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Povezanost klinickih parametara i prisustva Aggregatibacter
actinomycetemcomitansi Porphyromonas gingivalis kod pacijenata sa
progresivnim parodontalnim lezijama

Association between clinical parameters and the presence of Aggregatibacter
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Apstrakt

Uvod/Cilj. Parodontopatija je hroni¢no inflamatorno obo-
lienje parodontalnih tkiva koje za krajnji ishod ima gubitak
potpornog kostanog tkiva zuba usled imunoloskih reakcija
izazvanih parodontopatogenim bakterijama. Cilj studije bio
je korelisanje klinickih parametara i prisustva dve najagresi-
vnije parodontopatogene bakterije (Aggregatibacter actinomy-
cetemcomitans — A.a. 1 Porphyromonas gingivalis — P.g.) kod bole-
snika sa progresivnim parodontalnim lezijama. Metode. U
studiju su bila uklju¢ena 34 sistemski zdrava ispitanika, sta-
rost 23-70 godina. Ispitanici su klinicki i radioloski pregle-
dani i uzorak je uziman iz reprezentativnog parodontalnog
dzepa sa najvecom dubinom sondiranja. Od klinickih para-
metara mereni su gingivalni indeks, indeks krvarenja gingive,
dubina parodontalnog dzepa i indeks plaka. Prisustvo paro-
dontopatogena dokazivano je multipleks metodom PCR
(Polymerase Chain Reaction), a rezultati su korelisani sa klinic-

Abstract

Background/Aim. Periodontitis is a chronic inflammatory
disease of periodontal tissues with consequential is bone
loss as a result of host immunological reactions caused by
periopathogens. The aim of the study was to investigate if
there is a correlation between clinical parameters and the
presence of two most aggressive periopathogens (Aggregati-
bacter actinomycetemcomitans — Aa and Porphyromonas gingivalis —
Pg) in patients with progressive periodontal lesions. Meth-
ods. A total of 34 systemic healthy people, 23 to 70 years
old, were included in the study. The patients were clinically

kim parametrima primenom odgovarajucih statistickih tes-
tova. Rezultati. Ista procentualna zastupljenost oba mikro-
organizma dokazana je u uzorcima, naime i A.a. i P.g. bili su
prisutni u po 35,39% uzoraka, a u 29,41% dokazana su oba
mikroorganizma. Rezultati su korelisani po grupama formi-
ranim u odnosu na prisustvo bakterija. Vrednosti merenih
klinickih parametara nisu se statisticki znacajno razlikovale u
zavisnosti od prisustva parodontopatogena. Medusobne ko-
relacije klinickih parametara unutar grupe nisu pokazale sta-
tisticku znacajnost, osim korelacije gingivalnog i plak indek-
sa u grupi sa A.a. Zaklju¢ak. Klinicki tok uznapredovale
faze parodontopatije ne razlikuje se u odnosu na vrstu pa-
rodontalnih bakterija kao induktora imunoloski posredova-
nih destruktivnih procesa.

Kljucne reci:
periodontalne bolesti; periodontalni dZep; periodontal-
ni indeks; infekcija, bakterijska.

and radiologically examined, and after that, the representa-
tive pocket with greatest pocket depth was chosen and the
sample was collected from that place. The measured clinic
parameters were: gingival index, index of gingival bleeding,
pocket depth and plaque indices. The multiplex Polymerase
Chain Reaction (PCR) method was used for detection of
periopathogens. After obtaining results, appropriate statisti-
cal tests were used to correlate the clinical and microbio-
logical results. Results. Aa and Pg were detected in the
same percentage of samples. Aa and Pg were detected in
35.29% samples alone, and in 29.41% both were detected.
The values of measured clinical parameters did not show a
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statistical significance between the groups. In analysis of
correlations among clinical parameters inside the groups, a
statistical significance was found only between gingival and
plaque index in the group with Aa. Conclusion. Clinical
course of periodontitis in the developed stage does not dif-
fer in relation to the presence of different periopathogens as

the major inductors of immunologically guided destructive
processes.

