0,891 0,903
r -0,373 0,018 0,191 -0,087 0,507* 0,159
SOD (U/ml)
p 0,105 0,939 0,421 0,716 0,023 0,502
r -0,075 0,366 -0,119 0,161 0,099 -0,216
GPx (UN)
p 0,752 0,113 0,618 0,501 0,679 0,361
r 0,049 0,282 -0,346 -0,261 0,127 0,356
TAS (umol/l)
p 0,838 0,229 0,136 0,268 0,594 0,123
MK (umol/l) r -0,071 0,264 -0,264 -0,173 0,131 0,271
p 0,768 0,261 0,261 0,465 0,585 0,247

Statisticka znaCajnost je boldirana; r- koeficijent korelacije; p < 0,05; *pozitivna korelacija;
**negativna korelacija. KT grupa (pacijenti koji su tretirani samo konzervativhom terapijom).
Malondialdehid (MDA); 8-hidroksi-2-deoksiguanozin (8-OHdG); Superoksid dismutaza (SOD);
Glutation peroksidaza (GPx); Totalni antioksidativni status (TAS); Mokraéna kiselina (MK). Aspartat
aminotransferaza (AST); Alanin aminotransferaza (ALT); Alkalna fosfataza (ALP); Gama glutamil
transferaza (GGT); Laktat dehidrogenaza (LDH); Kreatin kinaza (CK).
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Korelacije markera redoks statusa sa biohemijskim parametrima u KT grupi posle terapije.

Istrazivanjem je ustanovljena statisticki znacajna negativna korelacija izmedu koncentracije
MDA i bakterijskog soja E. corrodens posle terapije u KT grupi ispitanika (r = -0,485, p = 0,049).
Svi drugi markeri redoks statusa nisu pokazali znaCajne koralacije sa drugim bakterijskim sojevima
posle terapije u KT grupi ispitanika (Tabela 40).

Tabela 40. Prikaz korelacija markera redoks statusa sa peripatogenim sojevima u KT grupi posle
terapije.

Markeri redoks Bakterijski sojevi

statusa
P. T. E. T. A.
gingivalis denticola  corrodens  forsythia actinomycetemcomitans

r -0,255 0,123 -0,485** 0,293 0,059
MDA (umol/l)

p 0,323 0,650 0,049 0,254 0,829

r 0,281 0,287 -0,093 0,305 -0,176
8-OHdG (ng/ml)

p 0,275 0,281 0,722 0,234 0,515

r 0,111 -0,158 -0,145 0,175 -0,068
SOD (U/ml)

p 0,655 0,531 0,553 0,473 0,788

r -0,095 0,130 0,133 -0,313 -0,126
GPx (U/)

p 0,700 0,606 0,588 0,191 0,619

r -0,188 -0,101 0,079 -0,311 -0,182
TAS (umol/l)

p 0,441 0,691 0,748 0,194 0,470
MK (umol/I) r -0,094 -0,014 0,132 -0,272 -0,068

p 0,702 0,955 0,591 0,259 0,788

Statisticka znacajnost je boldirana; r- koeficijent korelacije; p < 0,05; *pozitivna korelacija;
**negativna korelacija. KT grupa (pacijenti koji su tretirani samo konzervativhom terapijom).
Malondialdehid (MDA); Malondialdehid (MDA); 8-hidroksi-2-deoksiguanozin (8-OHdG);
Superoksid dismutaza (SOD); Glutation peroksidaza (GPx); Totalni antioksidativni status (TAS);
Mokraéna kiselina (MK); Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis); Treponema denticola (T.
denticola); Eikenella corrodens (E. corrodens),; Tannerella forsythia (T. forsythia);, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (A. actinomycetemcomitans).
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Korelacije biohemijskih parametara sa periopatogenim sojevima u KT grupi posle terapije.

Statisticka analiza potvrdila je postojanje pozitivne korelacije izmedu vrednosti AST i
bakterijskog soja 4. actinomycetemcomitans posle terapije u KT grupi pacijenata (r = 0,473, p =
0,047). Daljom analizom, potvrdena je 1 znacajna pozitivna korelacija izmedu vrednosti ALP kao 1
bakterijskog soja P. gingivalis (r = 0,505, p = 0,027). Nadalje, ustanovljena je znac¢ajna negativna
korelacija izmedu aktivnosti CK 1 bakterijskog soja 7. denticola (r = -0,502, p = 0,034). Izmedu
preostalih bakterijskih sojeva i biohemijskih parametara nisu dokazane znacajne korelacije (Tabela
41).

Tabela 41. Prikaz korelacija biohemijskih parametara sa periopatogenim sojevima u KT grupi posle
terapije.

Blohemusl_q Bakterijski sojevi
parametri
P. T. E. T. A.
gingivalis  denticola  corrodens forsythia actinomycetemcomitans
r 0,035 0,113 0,178 0,088 0,473*
AST (U
0,886 0,655 0,466 0,721 0,047
-0,094 -0,051 0,031 0,209 0
ALT (U/l)
p 0,703 0,841 0,898 0,391 1
r 0,505* 0,316 0,327 0,109 0,250
ALP (UN)
p 0,027 0,201 0,172 0,658 0,317
r 0,118 -0,158 0,149 0,293 0,250
GGT (Ul
p 0,631 0,531 0,544 0,224 0,317
r -0.130 -0,059 -0,164 -0,212 -0,460
LDH (U/)
p 0,596 0,815 0,503 0,384 0,055
r -0,266 -0,501** -0,266 0,124 -0,389
CK (uhy
0,271 0,034 0,271 0,613 0,111

Statisticka znacajnost je boldirana; r- koeficijent korelacije; p < 0,05; *pozitivna korelacija;
**negativna korelacija. KT grupa (pacijenti koji su tretirani samo konzervativhom terapijom).
Malondialdehid (MDA); Aspartat aminotransferaza (AST); Alanin aminotransferaza (ALT); Alkalna
fosfataza (ALP); Gama glutamil transferaza (GGT); Laktat dehidrogenaza (LDH); Kreatin kinaza
(CK); Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis); Treponema denticola (T. denticola); Eikenella
corrodens  (E.  corrodens);  Tannerella  forsythia  (T.  forsythia);  Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (A. actinomycetemcomitans).
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5. DISKUSIJA

Parodontitis je najucestalije oralno inflamatorno oboljenje koje prema skorasnjim
istrazivanjima pogada oko 20-50% svetske populacije (M. Nazir i sar., 2020). Zbog tako visoke
ucestalosti, parodontitis je i dalje u velikom fokusu interesovanja istrazivaca.

Pored dentalnog plaka koji spada u osnovne etioloske faktore, postoje i akcesorni, medutim
dokazano je da oni nemaju direktnu ulogu u nastanku oboljenja, ve¢ doprinose otezanom odrzavanju
oralne higijene i smanjenoj otpornosti periodontalnih tkiva na dejstvo mikroorganizama i na taj nacin
indirektno potpomazu progresiju oboljenja.

Ova studija se sastoji od cCetiri celine. Prva celina odnosi se na uticaj dva razlicita terapijska
protokola u okviru konzervativnog le¢enja, na klinicke parametre pacijenata obolelih od parodontitisa
razvrstanih u dve eksperimentalne grupe. Druga celina odnosi se na uticaj dva razliCita terapijska
protokola u okviru konzervativnog le¢enja, na biohemijske parametre inflamacije pacijenata obolelih
od parodontitisa razvrstanih u dve eksperimentalne grupe. Treca celina odnosi se na uticaj dva
razliCita terapijska protokola, na markere oksidativnog statusa u okviru konzervativnog lecenja
pacijenata obolelih od parodontitisa razvrstanih u dve eksperimentalne grupe. Cetvrta celina odnosi
se na uticaj dva razliCita terapijska protokola na peripatogene mikroorganizme u okviru
konzervativnog le¢enja pacijenata obolelih od parodontitisa razvrstanih u dve eksperimentalne grupe.
Prvi terapijski protokol je podrazumevao primenu konzervativne terapije i rastvora HH, dok je drugi
terapijski protokol podrazumevao primenu samo konzervativne terapije.

Dijagnosticki postupak kod parodontitisa se sastoji od uzimanja anamneze, klinickog pregleda
pacijenta 1 analize radiografskog snimka. Standardni parametri koji sluZe za postavljanje dijagnoze
parodontitisa (dubina parodontalnih dzepova, krvarenje na provokaciju, nivo propojnog epitela,
radiografski snimci i1 dr.)) uglavnom nam sluze kao indikatori za procenu stepena oSteCenja
parodontalnih tkiva, ali ne i za trenutnu aktivnost bolesti (AlMoharib i sar., 2014). Merenje ovih
klinickih parametara ima ogranicen prognosti¢ki znacaj, pa se zbog toga poslednjih godina fokus
prebacio na ispitivanje oralnih fluida kao alternativni dijagnosticki i prognosticki pristup
parodontitisu (Kinney i sar., 2011). Sve viSe se daje na znac¢aju salivi, koja ima potencijal da reflektuje
trenutnu aktivnost 1 stepen bolesti, Sto predstavlja prednost u obezbedivanju informacija koje se
odnose na procenu rizika i pracenje ili progresiju parodontitisa (Miller i sar., 2010). Cilj klinickog
dela istrazivanja bio je da verifikuje koji od dva terapijska protola konzervativnog leCenja pacijenata
obolelih od parodontitisa ¢e se pokazati efikasnijim u odnosu na status klinickih parametara.

S obzirom na ¢injenicu da se odredeni mikrorganizmi dentalnog plaka smatraju osnovnim
etioloSkim faktor odgovornim za nastanak parodontitisa, u okviru ove doktorske disertacije ispitivani
su sojevi: Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia,
Eikenella corrodens i Treponema denticola, koji se smatraju izrazito potentnim patogenima u
etiologiji parodontitisa. Faktori bakterijske virulencije direktno izazivaju oSte¢enja i degradaciju tkiva
domacina ili izazivaju oslobadanje bioloSkih medijatora iz ¢elija tkiva domacina i na taj nacin
indirektno izazvaju oStecenja tkiva.

