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Komparativna analiza osteoimunoloskih i mikrobioloskih profila peri-implantnih stanja i
oboljenja

SazZetak

Uvod: Primena zubnih implantata deo je svakodnevne savremene stomatoloske prakse. Medutim,
srazmerno sa njihovom primenom, povecava se i ucestalost komplikacija vezanih za zubne
implantate. Zubni implantati predstavljaju adekvatnu zamenu za izgubljene zube. Uprkos
zabelezenoj visokoj stopi prezivljavanja i uspeha terapije implantatima, pojava komplikacija nije
retka i za posledicu moze imati gubitak implantata. Jedan od glavnih uzroka gubitka implantata
jesu bioloske komplikacije koje se odigravaju u peri-implantnim tkivima. To su peri-implantni
mukozitis i peri-implantitis. Peri-implantni mukozitis odlikuje inflamacija peri-implantnih mekih
tkiva reverzibilnog karaktera, nastala kao posledica poremecaja homeostaze izmedu domacina i
mikroorganizama na povrSini mukoze. Medutim, peri-implantitis karakteriSe inflamacija peri-
implantne mukoze udruzena sa progresivnim gubitkom potpornog kostanog tkiva, $to za posledicu
moze imati gubitak implantata. Dokumentovane su pojedine sli¢nosti u etiopatogenezi peri-
implantnih i parodontalnih oboljenja, koje se odnose na formiranje biofilma udruzeno sa
izmenjenim imunim odgovorom domacina na formiranje kolonija mikroorganizama, $to dovodi
do progresivne destrukcije potpornih tkiva. Mikroorganizmi, kao glavni etioloski faktori peri-
implantnih oboljenja, aktiviraju imuni odgovor domacina, koji se ogleda u ekspresiji
proinflamatornih citokina, medijatora koStane remodelacije i razlicitih signalnih puteva, usled ¢ega
dolazi do remodelacije peri-implantnih tkiva.

Cilj: Ciljevi ove studije bili su da se u uzorcima peri-implantne te¢nosti uzorkovane kod pacijenata
sa peri-implantitisom, peri-implantnim mukozitisom i oko zdravih implantata utvrdi ucestalost
odabranih mikroorganizama (bakterija Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) i Fusobacterium
spp., Epstein-Barr virusa (EBV) i gljivice Candida albicans (C. albicans), kao i relativni nivoi
genske ekspresije molekula Notch signalnog puta (Notch 1, Notch 2, Jagged 1, Hes 1 i Hey 1),
proinflamatornih citokina (TNF-a, IL-17, IL-1f i IL-6) i medijatora koStanog remodelovanja
(RANKL i OPG). Takode, ciljevi su bili i da se utvrdi potencijalna korelacija navedenih
mikroorganizama sa analiziranim genima i1 parodontoloskim klinickim parametrima.

Materijal i metode: Ova prospektivna kontrolisana klini¢ko-laboratorijska studija obuhvatala je
102 pacijenta i implantata. Spram dijagnostickih kriterijuma, razlikovale su se tri grupe ispitanika:
pacijenti sa peri-implantitisom (Pl grupa), pacijenti sa peri-implantnim mukozitisom (PM grupa)
i pacijenti sa zdravim implantatima (I grupa). Odredivani su parodontoloski klini¢ki parametri:
dubina sondiranja (DS), nivo ivice gingive (NIG), nivo pripojnog epitela (NPE), krvarenje na
provokaciju (KNP), plak indeks (P1) i supuracija na provokaciju (SUP). Analogni parametri oko
implantata, belezeni su sa sufiksom u vidu malog latini¢nog slova i (DSi, NIGi, NPEi, KNPi, PIi
1 SUPi). Nakon klinickog pregleda, u regiji ispitivanih implantata pomocu papirnih poena
(PerioFlow, Amityville, NY) uzorkovana je peri-implantna cervikularna te¢nost. 1z uzoraka je, u
laboratorijskim uslovima, primenom metode kvantitativne lan¢ane reakcije polimeraze u realnom
vremenu (engl. quantitative real time polymerase chain reaction — qPCR) analizirano prisustvo
odabranih mikroorganizama, kao i relativna genska ekspresija molekula Notch signalnog puta,
proinflamatornih citokina i medijatora koStane remodelacije. Kod svih pacijenata sprovedena je
nehirurska faza terapije parodontitisa i peri-implantnih oboljenja prate¢i Full-mouth disinfection
protokol. Statisticka analiza podataka vrsena je pomoc¢u SPSS statistickog paketa (engl. Statistical
Package for Social Science, version 22.0; SPSS Inc., Chicago, IL, USA).