Key words:
periodontal diseases; periodontal pocket; periodontal
index; bacterial infections.

Uvod

Parodontopatija predstavlja multifaktorsko oboljenje uz-
rokovano parodontopatogenim mikroorganizmima, ¢iji su tok i
ishod bolesti odredeni genskim predispozicijama i imunolo$-
kim reakcijama domacina . Savremenom definicijom mi-
krobiolosko teZiSte patogeneze pomereno je na etiolosko me-
sto >°, a prethodni uspesi terapije zasnovane na mikrobiolo$-
koj teoriji, rezultat su smanjenja lokalne koncentracije mikro-
organizama na racun povecanja imunoloske efikasnosti.

Parodontopatogena mikroflora ukljucuje izvestan broj
bakterija iz grupe gram negativnih anaeroba, medu kojima se
po svom agresivnom potencijalu izdvajaju Aggregatibacter
actinomycetemcomitans — A.a. 1 Porphyromonas gingivalis —
P.g. ">’  Agresivnost ovih mikroorganizama odnosi se, po-
sebno, na njihovu sposobnost da direktnim i indirektnim me-
hanizmima indukuju specifi¢nu imunost i modifikuju imu-
noloske mehanizme u destruktivnom smeru, §to je, upravo,
kljuéni element ovog oboljenja > '°.

Bakterija A.a. je anaerobni gram negativni nepokretni
kokobacil udruzen, takode, sa ekstraoralnim infekcijama, i
svojstven agresivnim formama parodontopatije *'"'%. Ovaj
mikroorganizam, pored sposobnosti produkcije enzima koji
vrie direktna lokalna oSte¢enja parodontalnog tkiva, raspola-
ze faktorima virulencije koji znacajno ometaju, suprimiraju i
usmeravaju u negativnom smeru imunoloske faktore i meha-
nizme *. Medu njima su leukotoksin, citoletalni toksin raste-
zanja, faktori imunosupresije koji inhibiraju blastogenezu,
produkciju antitela i aktiviraju T-regulatorne celije, takode,
inhibitori funkcije polimorfonukleara i elementi koji ih ¢ine
otpornim na komplement.

Bakterija P.g. je gram negativni, anaerobni, nesporogeni
bacil koji poseduje fimbrije i produkuje mrki pigment porfirin,
a vise je svojstven hroni¢nim parodontopatijama ''. Ovaj mi-
kroorganizam produkuje metabolite i strukture male molekul-
ske mase, $to im omogucava da lako prodiru kroz tkivo. Medu
njima su enzimi i toksi¢ni metaboliti koji dovode do znacajne
lokalne destrukcije tkiva, ali i imunoaktivne komponente, koje
znacajno remete imunoloske reakcije. Kao najagresivniji me-
hanizmi izdvajaju se produkcija imunoglobulinskih proteaza i
gingipeina, indukcija produkcije interleukina (IL)-6 i matrik-
snih metaloproteinaza (MMP) B

Obe bakterije imaju karakteristi¢ne patogene mehani-
zme, ali je krajnji efekat zajednicki i zasnovan je na aktiva-
ciji osteoklasta pod uticajem citokina i prostanoida . Me-
du njima su najznacajniji prostaglandin E, (PGE,), faktor
nekroze tumora o (TNF-a), interleukini, IL-1f, IL-6, IL-17
1 ligand receptora aktivatora nuklearnog faktora kapa b
(RANKL), kao i na aktivaciji tkivnih matriksnih metalop-
roteinaza >,

Raki¢ M, et al. Vojnosanit Pregl 2010; 67(11): 898-902.

Polazna hipoteza ovog rada glasi da je kod ispitanika kod
kojih su u parodontalnim dzepovima istovremeno prisutni A.a. i
P.g. izraZenija destrukcija parodontalnog tkiva nego kod ispita-
nika sa pojedina¢nim nalazom jedne od njih. Shodno tome, cilj
rada bio je ispitivanje povezanosti parodontoloskih klinickih pa-
rametara u zavisnosti od prisustva A.a. i P.g. i njihove udruzeno-
sti kod ispitanika sa progresivnim parodontalnim lezijama.