1z tog razloga, jedan od ciljeva eksperimenta bio je da ispitamo uticaj dva razlicita terapijska
protokola konzervativnog leCenja na distribuciju i prevalencu ovih bakterijskih sojeva izmedu dve
eksperimentalne grupe pacijenata. U tu svrhu kori§¢ene su metode PCR i qRT-PCR, koje su u nau¢no
istrazivackom smislu decenijama najprimenjivanije metode kojima se verifikuje i1 kvantifikuje
prisustvo DNK molekula (Luo i sar., 2020). Cilj mikrobioloske studije bio je da identifikacijom
promene u distribuciji mikroorganizama dobijemo potvrdu o tome koji od dva primenjenja
konzervativna terapijska protokola je efikasniji u tretiranju sistemski zdravih pacijenata obolelih od
parodontitisa. S obzirom na mikrobiolosku etiologiju parodontitisa, u ovom istrazivanju ispitan je
upravo uticaj rastvora HH u okviru konzervativnog lecenja navedenog oboljenja radi potvrde
opravdanosti njegove primene u rutinskim protokolima.
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Osim mikrobioloskih etioloskih faktora, 1 dalje se svakodnevnim istraZzivanjima razjaSnjava
uloga imunskog odgovora domacina u patogenezi ovog oboljenja. Kako parodontitis predstavlja
inflamatorno oboljenje, te tako odgovor organizma domacina podrazumeva i produkciju i oslobadanje
razliitih vrsta enzima. Najvazniji inflamatorni enzimi su: AST, ALT, ALP, GGT, LDH, CK.
Inflamatorne promene koje se deSavaju u toku parodontitisa se reflektuju i kroz promene aktivnosti
ovih enzima. Navedeni enzimi su pokazatelji veceg stepena oSteCenja ¢elija i njihova povecana
aktivnost u salivi je upravo posledica njihovog pojacanog oslobadanja iz oste¢enih ¢elija mekih tkiva
parodoncijuma i odraz metabolickih promena u inflamiranoj gingivi (Kaufman i Lamster, 2000;
Ozmeric, 2004). 1z tih razloga, kao jedan od ciljeva eksperimenta bio je da ispitamo upravo promene
vrednosti ovih enzima u eksperimentalnim grupama pre i posle primenjena dva razlicita protokola
terapije, kako bismo utvrdili koji je od njih efikasniji u leCenju parodontitisa.

S obzirom da su enzimi, proteini i imunoglobulini najzastupljeniji molekuli u salivi, njihova
upotreba kao salivarnih biomarkera odavno je prepoznata i svakodnevno okupira paznju istrazivaca.

U patogenezi parodontitisa, SR 1 OS, takode igraju veoma znacajnu ulogu. Slobodni radikali
se Cesto formiraju kao metabolicki nus-proizvodi 1 njihovo preterano stvaranje dovodi do oStec¢enja
¢elija i razvoja OS. Oksidativni stres se definiSe kao disbalans izmedu prekomerne proizvodnje ROS
1 njegove neadekvatne eliminacije delovanjem antioksidanata. Stoga se krajni produkti raspadanja
ROS kao i aktivnost enzimskih i neenzimskih antioksidanata smatraju idealnim parametrima koji
sluze za procenu posledica OS, vaznog mehanizma u patoloSkom procesu parodontitisa.
Antioksidansi su supstance koje smanjuju dejstvo SR i predstavljaju specificnu odbranu koja stiti
organizam od njihovog Stetnog dejstva. Antioksidansi igraju vaznu ulogu u zastiti oralnih tkiva od
Stetnih efekata SR. Slobodni radikali igraju vaznu ulogu u patogenezi mnogih sistemskih bolesti ali i
bolesti lokalizovanih u usnoj duplji. Disbalans izmedu proizvodnje SR 1 salivarnih AO moze da
izazove OS, §to se smatra osnovom za razvoj parodontitisa (M. Chen i sar., 2019; Kundali¢ i sar.,
2016; Miricescu i sar., 2014).

Imajuéi u vidu aktuelnost ove teme, u nasoj eksperimentalnoj studiji nameravali smo da
ispitamo uticaj dva razli¢ita konzervativna terapijska protokola lecenja sistemski zdravih osoba
obolelih od parodontitisa na markere oksidativnog statusa (oksidativne 1 antioksidativne). Jedna od
hipoteza ove disertacije, jeste upravo da ¢e primena HH u okviru adjuvantne KT, umanjiti dejstvo
OS, sto ¢e se manifestovati kroz smanjenje svih oksidativnih parametara kao Sto su MDA, 8-OHdG,
ali imati 1 uticaja na potenciranje delovanja antioksidativnih parametara poput SOD, GPx, TAS i MK
u salivi.

Na osnovu sociodemografskih karakteristika (srednja vrednost godina i puSacki status), nije
postojala statisticki znacajna razlika izmedu eksperimentalnih grupa, Sto ukazuje na izuzetnu
homogenost grupa.

5.1 Uticaj dva ispitivana terapijska protokola konzervativhog leCenja na
parametre redoks statusa

Do sada je objavljen veliki broj studija koje se bave proucavanjem markera oksidativnog
oSte¢enja 1 antioksidantne zastite kod pacijenata sa parodontitisom, a dosta manji broj onih studija
koje se bave evaluacijom raznih oksidativnih parametara i markera antioksidantne zastite pre i posle
nekog tretmana kod ovih pacijenata. U zavisnosti od nacina dizajniranja studije i od izbora parametara
koji se prate, dobijeni rezultati se znacajno razlikuju od studije do studije. Ono §to je zajednicko u
tim studijama jeste vidljivo povecanje vrednosti parametara oksidativnog oste¢enja: MDA 1 8-OHdG
kod ispitanika sa parodontitisom, bilo da je re€ o studijama preseka ili se radi o ,,follow-up* studijama,
u kojima se prati kretanje tih parametara od pre terapije do izvesnog vremena posle terapije (Guentsch
1 sar., 2008; Kurgan 1 sar., 2015).
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Znacajan je broj studija koje su ispitale razne markere oksidativnog ostecenja 1 antioksidativne
zaStite kod pacijenata sa parodontitisom koji su podvrgnuti jednoj vrsti terapije, bilo da se radi o
konzervativnoj terapiji ili o primeni antioksidantne terapije u razli¢itim oblicima (tablete, kapsule,
gel itd) i razli¢itim sadrZajem (Arora i sar., 2013; Hendek i sar, 2015; Onder i sar., 2017). Meta studija
novijeg datuma, objedinila je samo studije u kojima su pacijenti oboleli od parodontitisa ali udruzeni
sa odredenom sistemskom boles¢u (najcescée diabetesom tip 2), kao jednim od oboljenja savremenog
doba, sa veoma visokom prevalencom na globalnom nivou, a narocito u razvijenim zemljama sveta
(Mizutani i sar., 2021), dok smo u ovoj disertaciji ukljucili samo pacijente koji su bili sistemski zdravi.
U proteklih nekoliko godina, dobijeni rezultati su pokazali jaku povezanost izmedu OS i
parodontitisa. Bolje razumevanje ove povezanosti svim istraziva¢ima moze dati dublji uvid u
patogenezu parodontonisa, odnos koje ovo oboljenje ima sa inflamacijom, kao i terapeutskom
strategijom koja ¢e se svakom pacijentu individualno prilagoditi (Y. Wang i sar., 2017).

5.1.1 Uticaj dva terapijska protokola konzervativnog leenja na koncentracije salivarnog 8-
hidroksi-2-deoksiguanozina

8-hidroksi-2-deoksiguanozin predstavlja stabilan proizvod, koji se izlu€uje u telesnim
te¢nostima kao posledica reparacije DNK, ¢ime se zapravo smatra vaznim markerom oste¢enja DNK,
odnosno oksidativnog stresa (Omari Shekaftik i Nasirzadeh, 2021). PoviSene vrednosti 8-OHdG su
potvrdene kod pacijenata obolelih od parodontitisa u poredenju sa zdravima i dokazane u dosta studija
koje su se bavile analizom ovog oksidativnog markera kako iz krvi, tako 1 iz salive (C. F. Canakei 1
sar., 2009; Konopka i sar., 2007). Istrazivanje koje je sprovela Miricescu i sar. (2014), koje je
ukljucivalo 20 pacijenata obolelih od parodontitisa i 20 ispitanika sa zdravim parodoncijumom, gde
su svi ispitanici bili sistemski zdravi (kao i u naSem istrazivanju), pokazalo je znacajno vise vrednosti
8-OHdG kod pacijenata sa parodontitisom u odnosu na ispitanike sa zdravim parodoncijumom. Sli¢ni
rezultati su dobijeni u naSoj studiji, gde je u okviru analiza pokazano da su obe grupe pacijenata
obolele od parodontitisa imale statisti¢ki znacajne viSe vrednosti koncentracija 8-OHdG u odnosu na
zdrave ispitanike (u KT grupi ispitanika ¢ak 10x viSe vrednosti nego kod Z grupe). Takode, analizom
promena koncentracije 8-OHdG unutar obe eksperimentalne grupe, pokazano je da su se vrednosti
ovog oksidativnog markera smanjile u obe grupe, ali sa statistiCkom zna¢ajnos¢u samo kod pacijenata
koji su bili tretirani KT. Rezultati slicni ovom, potvrdeni su u studiji novijeg datuma, gde se
koncentracija 1 salivarnog 1 serumskog 8-OHdG signifikantno smanjila u grupi pacijenata obolelih
od parodontitisa na kontroli 3 meseca nakon konzervativne terapije (Gautam i sar., 2022). Nadalje,
korelaciona analiza izmedu obe eksperimentalne grupe je pokazala da su se posle terapije znacajno
smanjile koncentracije 8-OHdG samo u grupi tretiranoj KT. Sli¢ni rezultati su dobijeni u studijama
koje su potvrdile znacajno vise koncentracije salivarnog 8-OHdG kod obolelih od parodontitisa, pri
¢emu su iste smanjene uspeSnim antiiflamatornim (konzervativnim) tretmanom, medutim u svim tim
studijama su pacijenti bili izloZeni istim konzervativnim terapijskim protokolom i poredeni su
rezultati u odnosu na ispitanike sa zdravim parodoncijumom (Kurgan i sar., 2015; Ongoz Dede i sar.,
2013; Podzimek i sar., 2019).