Rezultati: Znacajno poviSeni nivoi P. gingivalis detektovani su u PI grupi u odnosu nal (p=0,012)
I PM (p=0,026) grupu. Takode, Fusobacterium spp. je zna¢ajno zastupljeniji bio u PI (p=0,041) i
PM (p=0,008) grupama u poredenju sa I grupom. Suprotno, EBV i C. albicans nisu pokazali
statisticku znacajnost u uzorcima pacijenata. Klini¢ki parametri izmereni na nivou ¢itavih usta,
kao i na nivou implantata pokazali su statisticCku znacajnost izmedu sve tri grupe (p<0,001).
Analizom pozitivne korelacije mikroorganizama i klini¢kih parametara na nivou usne duplje
utvrdena je povezanost nivoa P. gingivalis sa DS (p=0,207; p=0,037) i Fusobacterium spp. sa NPE
(p=0,224; p=0,024) i PI (p=0,228; p=0,021). Znacajna pozitivna korelacija potvrdena je kod obe
bakterije sa KNP - P. gingivalis p=0,297, p=0,002, a Fusobacterium spp. p=0,262, p=0,008. Pored
toga, parametri izmereni na nivou implantata, DSi 1 KNPi, takode su bili u pozitivnoj korelaciji 1
sa P. gingivalis (p=0,221; p=0,033 i p=0,327; p=0,001), i sa Fusobacterium spp. (p=0,220;
p=0,026 i p=0,233, p=0,018). P. gingivalis pokazao je i znacajnu pozitivnu korelaciju sa NPEi
(p=0,238; p=0,016). Ovaj mikroorganizam utvrden je kao prediktor DSi (p=0,011; prilagoden
R2=0,063), kao 1 NPEi (p=0,049; prilagoden R?>=0,038). Analizom molekula Notch signalnog puta,
znacajno smanjenje nivoa relativne ekspresije Notch 1 gena uoceno je u PI grupi (p=0,018) u
odnosu na | grupu, dok je relativna ekspresija Hey 1 gena bila znacajno povecana u poredenju sa
PM (p=0,003) i I (p=0,001) grupama. Kada su proinflamatorni medijatori u pitanju, u PI grupi
zabelezene su visoke vrednosti nivoa TNF-o (p=0,001) i IL-17 (p=0,025) u odnosu na PM.
Relativni nivo genske ekspresije IL-6 kod PI grupe bio je znacajnije visi u odnosu na PM i I grupu
(p=0,011 i p=0,003), dok je u okviru svih grupa uocena statisticki znacajna razlika u ekspresiji IL-
1 u (p<0,05). Pored toga, znacajno visok nivo ekspresije RANKL molekula utvrden je u PI grupi
u odnosu na PM (p=0,006) i I (p=0,024) grupe. Na nivou ¢itavog uzorka pozitivna korelacija
utvrdena je izmedu C. albicans i OPG molekula (p=0,202; p=0,042), dok je poredenjem unutar
grupa pokazana izmedu P. gingivalis i ekspresije Notch 2 gena (p=0,316; p=0,047) u PM grupi i
Fusobacterium spp. i nivoa genske ekspresije TNF-a u PI grupi (p=0,419; p=0,017). Suprotno,
negativna korelacija bila je izmedu C. albicans i relativnog nivoa genske ekspresije Hey 1
molekula (p=-0,292; p=0,003) na nivou ¢itavog uzorka, C. albicans i Hey 1 relativne ekspresije
gena (p=-0,565; p=0,001) u Pl grupi i C. albicans i relativne genske ekspresije Notch 1 (p=-0,397;
p=0,030) i Hey 1 gena (p=-0,536; p=0,002) u | grupi.