Metode

Klinicka studija sprovedena je na Klinici za parodontolo-
giju 1 oralnu medicinu StomatoloSkog fakulteta Univerziteta u
Beogradu, u periodu od marta 2007. do maja 2008. godine. U
studiju su bila ukljucena 34 ispitanika sa agresivnom i uznap-
redovalom hroni¢nom parodontopatijom: 13 Zena (38%) i 21
muskarac (42%), starosti od 23 do 70 godina, prosecno 47 go-
dina. Mikrobioloska analiza uradena je u laboratoriji za mole-
kularnu genetiku StomatoloSkog fakulteta.

Sistemski zdravi ispitanici birani su na osnovu klini¢-
kog pregleda i radioloskog nalaza digitalnog ortopan tomo-
grafskog (OPT) snimka, pri ¢emu je preduslov bio da postoji
minimalno Cetiri kostana defekta sa dubinom dzepa (DDz)
>4 mm, da ispitanici nisu uzimali antibiotike u prethodna 3
meseca, antiinflamatorne lekove u prethodne dve nedelje od
trenutka uzorkovanja i da kod njih nije sprovodena kauzalna
terapija parodoncijuma poslednjih godinu dana.

Ispitanicima su mereni gingivalni indeks po Loe-
Silness-u, indeks krvarenja gingive, dubina parodontog dze-
pa i plak indeks po Silness-Loe-u. Gingivalni indeks, indeks
krvarenja gingive i plak indeks mereni su prema ustaljenom
metodu, a dubina parodontalnog dZzepa merena je na svim
zubima osim na tre¢im molarima. Po odredivanju indeksa i
izvrSenim pregledima, biran je reprezentativni parodontalni
dZzep sa najveéim stepenom destrukcije i sa tog mesta je
uzorkovan materijal. Na nivou ovih zuba merena je i beleze-
na dubina parodontalnog dzepa u cilju direktnog korelisanja
sa prisustvom bakterija u ispitivanom dzepu (slika 1).

Klinicka faza podrazumevala je sakupljanje sadrzaja paro-
dontalnog dZepa papirnim poenom sa mesta najvece dubine son-
diranja. Papirni poen plasiran je u ependorf epruvetu sa puferskim
rastvorom i nakon toga zamrzavan na -18 °C do pocetka obrade.

Laboratorijska faza obuhvatala je analizu uzoraka prime-
nom multiple PCR metode, $to podrazumeva simultanu ampli-
fikaciju DNK sekvenci obe bakterijske vrste, primenom praj-
mera visokospecificnih za obe bakterije (A.a.: CACTTAA-
AGGTCCGCCTACGTGC, P.g: CAATACTCGTATTTC)
pojedinacnog, i univerzalnog 16s rDNK , forward* prajmera E.
Coli (AAGGAGGTGATCCAGCCGCA ). Uzorci su pripre-
mani pre PCR analize, a nakon toga su aplikovani u odgovara-
jucu koli¢inu u reakcione smese. KoriS¢ena je reakciona smesa
zapremine 25 pL koju su &nili PCR/Mg™ pufer, dezoksiribo-
nukleotidi, po 1,5 pL svakog prajmera, 1U Taq DNK polimera-
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SL. 1 — Merenje parodontalnog dZepa graduisanom sondom

ze 1 3 pL DNK supernatanta. Raden je PCR na ThermoHybaid
aparatu (Thermo, Waltham, MA.) koji je programiran prema
predhodno utvrdenim parametrima. Posle amplifikacije usledila
je elektroforeza na 8% poliakril-amidnom (PAA) gelu. Ampli-
fikovani fragmenti su vizuelizovani na ultravioletnom transilu-
minatoru, nakon bojenja etidijum-bromidom (slika 2).
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SL. 2 — Amplifikovani fragmenti
(prvi bunar: odsustvo bakterijskih genoma; tre¢i bunar: prisustvo A.a.
genoma; sedmi bunar: prisustvo genoma obe bakterije)

Ispitanici su svrstani u tri grupe na osnovu prisustva pa-
rodontopatogenih bakterija: sa prisutnim A.a, sa prisutnim
P.g. i sa prisutna oba mikroorganizma.