Korelacionom analizom potvrdena je i pozitivna korelacija koncentracije 8-OHdG sa
vrednoS¢u GGT u grupi koji su pored konzervativne terapije koristili 1 HH, $to ukazuje da ovaj
biohemijski parametar moze biti pokazatelj intenziteta inflamacije u parodoncijumu, $to je slucaj kod
pacijenata sa parodontitisom.
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5.1.2 Uticaj dva terapijska protokola konzervativnog leCenja na koncentracije malondialdehida

Malondialdehid predstavlja krajnji proizvod lipidne peroksidacije, veoma vazan pokazatel;
OS, uyjedno 1 najispitivaniji produkt lipidne peroksidacije kod obolelih od parodontitisa (Ahmadi-
Motamayel i sar., 2017). Motamayel i sar. u toj studiji nisu uporedivali terapijske protokole, ve¢ su
uporedili koncentracije MDA izmedu obolelih od parodontitisa 1 ispitanika sa zdravim
parodoncijumom, gde su dobili potvrdu da su serumski i salivarni nivoi ovog enzima znac¢ajno
poviseni kod pacijenata sa parodontitisom. U ovoj doktorskoj disertaciji statisticki znacajno povisene
koncentracije MDA su zabelezene u salivi obe grupe pacijenata obolelih od parodontitisa u poredenju
sa ispitanicima koji su imali zdrav parodoncijum. Slicni rezultati dobijeni su i u studiji u kojoj je bilo
obuhvaceno 32 periodontalno zdravih osoba (obolelih od dijabetes melitus tip 2), 35 pacijenata
obolelih od parodontitisa (dijabetes melitus tip 2), zatim 26 sistemski zdravih (obolelih od
parodontitisa) 1 sistemski zdravih (sa zdravim parodoncijumom). Rezultati te studije pokazali su
povisene koncentracije MDA kod svih pacijenata obolelih od parodontitisa (Alting6z 1 sar, 2021).
Dalje, u ovoj doktorskoj disertaciji doslo je do znacajnog smanjenja koncentracija MDA u obe
eksperimentalne grupe posle primenjene terapije. Sli¢ni rezultati su dobijeni u studiji u kojoj je bilo
ukljuceno 48 pacijenata obolelih od parodontitisa i 35 ispitanika sa zdravim parodoncijumom (svi
sistemski zdravi), gde su koncentracije MDA bile povisene kod obolelih od parodontitisa, dok su se
koncentracije istog enzima statisticki znacajno smanjile nakon konzervativne terapije (D. Wei i sar.,
2010) Korelacionom statistikom u ovoj doktorskoj disertaciji, ustanovljena je znacajna pozitivna
korelacija izmedu koncentracije MDA i vrednosti AST u KT+HH grupi pre terapije, Sto ukazuje na
povezanost oba markera u inflamatornim stanjima poput parodontitisa. Takode, u ovoj disertaciji je
potvrdena statisticki znaCajna negativna korelacija izmedu koncentracije MDA 1 bakterijskog soja E.
corrodens, posle terapije u grupi koja je bila tretirana samo KT. Ovaj rezultat ukazuje na to da je u
KT grupi, koja nije bila tretirana i HH, doslo do povecéane distribucije ovog peripatogenog soja posle
terapije.

5.1.3 Uticaj dva terapijska protokola konzervativnog le€enja na totalni antioksidativni status

Posto dosadasnji podaci ukazuju na to da slobodni radikali (ROS) kao i antioksidativni sistemi
deluju pre udruzeno, nego samostalno, te tako istrazivanja i merenja individualne antioksidativne
aktivnosti mogu da dovodu istrazivace u zabludu 1 usmere ith na neadekvatnu interpretaciju
celokupnog antioksidativnog statusa (Hegde i sar., 2013). Zato se TAS definiSe kao mol oksidanata
neutralizovan jednim litrom rastvora koji sluZzi kao biomarker koji meri ukupni antioksidativni
potencijal telesnih teCnosti, pa i1 salive. Povecan antioksidativni kapacitet moze biti posledica
adaptivnog odgovor na dugorono povecan oksidativni stres. S druge strane, smanjenje
antioksidativnog kapaciteta nije nuzno nepoZeljno stanje kada je proizvodnja ROS smanjena.
Rezultati antioksidativnog statusa bi stoga trebalo da se tumace vrlo oprezno (Téthova 1 sar., 2015).
Shodno tim ¢injenicama, kod pacijenata obolelih od parodontitisa se o¢ekuju povecane vrednosti
TAS. U okviru naSe studije dobijeni su sli¢ni rezultati, tj. pacijenti koji su imali zdrav parodoncijum
su imali niZe vrednosti TAS u odnosu na obolele od parodontitisa, medutim bez statisticke
znacajnosti. Takav rezultat nam svakako ukazuje da su pacijenti oboleli od parodontitisa bili izloZeni
delovanju OS. Sli¢ni rezultati dobijeni su u studiji koja je primenila KT na pacijentima koji su imali
parodonititis 1 gingivitis, gde je nakon ordiniranog terapijskog protokola doslo do znacajnog
smanjenja vrednosti TAS u prvih mesec dana od zavrsetka leCenja (Kim i sar., 2010). Oprec¢ni rezultati
dobijeni su u studiji u kojoj je bilo uklju¢eno 21 ispitanik koji su imali zdrav periodoncijum i 42
pacijenata obolelih od parodontitisa, gde su nakon konzervativne terapije u eksperimentalnoj grupi
potvdene statisticki znacajne vise vrednosti TAS (Novakovic i sar., 2014). Takode, u naSoj studiji
posmatranjem promena vrednosti TAS unutar eksperimentalnih grupa pre i posle terapije, nije doslo
do statisticke znacajnosti ni u jednoj od grupa.
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U okviru korelacionih analiza TAS je pozitivno korelirao sa vrednostima DS u KT grupi pre terapije.
Pozitivna korelacija je utvrdena izmedu TAS 1 vrednosti ILZ, u KT grupi posle terapije, dok ni sa
jednim drugim klinickim parametrom TAS nije korelirao ni pre ni posle terapije. Statisticki znacajna
negativna korelacija izmedu TAS i aktivnosti enzima LDH je ustanovljena u KT+HH grupi pre
terapije, dok je posle terapije u istoj grupi TAS takode negativno korelirao sa bakterijskim sojem A.
actinomycetemcomitans. TAS je pozitivno korelirao sa enzimom LDH u KT grupi pre terapije. Autori
jedne studije su nakon prilagodavanja uzrasta i antioksidativnog unosa, multivarijatnom analizom
ipak pokazali pozitivnu korelaciju izmedu salivarnog TAS i parodontalnog statusa kroz CPITN skor
(Su i sar, 2009). Klju¢na razlika medu Sarolikim rezultatima bi mogla da lezi u dinamici bolesti koja
bi mogla da se razlikuje od studije do studije, a koja se retko navodi.

Dakle, ako imamo u vidu da je uo¢en nedostatak statisticki znacajnih promena vrednosti TAS
unutar grupa pre i posle terapije, kao i nedostatak statisticke znacajnosti izmedu obe eksperimentalne
grupe posle terapije, mozemo zakljuciti da TAS nije adekvatan marker za procenu uticaja HH u smislu
vece efikasnosti na redoks status.

Razlozi ovih neslaganja u oprec¢no dobijenim rezultatima za vrednosti TAS u svim ovim
studijama se mogu objasniti i razlikama u koris¢enim analitickim metodama, ali i u pred-analitickoj
fazi. Takode, oprecnost u rezultatima nam moze ukazati da se TAS u salivi mozda ne moze koristiti
kao reprezentativni marker oksidativnog stresa kod pacijenata obolelih od parodontitisa.

5.1.4 Uticaj dva terapijska protokola konzervativnog leCenja na aktivnost mokraéne kiseline

Mokraéna kiselina predstavlja krajnji proizvod metabolizma purinskih nukleotida. Kod
coveka MK nema mogu¢énost dalje razgradnje, zbog nedostatka enzima urikaze, pa dalja reapsorpcija
koja se odvija na nivou tubula bubrega, obezbeduje dovoljno visoku koncentraciju MK koja se moze
detektovati u krvnoj plazmi. Medutim, prisustvo MK u salivi nije u potpunosti razjasnjeno.
Pretpostavlja se da se urati pasivnom difuzijom transportuju iz cirkulacije u salivu, gde joj je
koncentracija svakako niZa nego u krvnoj plazmi. Mokraéna kiselina, ugrubo ¢ini otprilike polovinu
antioksidativne sposobnosti plazme (Lobo 1 sar., 2010), ali se smatra 1 jednim od glavnih AO salive,
jer zauzima antioksidativno uces¢e u oko 70% ukupnog salivarnog TAS (Battino i sar., 2002; Nagler
1 sar.,, 2002). U mnogim studijama, ispitivane su vrednosti MK kod pacijenata koji boluju od
parodontitisa. U nekim studijama utvrdene su znacajno viSe vrednosti ovog antioksidansa kod
pacijenata koji boluju od parodontitisa, nego kod pacijenata sa zdravim parodoncijumom, S§to je
navelo ove istraZivace da sugeriSu da se MK moze koristiti kao lako detektujuci posrednik zapaljenja
kod ovog oboljenja (Banu 1 sar, 2015; Gharbi 1 sar., 2019). Sli¢ni rezultati dobijeni su u sklopu ovog
istrazivanja, gde su uocene viSe vrednosti MK kod pacijenata obolelih od parodontitisa nego kod
ispitanika sa zdravim parodoncijumom, ali bez statisticke znacajnosti. Medutim, u jednoj studiji
dobijeni su potpuno suprotni rezultati, odnosno salivarna vrednost MK bila je znatno niza kod
pacijenata obolelih od parodontitisa, u poredenju sa ispitanicima koji su imali zdrav parodoncijum
(Diab-Ladki i sar, 2003). Ovakvi rezultati se mogu objasniti ,,potrosSnjom* ovog AO u pokusajima da
neutraliSe SR, ¢ija se koncentracija ina¢e mnogostruko povecava u toku ovog oboljenja. U okviru
ove doktorske disertacije, daljom statistickom analizom unutar grupa, ustanovljeno je znacajno
smanjenje vrednosti MK posle terapije u okviru KT grupe, medutim korelaciona analiza izmedu obe
eksperimentalne grupe potvrdila je statisticki znacajno smanjenje vrednosti MK u grupi pacijenata
koji su primenjivali 1 HH. U KT+H grupi pre terapije uocene su negativne korelacije izmedu MK sa
peripatogenim sojevima 7. denticola i T. forsythia, dok je posle terapije uocena negativna korelacija
sa bakterijskim sojem A. actinomycetemcomitans. U KT grupi pre terapije, ustanovljenje su brojne
negativne korelacije izmedu MK sa enzimima AST, ALP, GGT i LDH, dok je sa CK korelacija bila
pozitivna.
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5.1.5 Uticaj dva terapijska protokola konzervativhog lefenja na aktivnost superoksid
dizmutaze