Zakljucak: P. gingivalis pokazao se kao najprevalentniji mikroorganizam kod pacijenata obolelih
od peri-implantitisa. Zastupljenost Fusobacterium spp. ne razlikuje se zna¢ajno izmedu obolelih
implantata, dok je u peri-implantnom sulkusu zdravih manje prisutan. Snizena regulacija Notch 1
gena udruzena sa poviSenom ekspresijom Hey 1 i drugih medijatora inflamacije (TNF-a, IL-17,
IL-18 i IL-6) mozZe dovesti do povecane aktivnosti osteoklasta i sledstvene osteolize,
karakteristi¢ne za peri-implantitis. U prilog tome ide i povecan nivo RANKL medijatora kosStane
remodelacije kod obolelih od peri-implantitisa, koji uti¢e na kostanu resorpciju.

Kljuéne redi: zubni implantati, peri-implantitis, peri-implantni mukozitis, Porphyromonas
gingivalis, Fusobacterium, Epstein-Barr virus, Candida albicans, citokini, Notch signalni put,
RANKL

Naucna oblast: Medicinske nauke-stomatologija

UZa nauc¢na oblast: Bazi¢ne i klini¢ke stomatolo$ke nauke



Comparative analysis of osteoimmunological and microbiological profiles of peri-implant
conditions and diseases

Abstract

Introduction: Dental implants have become a part of everyday contemporary dental practice.
However, with the increasing use of dental implants, the frequency of complications is rising too.
Dental implants are the best means for the replacement of lost teeth. Despite recorded high survival
and success rates of implant therapy, the occurrence of complications is not rare and may result in
the loss of the implant. One of the main causes of implant loss are biological complications that
take place in peri-implant tissues, where peri-implant mucositis and peri-implantitis are to be
distinguished. Peri-implant mucositis is a reversible disease, characterized by inflammation of the
peri-implant soft tissues, caused by homeostasis disruption between the host and microorganisms
on the mucosal surface. Additionally, peri-implantitis is identified by inflammation of the peri-
implant mucosa associated with progressive loss of supporting bone tissue, which may result in
implant loss. Certain similarities in the etiopathogenesis of peri-implant and periodontal diseases
have been documented. These are related to biofilm development associated with the changed
hosts' immune response to the microorganism colony formation, which leads to the progressive
destruction of supporting tissues. Microorganisms, as the main etiological factors of peri-implant
diseases, activate the host's immune response, which is reflected in the expression of pro-
inflammatory cytokines, mediators of bone remodeling, and various signaling pathways, as a result
of which the remodeling of peri-implant tissues occurs.

Objective: This study aimed to determine, in peri-implant fluid samples from patients with peri-
implantitis, peri-implant mucositis, and around healthy implants, the prevalence of selected
microorganisms (Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis), Fusobacterium spp., Epstein -Barr
virus (EBV), and the fungus Candida albicans (C. albicans)), as well as the relative gene
expression levels of the Notch signaling pathway molecules (Notch 1, Notch 2, Jagged 1, Hes 1,
and Hey 1), proinflammatory cytokines (TNF-«, IL-17, IL-15, and IL-6), and mediators of bone
remodeling (RANKL and OPG). Also, the goals were to determine the potential correlation of the
mentioned microorganisms with the analyzed genes and periodontal clinical parameters.
Material and methods: This prospective controlled clinical-laboratory study included 102
patients and implants. According to the diagnostic criteria, three subject groups were
distinguished: patients with peri-implantitis (Pl group), patients with peri-implant mucositis (PM
group), and patients with healthy implants (I group). Periodontal clinical parameters were
determined: periodontal probing depth (PPD), gingival margin level (GML), clinical attachment
level (CAL), bleeding on probing (BOP), plaque index (PI), and suppuration (SUP). Analog
parameters around the implants were recorded with a suffix in the form of a small Latin letter i
(PPDi, GMLI, CALI, BOPI, Pli, and SUPI). After clinical examination, peri-implant crevicular
fluid was sampled in the region of the study implants using paper points (PerioFlow, Amityville,
NY). The presence of selected microorganisms, as well as the relative gene expression of the Notch
signaling pathway molecules, proinflammatory cytokines, and mediators of bone remodeling,
were analyzed in a laboratory using the method of quantitative real-time polymerase chain reaction
(gPCR). All patients were subjected to a non-surgical periodontal and peri-implant treatment
following the Full-mouth disinfection protocol. Statistical data analysis was performed using the
SPSS statistical package (Statistical Package for Social Science, version 22.0; SPSS Inc., Chicago,
IL, USA).