U okviru svake grupe dat je zbirni pregled parametara
deskriptivne statistike: AS — srednja vrednost; Med - me-
dijana; SD - standardna devijacija; Min - minimalna vred-
nost; Max - maksimalna vrednost i IP — interval poverenja
srednje vrednosti. Poredenje prisustva parodontopatogenih
bakterija i klinickih parametara vr§eno je unutar formiranih
grupa tako $to je utvrden stepen korelacije i njena p -
vrednost izmedu svakog klinickog parametra po grupama.
Neparametarski Mann-Withney-ev test kori§éen je za pore-
denje medusobnih odstupanja srednjih vrednosti klinickih
parametara unutar grupa. Korelisanje klinickih parametara
svih grupa bilo je zasnovano na neparametarskom Kruskal-
Wallis-ovom testu i jednofaktorskoj analizi varijanse zas-
novanoj po pretpostavci na normalnoj raspodeli. Interval
poverenja (CI = 95%) sluzio je kao osnova za sve statistic-
ke testove.

Rezultati

Prisustvo obe bakterije dokazano je u podjednakom
procentu uzoraka: A.a. prisutan kod 35,29% i P.g. prisutan
kod 35,29%, a kod 29,41% dokazano je prisustvo obe bakte-
rije. Vrednosti gingivalnog indeksa, indeksa krvarenja gingi-
ve, dubine parodontalnog dZepa i plak indeksa, kao i njihove
korelacije medu grupama, date su tabelarno (tabela 1). Ispiti-
vanje znacajnosti razlika u vrednostima indeksa krvarenja
izmedu sve tri grupe bakterija izvrSeno je primenom Krus-
kal-Wallis-ovog testa, a dobijene razlike nisu bile statisticki
znacajne (p = 0,363). Ovaj zakljucak potkrepljen je upored-
nim testom jednofaktorske analize varijanse

Rezultati medusobnih korelacija klini¢kih parametara i
prisustva bakterija unutar svake grupe dati su u tabeli 2. Ta-
kode, analizirana je korelacija izmedu klinickih parametara u
okviru svake grupe i utvrdeno je da postoji statisticki znacaj-
na korelacija (p = 0,769) jedino izmedu gingivalnog i indek-
sa plaka kod ispitanika sa prisutnim A.a. (p = 0,0035).

Tabela 1
Vrednosti klinickih parametara
Grupe . .
.. AS Med SD Min Max 1P (95%) Mann Whitney U-test
bakterija
Vrednosti gingivalnog indeksa
Aa. 2,01 2,00 0,37 1,33 3,00 1,78-2,25 Aa. P.g.
P.g. 1,86 2,00 0,39 1,33 2,75 1,61-2,10 p=0319
P.g./A.a. 1,83 2,00 0,22 1,50 2,00 1,67-1,99 p=0,283 p=0,923
Vrednosti indeksa krvarenja gingive
Aa. 2,50 3,00 0,73 1,16 3,00 2,03-2,96 Aa. P.g.
P.g. 2,38 3,00 0,89 0,20 3,00 1,81-2,95 p=0977
P.g./A.a. 2,56 2,92 0,69 1,50 3,50 2,07-3,06 p=0,872 p=0,923
Vrednosti dubine paradontalnog dzepa
Aa. 6,23 6,00 1,35 4,50 8,50 5,37-7,09 Aa. P.g.
P.g. 5,33 5,00 1,67 3,50 10,00 4,27-6,39 p=0,142
P.g./A.a. 6,00 5,75 1,29 4,50 8,50 5,08-6,92 p=0,716 p=0,294
Vrednosti indeksa plaka
Aa. 1,75 1,83 0,81 0,00 3,00 1,24-2,26 Aa. P.g.
P.g. 1,59 1,73 0,80 0,00 2,66 1,08-2,10 p=0,582
P.g./A.a. 1,49 1,72 0,85 0,16 3,00 0,88-2,10 p=0931 p=0,643