Superoksid dizmutaza pripada enzimskim salivarnim AO i1 ima veoma vaznu ulogu u
neutralizovanju Stetnih efekata koje proizvedu SR. Antioksidansi, od kojih se mnogi oslobadaju
lokalno na mesta zapaljenja od strane PMN i /ili drugih ¢elija, mogu da obezbede zastitu od Stetnog
delovanja ROS. Kod zdravih organizama ravnoteza se odrzava interakcijom oksidanata i AO. U
patoloskim stanjima, poput parodontitisa, homeostaza se gubi i nadvladaju oksidansi. U tkivima
sisara, najznacajniji antioksidans je SOD, koji katalizuje reakciju dizmutacije anjon radikala u H>O»
1 O2 (D. Wei i sar., 2010). Zbog toga je fokus istrazivaca poslednjih godina upravo usmeren na
ispitivanje aktivnosti SOD u mnogim inflamatornim stanjima, pa i kod obolelih od parodontitisa.
Rezultati su vrlo razlic€iti i razlikuju se od studije do studije. Naime, u studiji u kojoj su bili ukljuceni
pacijenti sa parodontitisom i sa zdravim parodoncijumom, analizirana je aktivnost SOD iz
gingivalnog tkiva i GCF, gde su autori dobili znacajno poviSenu aktivnost SOD kod pacijenata
obolelih od parodontitisa iz gingivalnih uzoraka, ali ne i iz GCF u poredenju sa kontrolnom grupom.
Ovakav rezultat nam ukazuje da se aktivnost SOD povecava sa napredovanjem inflamacije (Akalin
1 sar., 2005). Sli¢ni rezultati, dobijeni u okviru ove doktorske disertacije, pokazali su vecu aktivnost
SOD pre terapije kod obolelih od parodontitisa, u poredenju sa ispitanicima koji su imali zdrav
parodoncijum, medutim bez statisticke znacajnosti. Opre¢ni rezultati, dobijeni su u studiji koja je
ukljucila pre-eklampti¢ne Zene koje su imale parodontitis, gde je uocena znacajno smanjena aktivnost
SOD u salivi, GCF 1 serumu, (V. Canakci 1 sar., 2007). Dalji rezultati u ovom istrazivanju, potvrdili
su da nije bilo statisticki znacajnih razlika u aktivnosti SOD unutar obe eksperimentalne grupe pre i
posle primenjenog tretmana (u grupi koja je pored konzervativne terapije primenjivala i HH, aktivnost
SOD je bila na granici statisticke znacajnosti posle primenjenog tretmana). Sa druge strane, pak
domaci autori koji su u studiju ukljucili 21 pacijenta obolelog od parodontitisa, nakon konzervativnog
lecenja su dobili statisticki znacajno smanjenje aktivnosti SOD (Novakovi¢ i sar., 2013). Nadalje,
korelacionom analizom u ovoj disertaciji, izmedu eksperimentalnih grupa nije uocena statisticka
znacajna aktivnosti SOD posle primenjene terapije. Posle terapije, aktivnost SOD je u negativnoj
korelaciji sa vrednostima ILZ u KT+HH grupi. U grupi koja je bila tretirana samo konzervativhom
terapijom, potvrdena je pozitivna korelacija izmedu aktivnosti SOD 1 enzima LDH nakon terapije.

5.1.6 Uticaj dva terapijska protokola konzervativnog leCenja na aktivnost glutation peroksidaze

Glutation peroksidaza pripada takode enzimskim salivarnim antioksidansima i ima veoma
vaznu ulogu u neutralizovanju Stetnih efekata koje proizvedu SR (P. F. Wei 1 sar., 2004). Glutation
peroksidaza je enzim koji sadrzi selen koji detoksikuje vodonik peroksid 1 druge perokside koristec¢i
glutation kao redukujuci agens. Matés i sar., (1999) su objavili da je genska ekspresija GPx regulisana
od strane H2O> 1 drugih ROS. Medutim, pokazalo se 1 da neki parodontopatogeni mikroorganizmi
imaju kapacitet da iskoriste glutation ili cistein kao izvor za formiranje vodonik sulfida, §to
posledi¢no moze da dovede do povecanog oslobadanja proinflamatornih citokina koji mogu da
izazovu oStecenje tkiva koje se javlja i u toku parodontitisa (I. L. Chapple, 1997). U ovom
istrazivanju, ispitanici obe eksperimentalne grupe koji su oboleli od parodontitisa su imali statisticki
znacajno vecu aktivnost GPx u poredenju sa ispitanicima sa zdravim parodoncijumom, pre terapije.
Pojedini autori objasnjavaju ovu pojavu kompenzatornim antioksidativnim mehanizmom koji nastaje
kao odgovor na povecéanje organskih peroksida pod dejstvom SR na parodontalna tkiva (Borges i sar.,
2007). Sli¢ni rezultati dobijeni su u studiji koja je ukljucila obolele od parodontitisa i ispitanike sa
zdravim parodoncijumom, gde je potvrdena statisticki znacajna veca aktivnost GPx pre terapije kod
obolelih od parodontitisa u poredenju sa zdravima (Novakovic i sar., 2014).
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Medutim, u toj istoj studiji je kod pacijenata obolelih od parodontitisa nakon konzervativnog
tretmana doSlo do znacajnog povecanja aktivnosti GPx, dok je u ovoj doktorskoj disertaciji,
statistickom analizom utvrdeno da se aktivnost GPx u okviru obe eksperimentalne grupe posle
terapije smanjila, ali bez statisticke znacajnosti (u okviru grupe koja je primenjivala i HH, smanjenje
je bilo vece). U jos jednoj studiji su autori dokazali statisticko povecanje aktivnosti GPx kod
pacijenata obolelih od parodontitisa nakon konzervativnog tretmana (Bazyar i sar., 2020). Drugaciji
rezultati, dobijeni su u studiji koja je analizirala razliku u parametrima oksidativnog statusa, izmedu
zdravih, obolelih od gingivitisa i parodontitisa. U toj studiji je aktivnost GPx bila statisticki smanjena
kod pacijenata koji su oboleli od parodontitisa u poredenju sa ostalim grupama (Kluknavska 1 sar.,
2021). Nadalje, u sklopu ovog istrazivanja, korelaciona analiza izmedu eksperimentalnih grupa
utvrdila je da je u grupi koja je pored konzervativne terapije koristila i HH statisticki znacajno
smanjena aktivnost GPx u odnosu na grupu koja je bila tretirana samo konzervativnom terapijom.
Daljim korelacionim analizama, utvrdena je pozitivna korelacija izmedu aktivnosti GPx 1 ILZ u grupi
koja je koristila i HH posle terapije. U KT grupi i pre i posle terapije potvrdena je pozitivna korelacija
izmedu aktivnosti GPx sa ILZ. Grupa koja je primenjivala i HH je pokazala negativnu korelaciju
izmedu aktivnosti GPx i AST posle primenjene terapije. Pozitivna korelacija je potvrdena za aktivnost
GPx 1 LDH u KT grupi pre terapije. Sa druge strane, aktivnost GPx je u KT grupi pokazala negativnu
korelaciju sa bakterijskim sojem 4. actinomycetemcomitans pre terapije.

5.2 Uticaj dva terapijska protokola konzervativnog leCenja na aktivnost
inflamatornih enzima

5.2.1 Uticaj dva terapijska protokola konzervativnog leenja na aktivnost alkalne fosfataze

Mnogi istrazivaci dokazali su da je ukupna aktivnost ALP viSestruko veca kod pacijenata sa
parodontitisom, u poredenju sa pacijentima koji su imali gingivitis ili zdrav parodoncijum (Risteska
isar., 2021; Malhotra i sar., 2010; Totan 1 sar., 2006). Sli¢ni podaci, dobijeni su okviru ove doktorske
disertacije, gde su statisti¢ki znacajno vece vrednosti ALP imali pacijenti oboleli od parodontitisa u
obe eksperimentalne grupe, u odnosu na ispitanike sa zdravim parodoncijumom. U grupi koja je
pored KT koristila i HH, doslo je do statisti¢ki znac¢ajnog smanjenja aktivnost ALP posle terapije, dok
to nije bio slucaj u grupi koja je bila tretirana samo konzervativnom terapijom. Mozemo zakljuciti da
je primena rastvora HH uticala na znacajno smanjenje ovog inflamatornog enzima. Korelacionom
analizom izmedu eksperimentalnih grupa, posle terapije, uoceno je da se aktivnost ALP u grupi koja
je koristila HH smanjila (na granici statisticke znacajnosti). Aktivnost ALP je u KT+HH grupi
pokazala znacajnu negativnu korelaciju sa NPE posle terapije. U KT grupi je aktivnost ALP pozitivno
korelirala sa GI pre terapije, Sto nam ukazuje na povezanost teZine klinicke slike sa inflamacijom u
parodoncijumu. U KT grupi posle terapije, uocena je pozitivna korelacija aktivnosti ALP i IKG, §to
potvrduje poboljSanje klinickih parametara primenom konzervativne terapije koja ujedno smanjuje
inflamatorni proces u parodoncijumu. Daljim korelacionim analizama, uocena je pozitivha spona
1izmedu aktivnosti ALP kao inflamatornog enzima i peripatogenog soja P. gingivalis posle primenjene
terapije u obe eksperimentalne grupe. U KT grupi pre terapije, aktivnost ALP je bila u negativnoj
korelaciji sa MK.

5.2.2 Uticaj dva terapijska protokola konzervativhog leCenja na aktivnost aspartat
aminotransferaze

Rezultati istrazivanja su ukazali na povecanje nivog ovog enzima u salivi u toku destrukcije

periodontalnog tkiva koja se odigrava kod pacijenata sa parodontitisom u odnosu na osobe koje imaju
zdrav parodoncijum (Todorovic i sar., 2006; Totan i sar., 2006).
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U okviru naSeg istrazivanja, obe eksperimentalne grupe pacijenata koji su oboleli od
parodontitisa su imale poviSene vrednosti AST pre terapije, u poredenju sa ispitanicima koji su imali
zdrav parodoncijum, ali bez statisticke znacajnosti. Statistickom analizom, pokazano je da se desila
promena vrednosti AST u okviru grupa pre i posle terapije u smislu povecanja aktivnosti ovog enzima
kod obe grupe, ali bez statisticke znacajnosti (kod obe grupe rezultat je bio na granici statisticke
znacajnosti). Korelacionom analizom je utvrdeno je da je aktivnost AST u grupi koja je pored
konzervativne terapije koristila 1 HH znacajno porasla posle primenjenog tretmana, u poredenju sa
KT grupom. Daljom korelaciom analizom, utvrdena je i pozitivna korelacija AST sa PI, GI, ali i
negativna korelacija sa ILZ u KT grupi pre terapije. Posle primenjene terapije, u KT grupi je takode
prisutna pozitivna korelacija AST sa GI, kao i ista negativna korelacija sa ILZ. Aktivnost AST je
pokazala znacajnu negativnu korelaciju sa sa aktivnos¢u antioksidansa GPx u grupi koja je koristila
1 HH, posle primenjenog tretmana. Aktivnost AST je u negativnoj korelaciji sa mokra¢nom kiselinom
u KT grupi pre terapije. Posle terapije u KT grupi, postojala je pozitivha korelacija AST sa
bakterijskim sojem A. actinomycetemcomitans.