Results: Significantly elevated levels of P. gingivalis were detected in the Pl group compared to
the | (p=0.012) and PM (p=0.026) groups. Also, Fusobacterium spp. was significantly more
prevalent in the P1 (p=0.041) and PM (p=0.008) groups compared to the | group. Conversely, EBV
and C. albicans did not show statistical significance in patient samples. Both, full-mouth clinical
parameters, as well as parameters measured around implants, showed statistical significance
between all three groups (p<0.001). A positive correlation was noticed between microorganisms
and full-mouth clinical parameters, the level of P. gingivalis was associated with the PPD
(p=0.207; p=0.037) and the Fusobacterium spp. level with CAL (p=0.224; p=0.024) and PI
(p=0.228; p=0.021). A significant positive correlation was confirmed for both bacteria with BOP,
P. gingivalis - p=0.297, p=0.002, and Fusobacterium spp. - p=0.262, p=0.008. In addition, the
parameters measured at the implant level, PPDi, and BOPI, were also positively correlated with P.
gingivalis (p=0.221; p=0.033 and p=0.327; p=0.001), and Fusobacterium spp. (p=0.220; p=0.026
and p=0.233, p=0.018). P. gingivalis also showed a significant positive correlation with CALI
(p=0.238; p=0.016). This bacteria was found to be a predictor of PPDi (p=0.011; adjusted
R?=0.063), as well as CALi (p=0.049; adjusted R?>=0.038). By analyzing the molecules of the
Notch signaling pathway, a significant decrease in the relative expression level of the Notch 1 gene
was observed in the PI group (p=0.018) compared to the | group, while the relative expression of
the Hey 1 gene was significantly increased compared to the PM (p=0.003) and I (p=0.001) groups.
When it comes to pro-inflammatory mediators, high levels of TNF-a (p=0.001) and IL-17
(p=0.025) were recorded in the Pl group compared to the PM. The relative level of gene expression
of IL-6 in the PI group was significantly higher compared to the PM and I groups (p=0.011, and
p=0.003, respectively), while within all groups a statistically significant difference was observed
in the expression of IL-/4 in (p<0.05). In addition, a significantly high level of RANKL molecule
expression was found in the PI group compared to the PM (p=0.006) and | (p=0.024) groups. At
the level of the entire sample, a positive correlation was found between C. albicans and OPG
molecules (p=0.202; p=0.042), while a comparison within the groups showed a correlation
between P. gingivalis and Notch 2 gene expression (p=0.316; p=0.047) in PM group and
Fusobacterium spp. and TNF-a gene expression levels in the PI group (p=0.419; p=0.017).
Conversely, a negative correlation was detected between C. albicans and the relative gene
expression level of the Hey 1 molecule (p=-0.292; p=0.003) at the level of the whole sample, C.
albicans and Hey 1 relative gene expression (p=-0.565; p=0.001) in PI group and C. albicans and
relative gene expressions of Notch 1 (p=-0.397; p=0.030) and Hey 1 gene (p=-0.536; p=0.002) in
| group.

Conclusion: P. gingivalis proved to be the most represented microorganism in patients suffering
from peri-implantitis. Levels of Fusobacterium spp. does not differ significantly between diseased
implants, while it is less prevalent in the peri-implant sulcus of healthy ones. Downregulation of
the Notch 1 gene associated with increased expression of Hey 1 and other inflammatory mediators
(TNF-a, IL-17, IL-1p, and IL-6) can lead to increased osteoclast activity and consequent osteolysis,
characteristic for peri-implantitis. This is supported by the increased level of RANKL, bone
remodeling mediator, in patients with peri-implantitis, which affects bone resorption.