A.a. — Aggregatibacter actinomycetemcomitans; P.g. — Porphyromonas gingivalis; AS — srednja vrednost; Med — medijana; SD —

standardne devijacije;

Min — minimalne vrednosti; Max — maksimalna vrednost; IP — interval poverenja

Raki¢ M, et al. Vojnosanit Pregl 2010; 67(11): 898-902.
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Tabela 2
Korelacije klinickih parametara
Grupe Korelacija (p) P (0,95%)
bakterija GI IKG DDZ GI IKG DDZ
GI 1,000
Aa IKG 0,455 1,000 0,1376
o DDZ 0,207 -0,508 1,000 0,5191 0,0919
PI 0,769 0,533 0,068 0,0035 0,0741 0,8344
GI 1,000
P IK -0,173 1,000 0,5918
= DDZ 0,088 0,380 1,000 0,7858 0,2231
PI -0,232 0,252 0,101 0,4689 0,4303 0,7557
GI 1,000
Aa/Pg. IKG -0,215 1,000 0,5503
T DDZ 0,328 0,387 1,000 0,3555 0,2692
PI 0,151 0,194 0,027 0,6764 0,5915 0,9403

GI - gingivalni indeks; IKG — indeks krvarenja gingive; DDZ — dubina parodontalnog dZepa; PI — indeks plaka
A.a. — Aggregatibacter actinomycetemcomitans; P.g. — Porphyromonas gingivalis; AS — srednja vrednost; Med — medijana; SD — standardne devijacije;

Diskusija

Motiv ovog istrazivanja bio je da se utvrde povezanosti
klini¢kih parametara bolesti i prisustva parodontopatogenih
bakterija kod ispitanika sa progresivnim parodontalnim lezi-
jama, da bi se uz poznavanje savremenih mehanizama delo-
vanja pomenutih bakterija razjasnila i utvrdila patoloska do-
gadanja tokom bolesti, i da bi se na osnovu toga potencijalno
koncipirala ili modifikovala terapija bolesti.

Ispitanici sa progresivnim parodontalnim lezijama obu-
hvatali su one sa agresivhom parodontopatijom, zbog multi-
faktorske prirode bolesti, jer oni predstavljaju reprezentativ-
ne predstavnike gubitka koStanog tkiva kao parametra imu-
noloske aktivnosti, odnosno punog obima bolesti. Kod njih
se o&ekivalo prisustvo A.a. *®'?. Ispitanici sa uznapredova-
lim oblicima hroni¢ne parodontopatije ukljuceni su zbog
oc¢ekivanog prisustva P.g. i prisutne kosStane destrukcije, od-
nosno mogucnosti varijacije na nivou mikroflore u smeru
naknadnog pojavljivanja A.a.

Ispitivane parodontalne bakterije raspolazu veoma agre-
sivnim imunostimulativnim mehanizmima. Od samog pocet-
ka bakaterije prevazilaze nespecificni i imunski odgovor za-
hvaljujuéi receptorima patogenih molekulskih obrazaca
(PAMP) ' koji su neprepoznatljivi eukariotskim fagocitima.
Na taj nacin premos¢uju opsonizaciju i fagocitozu i usmera-
vaju reakciju odbrane ka specifi¢noj odbrani aktivacijom re-
ceptora slicnih foll-u, ¢iji je ishod aktivacija osteoklastne ak-
tivnosti posredstvom transkripcionih signala za sintezu cito-
kina i MMP-a '*°.

A.a. produkuje limfotoksin koji ubija i suprimira limfo-
cite i monocite, dok citoletalni toksin rastezanja napada hro-
mozom 1 pravi gracilno oste¢enje DNK molekula, $to sve
dovodi do prevremene apoptoze limfocita. Oni, takode, pro-
dukuju faktore imunosupresije koji inhibiraju blastogenezu,
produkciju antitela i aktiviraju T-regulatorne i, takode, pro-
dukuju inhibitore funkcije polimorfonukleara i elemenata
koji ih ¢ine otpornim na komplement.