5.2.3 Uticaj dva terapijska protokola konzervativnog leCenja na aktivnost alanin
aminotransferaze

Kada je re¢ o parodontitisu, poveéan nivo ovog enzima reflektuje Celijska oStecenja i
metabolicke promene u inflamiranom gingivalnom tkivu. Pojedine studije su pokazale da su vrednosti
ALT povisene kod inflamacije, $to je i slu¢aj kod pacijenata koji boluju od parodontitisa. Utvrdeni su
znacajno veci nivoi ALT u salivi kod pacijenata sa gingivitisom i parodontitisom u poredenju sa onima
koji su imali zdrav parodoncijum, §to ukazuje da aktivnost ovog enzima u salivi reflektuje inflamaciju
1 destrukciju parodontalnog tkiva, ukazuju¢i na njihovu potencijalnu upotrebu kao veoma vaznih
klini¢kih markera (Dabra i sar., 2012; Wiener i sar., 2016). Sli¢ni rezultati, dobijeni su u okviru ove
doktorske disertacije, gde su statisticki znacajno vece vrednosti ALT imali pacijenti oboleli od
parodontitisa u obe eksperimentalne grupe u odnosu na ispitanike sa zdravim parodoncijumom. Posle
primenjenog tretmana u grupi koja je koristila i1 HH je doSlo do statisti¢ki znacajnog smanjenja
aktivnosti ALT, dok to nije bio slucaj kod pacijenata koji su bili podvrgnuti samo konzervativnim
lecenjem. Ovi podaci mogu da ukazu na vecu efikasnost kombinovane terapije hlorheksidinom u
svetlu smanjenja aktivnosti zapaljenskih faktora (poput ALT), koji imaju znac¢ajnu ulogu u patogenezi
parodontitisa. Korelacionom analizom izmedu obe eksperimentalne grupe, nisu uocene statisticke
znacajnosti posle primenjenog tretmana za vrednosti ALT. Pozitivna korelacija je potvrdena izmedu
aktivnosti ALT 1 IZK u KT grupi posle tretmana, Sto nam svakako ukazuje na znacaj primene
konzervativne terapije u poboljSanju parametara klini¢kog statusa obolelih od parodontitisa.

5.2.4 Uticaj dva terapijska protokola konzervativnog leCenja na aktivnost laktat dehidrogenaze

Povecana aktivnost LDH u gingivalnoj cervikalnoj te€nosti 1 salivi je posledica povecanog
oslobadanja ovog enzima od strane oStecenih ¢elija mekih tkiva parodoncijuma i odraz metaboli¢kih
promena u upaljenoj gingivi (Kaufman 1 Lamster, 2000; Ozmeric, 2004). Na primer, intenzivna
inflamacija u pljuvaénim Zlezdama izazvana periopatogenim bakterijama moZe izazvati ovo
enzimsko oslobadanje (Todorovic 1 sar., 2006). Takode, nivo LDH je povecan kod pacijenata sa
parodontitisom u odnosu na pacijente sa zdravim parodoncijumom, Sta moze dovesti do toga da
jednog dana ovaj enzim bude odli¢an kandidat u funkciji epidemioloskog biomarkera za ovu bolest
(Di Lenardo 1 sar., 2019). Sli¢ni rezultati, dobijeni su u okviru ove doktorske disertacije, gde su
statisticki znacajno vece vrednosti LDH imali pacijenti oboleli od parodontitisa u obe
eksperimentalne grupe u odnosu na ispitanike sa zdravim parodoncijumom. Unutar obe
eksperimentalne grupe se smanjila aktivnost LDH posle terapije, medutim bez statisticke znacajnosti.
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Takode, korelacionom analizom nije potvrdena znacajnost posle terapije izmedu dva razlicita
protokola lecenja. Aktivnost LDH je pozitivno korelirala sa DS posle terapije kod pacijenata koji su
primenjivali i HH u okviru leCenja. Ovakvi rezultati nam ukazuju na znacajniju reparaciju oSte¢enih
¢elija, potenciranu indirektnim delovanjem rastvora hlorheksidina kao dodatka konzervativhom
leCenju, odnosno poboljsanju klinickog statusa obolelih od parodontitisa. Pozitivna korelacija je
uocena izmedu aktivnosti LDH i PI u KT grupi pre terapije, dok je u istoj grupi posle terapije
potvrdena takode pozitivna korelacija istog enzima sa vrednostima GI, IKG, IMN i NPE, §to nam
svakako potvrduje njegovu ulogu inflamatornog markera. Nadalje, negativna korelacija je prisutna
izmedu aktivnosti LDH i TAS pre terapije u KT+HH grupi. Ustanovljena je pozitivna korelacija ovog
enzima sa periatogenim sojem 7. forsythia posle terapije u grupi koja je primenjivala i HH uz
konzervativno lecenje. Daljim analizama, ustanovljenje su i1 pozitivne korelacije pre terapije izmedu
aktivnosti LDH sa GPx i TAS, dok je sa mokraénom kiselinom ta korelacija bila negativna.

5.2.5 Uticaj dva terapijska protokola konzervativnog leCenja na aktivnost kreatin kinaze

Povecana aktivnost CK u salivi ukazuje na patoloSki promene koje se nalaze u mekim
tkivima, pre svega u gingivi. Ovo je verovatno posledica patoloskih procesa u periodoncijumu odakle
se ovaj intracelularni enzim pojacano oslobada upravo u salivu. Ova €injenica bi u buduénosti mogla
da dovede do upotrebe salivarnih dijagnosti¢kih testovi kojima bi klini¢arima, neinvazivnom i
jednostavnom metodom ukazala na pocetni stadijum parodontitisa, kada je u pitanju ovaj enzim
(Todorovic 1 sar, 2006). Naravno, postoje brojne studije u kojima su se ispitivale vrednosti CK (iz
krvi, salive) i u kojima su dokazane povecane vrednosti CK kod pacijenata sa parodontitisom u
poredenju sa pacijentima koji su imali zdrav parodoncijum (Alshail i sar., 2016; Di Lenardo i sar,
2019). U naSem istrazivanju, vrednosti CK su bile viSe kod obolelih od parodontitisa, u poredenju sa
ispitanicima koji su imali zdrav parodoncijum, medutim bez statisticke znacajnosti. Daljom
statistickom analizom unutar eksperimentalnih grupa, potvrdeno je da su se vrednosti CK povecale
posle terapije u obe grupe, ali bez statisticke znacajnosti. Nadalje, korelacionom analizom je uoceno
da posle terapije izmedu obe eksperimentalne grupe nije dosSlo do statisti¢ki znac¢ajne promene. U
KT+HH grupi pre terapije, postojala je znacajna negativna korelacija vrednosti CK sa indeksom
mekih naslaga. Posle terapije u istoj grupi je primecena takode negativna korelacija CK sa
gingivalnim indeksom 1 dubinom sondiranja. U KT grupi pre terapije vrednost CK je negativno
korelirala sa gingivalnim indeksom dok je posle terapije, takode potvrdena negativna korelacija ovog
enzima opet sa gingivalnim indeksom, ali i sa indeksom krvarenja gingive. Vrednost CK je negativno
korelirala u KT+HH grupi pre terapije sa periopatogenim sojem A. actinomycetemcomitans. U KT
grupi pre terapije, potvrdena je pozitivna korelacija CK sa mokra¢nom kiselinom, dok je posle
terapije ovaj enzim pozitivno korelirao sa periopatogenim sojem T. denticola.

5.2.6 Uticaj dva terapijska protokola konzervativnog leCenja na aktivnost gama glutamil
transferaze

Proteklih godina postalo je sve jasnije da je GGT mnogo viSe od markera za bolesti jetre 1 da
ima potencijalnu ulogu markera i u drugim inflamatornim oboljenjima. Merenje oksidativnog stresa
u ¢eliji zavisi od 1zuzetno osetljivih komercijalnih kitova i precizne kvantifikacije. Slobodni radikali
su toliko reaktivni i kratkotrajni da direktno merenje obicno nije mogucée. Zbog toga se ROS
uglavnom indirektno mere, nakon formiranja oksidativnih nusproizvoda lipida, proteina 1 nukleinskih
kiselina. GGT je antioksidant koji sprecava Stetne posledice ROS. Ostecenje celija jetre 1 Zuénih
puteva dovodi do oslobadanja GGT u serum, koji ulazi u cirkulaciju, otuda se naziva ,,enzim koji
curi” (engl. ,, leaking enzyme”) 1 zato se poviSene vrednosti GGT u serumu smatraju pouzdanim
pokazateljem destruktivne aktivnosti (Dabra i sar., 2012). Za pokazivanje prisustva OS danas se
koriste razni biomarkeri, medu kojima je i GGT (Sreeram i sar., 2015).
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U naSem istrazivanju, vrednosti GGT su bile viSe kod obolelih od parodontitisa, u poredenju
sa ispitanicima koji su imali zdrav parodoncijum, medutim bez statisticke znacajnosti. Daljom
statistickom analizom unutar eksperimentalnih grupa, ustanovljeno je da se vrednost GGT znacajno
smanjila u grupi koja je koristila i HH, dok to nije bio slu¢aj u grupi pacijenata koji su bili tretirani
samo konzervativnom terapijom. U okviru ove doktorske disertacije, korelacionom analizom je
uoceno da izmedu obe eksperimentalne grupe posle terapije nije doSlo do statistiCki znacajne
promene. Druge korelacione analize, pokazale su znacajnu negativnu povezanost GGT sa dubinom
sondiranja u KT+HH grupi posle terapije. Sa druge strane, u KT grupi pacijenata i pre i posle terapije
ustanovljene su iste korelacije znacajnosti (pozitivne korelacije GGT sa gingivalnim indeksom, ali i
negativne korelacije ovog enzima sa indeksom labavljanja zuba). U KT+HH grupi pre terapije,
uoCena je znaCajna pozitivna korelacija izmedu vrednosti GGT i koncentracije 8-OHdG. Posle
terapije u istoj grupi pacijenata, GGT je negativno korelirao sa P. gingivalis. Pre terapije, u KT grupi
je potvrdena negativna korelacija sa mokra¢nom kiselinom.