Keywords: dental implants, peri-implantitis, peri-implant mucositis, Porphyromonas gingivalis,
Fusobacterium, Epstein-Barr virus, Candida albicans, cytokines, Notch signaling pathway,
RANKL

Scientific field: Medical sciences-dentistry

Scientific subfield: Basic and clinical dental sciences
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1. UvOD

Uvodenjem titanijumskih zubnih implantata, zapocela je era moderne dentalne implantologije.
Profesor anatomije Per-Ingvar Branemark je 50-ih godina XX veka, proucavajuéi kosStanu
vaskularizaciju, slucajno primetio intimnu vezu izmedu kosti i titanijumskog implantata, danas
poznatu kao pojam oseointegracija. Oseointegracija predstavlja direktnu strukturalnu i
funkcionalnu vezu zivog kostanog tkiva sa titanijumom od koga je izraden implantat. Uvodenje
principa oseointegracije prekretnica je u reSavanju razlic¢itih oblika bezubosti. Profesor
Branemark je tada razvio implantni sistem koji je podrazumevao specifi¢an protokol rada,
namenjen nosenju zubnih nadoknada isklju¢ivo kod bezubih pacijenata i 1965. godine uspesno
je tretiran prvi pacijent (1). Danas se implantoloskoj terapiji podvrgavaju i parcijalno bezubi
pacijenti. Tokom godina razvijali su se razli¢iti implantni sistemi kao i protetske konstrukcije u
odnosu na date indikacije. Najpre, kako bi bili u upotrebi, zubni implantati morali su da
zadovolje odredena svojstva kao $to su: biokompatibilnost, funkcionalnost, otpornost i estetski
zadovoljavajuci efekat. Biokompatibilnost materijala podrazumeva njegovu apsolutnu
neskodljivost oralnim tkivima i oralnoj sredini. Funkcionalnost i otpornost odnose se na aktivno
uces$¢e u mastikaciji i adekvatnu strukturalnu ¢vrstocu implantata kako bi odoleo optereéenju
tokom samog akta. Takode, dentalni implantati bi trebali da verodostojno imitiraju prirodni zub
pritom ne remeteci izgled pacijenta (2-4).

Zubni implantati dokumentovani su kao sredstva za postizanje kompletne rehabilitacije usne
duplje 1 poboljsanje kvaliteta Zivota kod parcijalno 1 totalno bezubih pacijenata, sa visokim
stepenom uspesnosti i prezivljavanja nakon ugradnje (5, 6). Medutim, literaturni podaci sve
¢es¢e ukazuju na pojavu komplikacija, kao i na porast stepena neuspeha terapije dentalnim
implantatima (7). Uspeh implantatne terapije odnosi se na postojanje implantata u ustima, kao
I postojanost protetske konstrukcije na njemu u funkciji najmanje 5 godina bez pojave znakova
komplikacija, dok se stepen prezivljavanja odnosi iskljucivo na fizicko prisustvo implantata u
usnoj duplji. Prezivljavanje se moze kategorisati na zadovoljavajuce stanje i stanje koje
karakteriSe ugrozen opstanak implantata. Potpunim neuspehom implantoloske terapije smatra
se potreba za eksplantacijom ili gubitak implantata (8).

Razlikujemo dve kategorije komplikacija koje mogu pratiti implantatnu terapiju, a to su
tehnicke (mehanicke) i bioloske komplikacije. Tehni¢ke komplikacije mogu biti u vezi sa
implantatom ili u vezi sa protetskim komponentama. Odnose se na smetnje u povezivanju
implantata sa protetskim delom i frakture delova implantata ili protetskih komponenti (9). S
druge strane, bioloske komplikacije predstavljaju poremecaje u funkciji implantata usled
bioloskih procesa koji uti¢u na peri-implantna tkiva. Gubitak implantata klasifikuje se kao
bioloska komplikacija i razlikujemo rani i kasni gubitak.

Rani gubitak implantata nastaje kao posledica poremecaja procesa oseointegracije uzrokovanog
razlic¢itim faktorima (10). Nemoguénost uspostavljanja direktnog kontakta izmedu implantata i
kosti ima za posledicu formiranje fibroznog oziljnog tkiva i1 apikalno urastanje epitela, Sto
rezultira pove¢anom mobilno$¢u implantata i na kraju njegovim gubitkom (11-13). Faktori koji
mogu uticati na rani gubitak implantata jesu: kvalitet i kvantitet koStanog tkiva, hirurSka tehnika
i protokol ugradnje, neophodnost augmentacije kosti tokom hirur§kog postupka ugradnje, same
karakteristike implantata (makrodizajn i mikrodizajn), kao i faktori vezani za pacijenta
(sistemska oboljenja i puSenje) i hirurga (iskustvo) (14, 15).