Sa druge strane P.g., pored produkcije imunoglobulinskih
proteaza, indukuje oslobadanje IL-6, PGE2 i aktiviranje MMP.

Medu ispitanicima sa progresivnim parodontalnim le-
zijama, obuhvaéenih ovom studijom, prisustvo P.g. i A.a.

Raki¢ M, et al. Vojnosanit Pregl 2010; 67(11): 898-902.

dokazano je u istom procentu uzoraka (35,4%), dok je prisu-
stvo obe bakterije dokazano u 29,41% uzoraka.

Bakterija A.a. je svojstvena agresivnim parodontopati-
jama i u nasoj studiji je dokazana u preko polovini uzoraka
(ukupno 64,81%) $to je u pozitvnoj korelaciji sa tvrdnjama
Medunarodne radionice o klasifikaciji parodontopatija i po-
dacima iz literature ' '*. Medutim, P.g. je dokazan u znagaj-
no visokom procentu, istom kao i A.a. Takeuchi i sar. * utvr-
dili su prisustvo A.a. u niskom procentu uzoraka, dok je P.g.
dominirao kod ispitanika sa agresivnom parodntopatijom.
Dobijeni rezultati, takode, potvrduju da je P.g. udruZen sa te-
zim oblicima parodontalne destrukcije, $to su potvrdili svo-
jom drugom studijom Takeuchi i sar. '’, kada je dokazano
prisutvo P.g. u 84,2% uzoraka pacijenata sa agresivnom pa-
rodontopatijom.

Nasi rezultati, koji nisu pokazali statisticki znacajnu raz-
liku izmedu dubine parodontalnog dzepa i prisustva obe bakte-
rije, pokazuju da u trenutku kada je aktivirana imunoloska ka-
skada, prisustvo jedne ili obe bakterije, odnosno zbirnost nji-
hovog efekta najverovatnije nema udela na destrukciju tkiva.

Pored ovih, direktnih imunoinduktivnih mehanizama,
oba mikroorganizma destrukcijom tkiva enzimima kao Sto
su: kolagenaze, arisulfataze, proteaze sli¢ne tripsinu, fibro-
nektin degradirajuci enzim, gingipeini, dovode do indukcije
proinflamatornih citokina koji dodatno doprinose povecanju
ukupne koncentracije citokina ka kriticnoj vrednosti koja ak-
tivira osteoklastnu aktivnost " '°.

Pomenuti bakterijski enzimi svojim dejstvom dovode i
do lokalnih znakova zapaljenja, pa se njima objasnjavaju
vrednosti indeksa krvarenja gingive i gingivalnog indeksa.
NaSom studijom nismo utvrdili statisticki znacajnu razliku
medu grupama u nivou pomenutih indeksa, $to se razlikuje
od rezultata Albandar-a i sar. '°, koji su u svom radu utvrdili
pozitivnu korelaciju vrednosti indeksa krvarenja gingive i
prisustva P.g.

Korelisanje prisustva plaka i bakterija imalo je za cilj da
utvrdi uticaj plaka, kao izvora i uslova patogenosti ispitivanih
bakterija na destrukciju kosti. Kako nije utvrdena statisticki
znacajna razlika izmedu dubine parodontalnog dZepa i indeksa
plaka to, takode, govori u prilog tome da uz prisutvo bakterija i
njima indukovanu imunolosku kaskadu, dodatni faktori, kao
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$to je koli¢ina plaka, nema znacajnu ulogu, §to je jedna od
usvojenih karakteristika agresivnih parodontopatija " '* i sagla-
sna je sa istraZivanjima Lopeza i sar. '’. U grupi ispitanika sa
prisutnim A.a. utvrdena je jedina pozitivna korelacija izmedu
gingivalnog indeksa i indeksa plaka, §to ukazuje na agresiv-
nost i inflamatorno induktivni potencijal ove bakterije.
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Rezultati istrazivanja navode na zakljuéak da paro-
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