5.3 Uticaj dva terapijska protokola konzervativnog leCenja na zastupljenost
peripatogenih sojeva

5.3.1 Uticaj dva terapijska protokola konzervativnog le€enja na zastupljenost Aggregatibacter
actinomycetemcomitans

Ova bakterija poseduje leukotoksin (najvazniji faktor virulencije) zahvaljuju¢i ¢emu ima
sposobnost da unisti PMN i monocite iz periferne krvi i na taj nain direktno napada imunski sistem
domacina. Endotoksin (engl.,,imunosupresion facto’r) je drugi najvazniji faktor virulencije ove
bakterije, zbog ¢ega ima sposobnost da modulira imunski odgovor domacina i doprinese destrukciji
tkiva. Ovaj peripatogeni bakterijski soj ucestvuje u procesu resorpcije alveolarne kosti, delovanjem
preko lipopolisaharida koji stimuli§u makrofage da oslobode interleukine IL-1, IL-1f i faktor nekroze
tumora (engl.,,tumor necrosis factor” TNF) (Baehni i sar., 1979; Saglie i sar., 1990). Njeno prisustvo
u parodontalnim dZepovima obicno se povezuje sa agresivnim oblikom parodontopatije (Slots 1
Listgarten, 1988). U okviru naSeg istrazivanja, u obe grupe pacijenata koji su imali parodontitis
distribucija A. actinomycetemcomitans je bila veéa u odnosu na ispitanike sa zdravim
parodoncijumom, ali bez statisticke zna¢ajnosti. Prateci rezultate pre i posle terapije, ustanovljeno je
da se incidenca ovog mikroorganizama smanjila prateé¢i oba protokola lecenja, ali bez dostizanja
statisti¢ki znacajne razlike izmedu dve eksperimentalne grupe. Izostanak statisti¢ke zna€ajnosti, bez
obzira na smanjenje distribucije ove bakterije u obe grupe posle terapije, mozemo objasniti
¢injenicom da eksperimentalne grupe nisu bile apsolutno homogene prema polu i starosnoj dobi. Ove
podatke potvrduje i studija €iji su rezultati ukazali da je distribucija A. actinomycetemcomitans u
obrnutoj korelaciji sa godinama (¢e$¢a prisutnost u uzorcima mladih osoba), a u direktnoj relaciji sa
polom (vecéa zastupljenost kod osoba Zenskog pola) (Cortelli i sar., 2010). Ono §to je pretragom
dostupne literarature evidentno, je da su ve¢inom objavljene studije koje ispituju terapijske protokole
razli¢ite od naSeg, odnosno ispitivane su razli¢ite adjuvantne supstance ili metode koje su koris¢ene
kao dodatak KT. Jedna od takvih studija novijeg datuma ispitivala je uticaj fotodinamske terapije kao
dodatka KT na pacijentima koji su oboleli od parodontitisa. Rezultati dobijeni u toj studiji, sli¢ni su
nasim rezultatima, odnosno pokazali su da se distribucija bakterijskog soja A.actinomycetemcomitans
znacajno smanjila 3 meseca nakon primene kombinovane terapije u poredenju sa samo
konzervativnom terapijom (Aabed i sar., 2022). U nasoj studiji, u KT+HH grupi pre terapije, utvrdena
je znafajna negativna korelacija izmedu A. actinomycetemcomitans i CK, dok je posle terapije ovaj
bakterijski soj negativno korelirao i sa aktivnos¢u TAS i MK. U KT grupi pre terapije, ova bakterija
je negativno korelirala sa aktivnoS¢u GPx, dok je posle terapije pozitivna korelacija primecena sa
vrednostima AST.
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5.3.2 Uticaj dva terapijska protokola konzervativnog leCenja na zastupljenost Porphyromonas
gingivalis

Porphyromonas gingivalis poseduje viSe faktora virulencije: proteaze koje degradiraju
hijaluronsku kiselinu, imunoglobuline i kolagena vlakna; endotoksine, citotoksine i adhezine koji
mogu da deluju direktno na peridoncijum, dovodeci do zapaljenske reakcije i posledi¢nog razaranja
koStanog tkiva, tipicnim za parodontopatije (Holt i sar, 1999). U nadem istrazivanju, obe
eksperimentalne grupe pacijenata obelilih od parodontitisa su imale vecu distribuciju periopatogenog
bakterijskog soja P. gingivalis, u odnosu na ispitanike sa zdravim parodoncijumom, ali bez statisticki
znacajne razlike. Statistickom analizom u okviru eksperimentalnih grupa, uoceno je smanjenje
incidence ovog soja, medutim bez statisticke znacajnost pre 1 posle primene dva razliita terapijska
protokola. Korelaciona analiza izmedu obe eksperimentalne grupe, nije pokazala statistiCku
znacajnost posle primenjene terapije. Medutim, postoje i studije u kojima je smanjenje P. gingivalis
posle konzervativne terapije potvrdeno na znacajnom nivou.

Dve klini¢ko-mikrobioloske studije novijeg datuma, ispitivale su uticaj konzervativne terapije
izmedu ostalog 1 na pacijentima obolelim od parodontitisa. U studijama su bila razli¢iti vremenski
periodi kontrolnih merenja (45 dana u jednoj studiji; 3 1 6 meseci u drugoj studiji), ali u obe studije
je potvrdeno statisticko znacajno smanjenje distribucije P. gingivalis nakon konzervativne terapije
(Cosgarea i sar., 2019; Moura i sar., 2021). U nasoj studiji, u KT+HH grupi, dva meseca posle terapije
uocena je pozitivna korelacija izmedu P. gingivalis 1 vrednosti ALP. Ovakvi rezultati se mogu
objasniti time da se zahvaljujuéi dejstvu HH u sklopu KT, smanjenjem incidence ove bakterije ujedno
smanjuje i delovanje faktora virulencije (narocito proinflamatornih) koje ovaj soj poseduje, te se
posledi¢no smanjio i nivo inflamatornog enzima ALP. U istoj grupi je uocena i negativna korelacija
ovog bakterijskog soja sa GGT u KT+HH grupi posle primenjene terapije. Primecena je pozitivna
korelacija P. gingivalis sa istim enzimom (ALP) i u KT grupi posle terapije, $to dodatno potvrduje
uticaj KT na smanjenje proinflamatornih faktora virulencije koje ova bakterija poseduje 1 kojima
indirektno podsti¢e inflamatorni odgovor u toku patogeneze parodontitisa.

5.3.3 Uticaj dva terapijska protokola konzervativnog lecenja na zastupljenost Tannerella
forsithia

Tannerella forsythia poseduje nekoliko faktora virulencije. Ovaj peripatogeni bakterijski soj
nema mogucnost metabolisanja ugljenih hidrata, odnosno svojim proteaznim enzimima razgraduje
proteine domacina i naruSava integritet parodontalnog tkiva. Istovremeno, proizvodi glikozidaze,
enzime odgovorne za degradaciju proteoglikana i oligosaharida, Sto aktivno doprinosi patogenezi
parodontopatije. Takode, preko adhezina, lako se vezuje za celije domacina, a onda i zahvaljujuci
lipoproteinima koji ulaze u sastav membrane ove bakterije, dovodi do aktivacije imunskog odgovora
domacina, lu¢enjem proinflamatornih citokina (IL-6 1 TNF- a), ili uzrokuje apoptozu ¢elije dejstvom
preko povrSinskih lipoproteina (Tanner 1 Izard, 2006; Sharma, 2010; Zwickl 1 sar., 2020). Tokom
progresije parodontitisa, promene u fiziologiji domacina mogu znacajno da uti¢u na mikrobiolosku
zajednicu dentalnog plaka 1 tako promene obrazac njihovog delovanja. U takvom scenariju, neke
patogene bakterijske vrste deluju kao kljuéni igraci u mikrobioloskoj zajednici, ¢ime se smatraju
pokreta¢ima cCitave kaskade patoloskih reakcija koje slede u toku patogeneze parodontitisa. 7
forshytha upravo spada u te pokretace (Kuntal i sar., 2019). Ova bakterija je vaZzan patogen povezan
sa parodontitisom, moZe da inicira uniStavanje gingivalnog tkiva i resorpciju alveolarne kosti
(Chukkapalli i sar., 2015). Kang i sar., (2021) potvrdili su ovu teoriju, u njihovoj studiji koja je
pokazala da je T. forsythia jedan od glavnih bakterijskih sojeva koji je pokreta¢ progresije
parodontitisa, kao i da se njena prevalenca moZe smanjiti znac¢ajno primenom i samo konzervativnog
tretmana.
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U okviru ove doktorske disertacije, uocena je statisticki znacajna veca distribucija 7. forsythia
kod obe eksperimentalne grupe pacijenata koji boluju od parodontitisa u odnosu na ispitanike sa
zdravim parodoncijumom. Ovi rezultati su u skladu sa nalazima drugih autora, koji povezuju tezinu
oboljenja sa statisticki ve¢om prevalencom 7. forshythia kod uznapredovalog parodontitisa u odnosu
na zdraviji parodoncijum (Wara-aswapati 1 sar., 2009). Daljom analizom, pra¢enjem promena unutar
eksperimentalnih grupa, potvrdeno je da se posle primenjene terapije u grupi koja je primenjivala i
HH, statisticki znaCajno smanjila distribucija periopatogenog soja 7. forsythia. Drugaciji rezultati,
dobijeni su u klini¢ko-mikrobioloskoj studiji u kojima su pacijenti oboleli od parodontitisa tretirani
razli¢itom kombinovanom KT. Pacijenti su podeljeni u tri grupe, $to je podrazumevalo primenu 0,9%
rastvora natrijum hlorida, 0,12% rastvora HH 1 7,5% rastvor povidon joda u sklopu subgingivalne
irigacije u toku izvodenja KT. Rezultati te studije, ukazali su da nije doslo do znaCajnog smanjenja u
ukupnoj distribuciji 7. forsythia ni u jednoj eksperimentalnoj grupi (kontrole posle 3 i 12 meseci),
kao 1 da korelacionom analizom nije ustanovljeno statisticko znacajno smanjenje ukupne distribucije
ovog soja posle terapije izmedu svih grupa (Kriick i sar., 2012). U nasoj studiji smo daljom
korelacionom analizom izmedu obe eksperimentalne grupe, dobili znacajno smanjenje distribucije
ovog soja nakon primenjene terapije, samo u grupi koja je primenjivala HH, ukazuju¢i na ¢injenicu
da je KT u kombinaciji sa rastvorom HH postigla vece efekte u eradikaciji ovog mikroganizma. U
KT+HH grupi, pre terapije utvrdena je negativna korelacija 7. forsythia sa aktivnos¢u MK, dok je u
istoj grupi ali nakon terapije ovaj bakterijski soj pokazao pozitivnu korelaciju sa vrednostima LDH.
Ovi rezultati se mogu objasniti ¢injenicom da se smanjenjem prevalence ove bakterije, smanjuje
delovanje virulentih faktora poput lipoproteina, te dolazi do posledicno manjeg lucenja
proinflamatornih citokina i na kraju smanjenog delovanja inflamatornog enzima poput LDH.