Kasni gubitak povezan je s inflamatornim procesima koji se javljaju u peri-implantnim tkivima.
Ovi inflamatorni procesi indukovani su najcesée mikroorganizmima biofilma, koji se nalazi na
okolnim mekim i ¢vrstim zubnim tkivima, kao i na povrSinama implantata eksponiranim oralnoj
sredini (16). Ove bioloske komplikacije manifestuju se u dve forme, kao peri-implantni
mukozitis i peri-implantitis. Peri-implantni mukozitis je reverzibilno stanje, odlikuje se
inflamacijom mekih peri-implantnih tkiva (krvarenje i/ili supuracija na provokaciju) ali bez
gubitka marginalne kosti. Ovo stanje primarno je uzrokovano naruSavanjem homeostaze
izmedu domacina i mikroorganizama na povrsini peri-implantne mukoze (17). S druge strane,
peri-implantitis karakteriSe inflamacija peri-implantne mukoze (manifestuje se krvarenjem i/ili
supuracijom na provokaciju) koja je udruzena sa progresivnim gubitkom potpornog kostanog
tkiva. Odsustvo lamine dure u krestalnoj regiji peri-implantnog kostanog tkiva na radiogramu,
udruzeno sa detekcijom dubokog peri-implantnog dZepa ukazuje na gubitak peri-implantne
kosti (18). Za razliku od drugih znakova koji se mogu detektovati klinickim pregledom, gubitak
kostanog tkiva definitivno se otkriva pomoc¢u radiografije. Postoji nekoliko radiografskih
tehnika pomocu kojih se moze ustanoviti morfologija peri-implantnog kostanog tkiva.
Razlikujemo dvodimenzionalne (2D) kao §to su intraoralni radiogrami (retroalveolarni i
retrokoronarni) 1 ortopantomogram i trodimenzionalne (3D) poput kompjuterizovane
tomografije (engl. computed tomography - CT) i kompjuterizovane tomografije konusnog snopa
(engl. cone-beam computed tomography - CBCT). Porede¢i 3D i 2D radiografske metode,
Sebastian Kiihl i saradnici zakljucili su da retroalveolarni radiogram ima najbolje karakteristike
u pogledu otkrivanja kostanih defekata u regiji implantata (19, 20). Radiografski izmeren
gubitak kosti koji iznosi 3mm ili viSe predstavlja jedan od dijagnostickih kriterijuma peri-
implantitisa (16). Peri-implantitis se odlikuje brzim, agresivnim i nelinearnim tokom i moze
dovesti do gubitka implantata (18).

Imajuéi u vidu etiopatogenezu peri-implantnih bioloskih komplikacije, uocavaju se odredene
slicnosti u etiopatogenezi parodontalnih i peri-implantnih oboljenja (21). Parodontitis je
hroni¢no, multifaktorijalno, inflamatorno oboljenje koje zahvata potporna tkiva zuba — gingivu,
cement, periodoncijum i alveolarnu kost (22). Uzrokovano je primarno mikroorganizmima
dentalnog plaka, koji, izazivajué¢i inflamaciju tkiva, menjaju imuni odgovor domacina usled
¢ega dolazi do progresivne destrukcije parodoncijuma. lako se zub i1 implantat dosta razlikuju
strukturno i histoloski, klinicka slika, koju odlikuje najpre inflamacija gingive u pocetnom
stadijumu, pracena kasnije gubitkom kosStanog tkiva i formiranjem dzepa, povezuje ova dva
oboljenja. Sli¢nost parodontitisa i peri-implantnih bolesti ogleda se i u etiopatogenetskom
mehanizmu. Vaznu ulogu u patogenezi razli¢itih oboljenja usne duplje, ukljuéujuci parodontits
i peri-implantitis, ima medusobni odnos mikroorganizama usne duplje. Razvoj patoloskih
procesa zapocCinje prevagom patogenih mikroorganizama u odnosu na saproftinu floru
kompatibilnu sa domac¢inom (21). Parodontitis je jedan od glavnih uzro¢nika gubitka zuba kod
odraslih, a dentalni implantati se veoma ¢esto upotrebljavaju u cilju njihove nadoknade (23,
24). Quirynen je sa saradnicima demonstrirao Cesto prisustvo parodontopatogena u
subgingivalnoj regiji implantata u slu¢ajevima kada su isti mikroorganizmi bili prisutni i u regiji
preostalih zuba (25). Razlicite studije pokazale su da ¢ak i nakon gubitka zuba, glavni
parodontopatogeni i dalje kolonizuju oralnu sredinu, stoga je i postojanje parodontitisa u
pozitivnoj korelaciji sa gubitkom peri-implantnog kostanog tkiva i nastankom peri-implantitisa.
Meka oralna tkiva mogu takode biti rezervoar patogenih mikroorganizama koji mogu
kolonizovati peri-implantni sulkus, odnosno dzep. (26-29). Stoga, prisustvo parodontalnih
patogena dovodi se u vezu i sa oboljenjima peri-implantnih tkiva. Ovi mikroorganizmi
kolonizuju peri-implantnu regiju i indukuju imuni odgovor domacina, §to za posledicu ima
ireverzibilnu i progresivnu destrukciju potpornih tkiva (18, 30).



1.1 Klasifikacija parodontalnih i peri-implantnih oboljenja i stanja

Kako bi se postavila dijagnoza i isplanirala odgovarajuca terapija, neophodno je postojanje
adekvatne klasifikacije oboljenja parodoncijuma. Sa novim saznanjima i napretkom nauke,
javljale su se potrebe u modifikaciji klasifikacije oboljenja i stanja koje proucava
parodontologija. Poslednja modifikacija ustanovljena je na svetskoj radionici parodontologa
2017. godine u Cikagu koja je okupila struénjake Evropske federacije za parodontologiju (EFP)
i Americke akademije za parodontologiju (AAP). Prvi put se u Klasifikaciji oboljenja potpornog
aparata zuba nalaze i peri-implantna oboljenja i stanja. Nova klasifikacija obuhvata stanja i
oboljenja kako parodontalnih, tako i peri-implantnih tkiva (Tabela 1).

Do formiranja nove klasifikacije, gotovo 20 godina je u upotrebi bila prethodna, ustanovljena
1999. godine od strane AAP. Ona je podrazumevala preko 40 razli¢itih oboljenja gingive,
nekoliko klinickih formi parodontopatije, parodontalne apscese, endoparodontalne lezije i
steCene 1 razvojne deformitete 1 stanja parodoncijuma. U osnovi razlikovala su se oboljenja
gingive uzrokovana dentalnim plakom i ona koja nisu uzrokovana dentalnim plakom.
Parodontopatija je bila klasifikovana kao hroni¢na parodontopatija, agresivna parodontopatija,
parodontopatija kao manifestacija sistemskih oboljenja i nekrozna oboljenja parodoncijuma
(ulceronekrozni gingivitis i ulceronekrozna parodontopatija) (31).

Prema poslednjoj i aktuelnoj Klasifikaciji, oboljenja i stanja parodoncijuma podrazumevaju
(32):

e zdrav parodoncijum, oboljenja i stanja gingive
e parodontitise, i

e druga stanja koja uti¢u na parodoncijum.

Stanja i oboljenja peri-implantnih tkiva dele se na (32):
e zdrava peri-implantna tkiva
e peri-implantni mukozitis
e peri-implantitis, i

e deficijencije peri-implantnih mekih i ¢vrstih tkiva.



Tabela 1 - Klasifikacija parodontalnih i peri-implantnih oboljenja i stanja; tabela preuzeta iz
rada Caton i sar. 2018. (32) prevedena i modifikovana.

Stanja i oboljenja parodoncijuma

Zdrav parodoncijum, Parodontitisi Druga stanja koja uti¢u na
oboljenja i stanja parodoncijum
gingive

Papapanou, Sanz i sar. 2018.
Jepsen, Caton i sar. 2018. Jepsen, Caton I sar. 2018,
Chaple, Mealey i sar. 2018. .
Tonetti, Greenwell, Kornman Papapanou, Sanz i sar. 2018.