5.3.4 Uticaj dva terapijska protokola konzervativnog leCenja na zastupljenost Eikenella
corrodens

Eikenella corrodens poseduje nekoliko faktora virulencije, koji su jos pre nekoliko decenija
dokazani. Medu najvaznijim faktorima virulencije ovog patogena ubrajaju se: lipopolisaharidi
(indukuju resorpciju kosti, stimuliSu sintezu i oslobadanje TNF i IL-1); egzopolisaharidni sloj
(ispoljava antifagocitnu aktivnost), adhezini (omogucavaju patogenu lakSu adheziju za receptorske
¢elije domacina) (C. K. Chen i Wilson, 1992). U ovoj studiji, ustanovljeno je da su svi pacijenti koji
su oboleli od parodontitisa imali statisticki znac¢ajno vecu distribuciju bakterijskog soja E .corrodens,
nego ispitanici koji nisu imali oboljenje parodoncijuma. Nalazi sli¢ni naSim, potvrdeni su u jednoj
mikrobiolo$koj studiji, koja je ispitivala prevalencu i distribuciju pet periopatogenih sojeva u
uzorcima subgingivalnog dentalnog plaka, u odnosu na DS i njihove medusobne korelacije kod
pacijenata sa parodontitisom. Rezultati u toj studiji pokazali da je E. corrodens kod svih ispitanika
ukljucenih u istraZivanje, imala najvecu prevalencu u odnosu na druge sojeve, ali je uocena i linearna
korelacija svih peripatogenih sojeva (izmedu ostalog 1 E. corrodens) kod svih ispitivanih uzorka koji
su imali DS > 5 mm (Wolff i sar., 1993). Medutim, evidentan je nedostatak studija koje su se bavile
ispitivanjem uticaja HH rastvora u sklopu konzervativne parodontoloske terapije, kao 1 studija novijeg
datuma koje bi ispitivale ovaj periopatogeni soj 1 njegovu ulogu u patogenezi parodontitisa, u odnosu
na razliCite vrste konzervativnih protokola. Pretrazivanjem literature, postoje podaci o studijama koje
su uglavnom ispitivale uticaj razli¢itih lokalnih antimikrobnih proizvoda ili fotodinamske terapije u
kombinaciji sa konzervativnom terapijom, u poredenju sa samo konzervativnom terapijom (Chondros
i sar., 2009). U jednoj takvoj studiji, dosli su do potvrde da nije postojala statisticka razlika izmedu
dva terapijska protokola, odnosno da adjuvantna primena tetraciklinskih vlakana inkorporiranih u
prethodne konzervativno tretirane parodontalne dzepove nije doprinela znacajnijem smanjenju ovog
soja u odnosu na samo konzervativnu terapiju. Cak je doslo do poveéane prevalence E. corrodens na
kontrolama posle 3 i 6 meseci, u odnosu na period pre pocetka terapije (Wong i sar., 1999). Sli¢ni
rezultati dobijeni su u naSoj studiji, gde korelacionom analizom izmedu dva terapijska protokola nije
uocena znacajnost posle primenjene terapije kada je u pitanju distribucija E. corrodens.
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U okviru naseg istrazivanja, posle terapije, unutar obe eksperimentalne grupe distribucija E.
corrodens se smanjila, ali ne na nivou statisticke znacajnosti. Dalje analize, potvrdile su samo jednu
znacajnu korelaciju ove bakterije (sa koncentracijom MDA) unutar KT grupe posle terapije.

5.3.5 Uticaj dva terapijska protokola konzervativnog leCenja na zastupljenost Treponema
denticola

Treponema denticola prozvodi lipopolisaharide, kao 1 razli¢ite produkte metabolizma koji su
potencijalno toksi¢ni. Poseduje adhezine kojima se lakse povezuje sa drugim bakterijama, ¢ime ova
koagregacija ima veoma vaznju ulogu u progresiji parodontopatije. Takode se pomocu adhezina
vezuje 1 za fibroblaste u gingivi i dovodi do njihove destrukcije. Proteinaze, kao jos jedan od faktora
virulencije ovog patogena omoguéavaju da ispolji znac¢ajan uticaj na modulaciju imunskog odgovora
domacina (Holt i Ebersole, 2005). U nasoj studiji, od svih ispitivanih bakterijskih sojeva, jedino je
ova bakterija imala apsolutnu distribuciju kod svih pacijenata koji imaju parodontitis, dok ni jedan
zdrav ispitanik nije imao prisustvo iste bakterije u uzorcima. Statisticka analiza, pokazala je znacajno
smanjenje distribucije ove bakterije posle terapije samo u grupi pacijenata koji su pored
konzervativne terapije primenjivali i rastvor HH.

Ovakvi rezultati ukazuju na ¢injenicu da je KT u kombinaciji sa rastvorom HH postigla bolje
efekte u eradikaciji ovog mikroganizma. Ovakve Ccinjenice, potvrduju i rezultati prethodno
objavljenje mikrobioloske studije u kojoj se potvrdila izuzetna efikasnost HH kao lokalnog
antiseptika u razli¢itim laboratorijskim uslovima (Haffajee i sar.,, 2008). Nalazi sli¢ni nasim,
potvrdeni su u klini¢ko-mikrobioloskoj studiji koja je ispitivala na pacijentima obolelim od
parodontitisa efikasnost dva terapijska protokola, odnosno KT u odnosu na kombinovanu terapiju
(koja je podrazumevala primenu KT i sistemske upotrebe antibiotika). Podaci u toj studiji su pokazali
da je 12 meseci nakon terapije, kombinovana terapija dovela do znacajnog smanjenja distribucije 7.
denticola u poredenju samo sa konzervativnom terapijom (Cosgarea i sar., 2020). U drugim klinicko-
mikrobioloskim studijama, podaci ukazuju da smanjenje distribucije 7. denticola nakon
konzervativne terapije postoji, ali ne na nivou statistiCke znacajnosti (niti unutar grupa, niti u
korelacionim analizama izmedu grupa). Medutim u jednoj takvoj studiji, opet je koriS¢ena druga vrsta
konzervativnog protokola, odnosno FMD (engl.,,Full mouth desinfection”) (Peralta i sar., 2020) a
kontrole su se vrSile posle 3, 6 1 9 meseci od zavrSetka terapije. U nasem istraZivanju, korelacionom
analizom izmedu obe eksperimentalne grupe posle terapije, uoceno je statisticki znacajno smanjenje
distribucije 7. denticola u grupi koja je koristila HH kao dodatak konzervativnoj terapiji. U KT+HH
grupi pre terapije, ustanovljena je znacajna negativna korelacija ove bakterije sa aktivnos¢u MK.
Posle terapije, u KT grupi isti soj je pokazao znacajnu negativnu korelaciju sa CK.

5.3.6 Uticaj dva terapijska protokola konzervativnog leCenja na ukupan broj periopatogenih
mikroorganizama

U sklopu ove doktorske disertacije, rezultati ukazuju da je smanjenje ukupnog broja
bakterija potvrdeno na kontroli posle dva meseca i u KT+HH 1 KT grupi, ali je razlika bila znacajna
samo u grupi koja je primenjivala rastvor HH. Ovakve rezultate potvrduju i rezultati nedavno
objavljene studije autora Dorina i sar., (2019), premda je u njihovoj studiji HH bio u formi gela, a ne
u vidu rastvora za ispiranje usta. Naime, ukljucili su 25 pacijenata obolelih od parodontitisa i podelili
ih u dve eksperimentalne grupe. Jedna grupa je bila tretirana kombinacijom KT 1 HH gela, dok je
druga tretirana samo KT. Na kontroli posle 15 dana od zavrSene terapije, rezultati su pokazali
statisticki znac¢ajno smanjenje ukupnog broja bakterija, u grupi podvrgnutoj kombinovanoj terapiji,
dok u grupi tretiranoj samo KT smanjenje nije bilo zna¢ajno. Ovo ukazuje da uprkos nekim mogué¢im
neZeljenim efektima, HH vredi razmotriti kao dodatak KT u tretmanu parodontonisa.
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Na osnovu ovih, kao i nasih rezultata, mozemo svakako re¢i da je kombinovana terapija koja je
podrazumevala primenu i rastvora hlorheksidina kao dodatka konzervativnoj terapiji, doprinela
smanjenju prevalence ispitivanih periopatogenih sojeva, te tako ukazuje na znacaj njegove rutinske
primene kod pacijenata obolelih od parodontitisa, u poredenju sa primenjivanjem samo
konzervativnog protokola. Nasi rezultati su u potpunosti u saglasnosti sa onima do kojih su dosli i
Calderini 1 sar., (2013) koji su kao dodatak KT koristili i dve razli¢ite formulacije irigacionog gela
HH (hlorheksidin-diglukonat sa hlorheksidin-dihidrohloridom u jednoj grupi; hlorheksidin-glukonat
u kontrolnoj grupi) i ustanovili smanjenje broja svih analiziranih bakterijskih vrsta sa obe HH
formulacije.

5.4 Uticaj dva terapijska protokola konzervativnog leCenja na parodontalni status

U ovom istrazivanju pratili smo evaluaciju klini¢kih parametara, odnosno razli¢itih
parodontalnih indeksa u svim grupama na pocetku terapije, zatim i dva meseca nakon terapije, unutar
grupa, kao i izmedu obe eksperimentalne grupe, kako bismo dobili verifikaciju koji terapijski protokol
je efikasniji u tretiranju pacijenata koji boluju od parodontitisa.

U naSem istrazivanju, svi klinicki parametri (osim ILZ ) su pre terapije, kod svih pacijenata
sa parodontitisom imali statisticki znacajno viSe vrednosti u poredenju sa ispitanicima koji su imali
zdrav parodoncijum. U skorasnjoj studiji, kineski autori su potvrdili zna¢ajno smanjenje vrednosti
NPE 1 DS u grupi pacijenata obolelih od parodontitisa, 6 nedelja nakon konzervativnog tretmana
(Ding i sar., 2022). Autori meta analize objavljene 2021.godine, koja je ukljucila studije koje su
ispitivale razli¢ite vrste AO poput melatonina, propolisa, omega 3 masnih kiselina i sl., sugeriSu da
je kombinovana primena ovih supstanci uticala na znacajno poboljSanje parodontalnog statusa, a
naro¢ito na smanjenje vrednosti DS u odnosu na samo primenjenu KT (Mizutani i sar., 2021).
Proucavajuc¢i podatke sumirane u meta analizi autora Castro i sar., (2019), evidentno je da su do tada
autori objavljivali studije koje su uglavnom vrsile evaluaciju pojedinih klinickih parametara (najcesce
GI, PI, NPE 1 DS). U nasem istrazivanju ispitivane su vrednosti znatno veceg broja razlicitih indeksa
koji mogu dati detaljniji uvid u stanje parodoncijuma kod pacijenata obolelih od parodontitisa i uticaj
dva razli€ita terapijska protokola na svaki od njih. Rezultati te meta studije su bili vrlo heterogeni
(vrednosti NPE bile znacajno nize u studijama koje su ukljucivale kombinovanu terapiju u poredenju
sa primenom samo KT; vrednosti PI bez zna¢ajne razlike na kontrolama do mesec dana, dok su na
kontrolama posle 3 meseca i viSe, znacajno nize posle primene kombinovane terapije; vrednosti GI
na kontrola vr§enim do 3 meseca znacajno nize primenom kombinovane terapije, u odnosu sa samo
KT; vrednosti DS na kontrola vrSenim do mesec dana, pokazale su znacajno nize vrednosti primenom
kombinovane terapije u odnosu na samo KT; vrednost IKG bila znacajno niZa na kontrolama vrSenim
do mesec dana nakon primenjene kombinovane u odnosu na samo KT). Ono $to je jo§ evidentno u
1stoj meta studiji, jeste da su ispitivani razli¢iti AO poput likopena, listova zelenog €aja, biljnih ulja,
melatonina, vitamina A i C, ali ne i rastvora HH. U nasem istrazivanju, u obe eksperimentalne grupe
je doslo do visoko statisticki znacajnog smanjenja svih ispitivanih klini¢kih parametara nakon
terapije, medutim za vrednost IMN u grupi koja je primenjivala samo KT smanjenje je bilo na nivou
granice statistiCke znacajnosti. Ovakav rezultat nam svakako ukazuje na znacaj primene HH kao
antiplak sredstva. Klinicka studija koja je dobila sli¢ne rezultate, ispitivala je tri razli¢ita protokola
lecenja (samo KT, kombinovanu KT sa rastvorom 0,2 % HH, kao 1 KT sa rastvorom 1,5% H>0,),
nakon 15, 30 i 90 dana, na pacijentima obolelim od parodontitisa. Dobijeni rezultati u toj studiji,
pokazali su da je primena HH bila efikasnija u odnosu na ostale terapijske protokole u smislu
redukcije vrednosti Gl 1 DS, kao 1 na poboljSanje NPE, ali bez statisticke znacajnosti (Rashed, 2016).
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Dalje korelacione analize u nasem istrazivanju, pokazale su u KT+HH grupi pre terapije
negativnu korelaciju izmedu vrednosti NPE i koncentracije 8-OHdG. Posle terapije u istoj grupi
negativna korelacija potvrdena je izmedu GI i koncentracije MDA, aktivnosti SOD 1 I1ZK, zatim
pozitivne korelacije za koncentraciju MDA i IZK, ali i za aktivnosti GPx 1 ILZ. U KT grupi pre
terapije utvrdene su dve pozitivne korelacije (izmedu aktivnosti GPx i ILZ, kao 1 aktivnosti TAS 1
DS). U istoj grupi, posle terapije ustanovljene su takode dve pozitivne korelacije (za aktivnost GPx i
ILZ, kao u izmedu aktivnosti TAS 1 ILZ).

U grupi koja je primenjivala i HH, posle terapije su uoc¢ene brojne znacajne korelacije, poput
negativne za vrednost CK sa GI 1 DS. Dalje analize, pokazale su takode negativne korelacije izmedu
NPE sa ALP, zatim izmedu DS sa GGT, dok je DS u pozitivnoj korelaciji sa LDH.

U grupi koja je tretirana samo konzervativnom terapijom, posle terapije postojale su brojne
znacajne korelacije sa biohemijskim parametrima, poput pozitivne izmedu GI sa vrednostima AST,
GGT 1 LDH, dok je isti indeks negativno korelirao sa CK. Pozitivne korelacije su uocene izmedu IKG
sa enzimima ALP i LDH, dok je isti indeks negativno korelirao sa CK. Indeks mekih naslaga je bio u
pozitivnoj korelacija sa LDH, kao 1 IZK sa ALT. Indeks labavljanja zuba je negativno korelirao sa
enzimima AST i GGT. Nivo pripojnog epitela je u pozitivnoj korelaciji sa LDH.
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6. ZAKLJUCCI

Uzimajuéi u obzir klinicke, biohemijske i mikrobioloske rezultate koji su dobijeni i prikazani
u okviru ove doktorske disertacije, izvode se slede¢i zakljucci:

1. Lokalna primena 0,12% rastvorom hlorheksidin-diglukonata uz konzervativnu terapiju, uticala je
na znac¢ajno smanjenje svih klini¢kih parametara, dva meseca nakon terapije.

2. Primena samo konzervativne terapije, uticala je na smanjenje svih klinickih parametara, osim
indeksa mekih naslaga, dva meseca nakon terapije.

3. U grupi pacijenata koji su pored konzervativne terapije koristili i 0,12 % rastvor-hlorheksidin
diglukonata, potvrdeno je =znacajno smanjenje koncentracije oksidativnog parametra
malondialdehida, dva meseca nakon terapije, ¢ime je HH pokazao i potvrdio antioksidativni
potencijal.

4. Primena samo konzervativne terapije, uticala je na smanjenje koncentracije oba oksidativna
parametra (malondialdehida i 8-hidroksi-2-deoksiguanozina) dva meseca nakon terapije, dok je isti
terapijski protokol doveo i1 do zna€ajnog povecanja aktivnosti mokraéne kiseline, $to predstavlja
potvrdu antioksidativnog potencijala ovog biohemijskog parametra u salivi .

5. Primena 0,12 % rastvora hlorheksidin-diglukonata kao dodatka konzervativnoj terapiji, uticala je
na smanjenje vrednosti inflamatornih enzima (alanin aminotransferaze, alkalne fosfataze i gama
glutamil transferaze) dva meseca nakon primenjene terapije, dok primena samo konzervativnog
tretmana, nije uticala na znac¢ajno smanjenje ispitivanih inflamatornih enzima.

6. Primena oba konzervativna terapijska protokola, uticala su na smanjenje incidence svih ispitivanih
peripatogenih sojeva, nakon terapije, ali bez statisticke zna¢ajnosti u grupi koja je bila tretirana samo
konzervativnom terapijom. Primena kombinovanog protokola, odnosno 0,12% rastvora hlorheksidin-
diglukonata kao dodatka konzervativnoj terapiji, uticala je na znac¢ajno smanjenje incidence za sojeve
Treponema denticola 1 Tannerella forsythia.

7. Primena oba konzervativna terapijska protokola, uticala su na smanjenje ukupnog broja svih
ispitivanih peripatogenih sojeva, dva meseca nakon terapije, ali bez statisticke znacajnosti u grupi
koja je bila tretirana samo konzervativnom terapijom. U grupi pacijenata koji su pored konzervativne
terapije koristilii 0,12 % rastvor hlorheksidin-diglukonata, potvrdeno je znacajno smanjenje ukupnog
broja svih ispitivanih periopatogenih sojeva, dva meseca nakon terapije, ¢ime je HH potvrdio
antimikrobni potencijal.

8. Korelacione analize izmedu oba terapijska protokola nakon zavrSenih tretmana leCenja, potvrdile
su da je:

e konzervativna terapija uticala na znacajnije poboljSanje klinickog statusa za veci broj
ispitivanih parodontalnih indeksa (plak indeks, gingivalni ideks, indeks krvarenja gingive,
indeks mekih naslaga i indeks labavljanja zuba) u odnosu na kombinovanu terapiju (plak
indeks, gingivalni ideks 1 indeks mekih naslaga);

e oksidativno delovanje 8-hidroksi-2-deoksiguanozin znacajno umanjeno primenom samo
konzervativnog tretmana;

e aktivnost glutation peroksidaze znacajno smanjena kombinovanom terapijom (0,12 % rastvor
hlorheksidin-diglukonata i konzervativnog tretmana), ¢ime je HH ispoljio efekat potenciranja
antioksidativne zaStite;

e aktivnost mokra¢ne kiseline znacajno smanjena samo kombinovanom primenom 0,12 %
rastvor hlorheksidin-diglukonata i konzervativne terapije;

e aktivnost aspartat aminotransferaze znacajno porasla u grupi pacijenata koji su bili podvrgnuti
kombinovanom terapijskom protokolu;

e znaCajno smanjenje prisustva sojeva Treponema denticola 1 Tannerella forsythia potvrdeno
nakon primene kombinovanog protokola.
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Na osnovu iznetih rezultata u okviru ove doktorske disertacije, zakljucuje se da je
kombinovana primena 0,12 % rastvora hlorheksidin-diglukonata kao dodatka konzervativnoj terapiji,
pokazala vecu efikasnost u potenciranju delovanja antioksidativnih parametara poput glutation
peroksidaze i mokra¢ne kiseline u salivi u odnosu na primenu samo konzervativnog tretmana.
Kombinovani protokol je takode doveo do znacajnijeg smanjenja ukupnog broja mikroorganizama
kao i do zastupljenosti sojeva Treponema denticola 1 Tannerella forsythia u subgingivalnom
dentalnom plaku, u poredenju sa primenom samo konzervativnog tretmana leCenja pacijenata
obolelih od parodontitisa.
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