Trombelli i sar. 2018. 2018.
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Stanja i oboljenja peri-implantnih tkiva

. ) Deficijencije ¢vrstih i
Zdrava Peri-implantni . . ) . )

- Peri-implantitis mekih peri-implantnih
mukozitis

peri-implantna tkiva tkiva




1.2 Parodontitisi

Parodontitisi predstavljaju multifaktorijalna, hroni¢na, inflamatorna i destruktivna oboljenja
koja zahvataju sve delove potpornog aparata zuba (gingivu, alveolarnu kost, cement korena
zuba i parodontalni ligament). Pre poslednje modifikacije klasifikacije parodontalnih oboljenja,
19 godina je u upotrebi bila klasifikacija iz 1999. godine koja je razlikovala hroni¢nu i agresivnu
parodontopatiju (lokalizovanu i generalizovanu), ulceronekroznu parodontopatiju i
parodontopatiju kao manifestaciju sistemskih oboljenja. Novom klasifikacijom je termin
parodontopatije zamenjen terminom parodontitisi i danas razlikujemo 3, a ne 4 klini¢ke forme.
S toga prema etiologiji i toku oboljenja razlikujemo sledece tipove parodontitisa:

e Nekrotiziraju¢a parodontalna oboljenja
e Parodontitis kao manifestacija sistemskih oboljenja, i
e Parodontitis.

Diferencijalna dijagnoza medu pomenutim tipovima parodontitisa ogleda se u anamnezi i
specificnim znacima i simptomima nekrotizirajuéeg parodontitisa, ili prisustvu, odnosno
odsustvu nekog specifiénog sistemskog oboljena koje menja imuni odgovor domacina.
Parodontitis nastao kao manifestacija sistemske bolesti treba da prati klasifikaciju primarne
bolesti prema kodovima odgovaraju¢e Medunarodne statisticke klasifikacije oboljenja i srodnih
zdravstvenih problema (ICD — International Classification of Diseases). Preostali klini¢ki
sluGajevi parodontitisa koji nemaju lokalne karakteristike nekrotiziraju¢eg parodontitisa ili
karakteristike retkog sistemskog imunoloSkog poremecaja sa sekundarnom manifestacijom
parodontitisa dijagnostikuju se kao ,,parodontitis“ koji je dalje okarakterisan sistemom
stadijuma i stepena na osnovu klinicke slike, toka i prognoze (30, 33, 34).

1.2.1 Nekrotiziraju¢a parodontalna oboljenja

Nekrotiziraju¢e bolesti parodoncijuma predstavljaju infektivna oboljenja koja imaju kao
zajednicku karakteristiku nekrozu tkiva parodoncijuma. Razlikujemo nekrotizirajuci gingivitis,
nekrotiziraju¢i parodontitis 1 nekrotiziraju¢i stomatitis. Nekrotizujuéi gingivitis karakterise
pojava nekroze i ulceracija interdentalnih papila, krvarenje gingive i bol, dok se kod
nekrotiziraju¢eg parodontitisa pored toga javlja i nekroza dubljih parodontalnih tkiva, odnosno
rapidan gubitak potporne kosti. Od ostalih simptoma i znakova mogu se javiti halitoza,
groznica, regionalna limfadenopatija, sijaloreja i pseudomembrane na gingivalnom tkivu.
Ukoliko se ne tretiraju pravovremeno mogu progredirati u nekrotiziraju¢i stomatitis, Koji
predstavlja tesko inflamatorno stanje usne duplje, gde usled brzog napredovanja nekroti¢nih
promena moze uslediti denudacija koStanog tkiva. Nastanak nekrotiziraju¢ih parodontalnih
oboljena u bliskoj je vezi s oSteCenim imunim sistemom domacina. Najcesce se javlja kod
imunodeficijentnih pacijenata kao §to su oboleli od AIDS-a (engl. Acquired immunodeficiency
syndrome), pothranjene dece i odraslih koji zive u lo§im socio-ekonomskim uslovima ili pate
od teskih infekcija. Pored toga mogu se razviti i kod pacijenata sa psiholoSkim i socijalnim
poremecajima, kao i kod pusaca (30, 35).



1.2.2 Parodontitis kao manifestacija sistemskih oboljenja

Mnoga sistemska oboljena i stanja mogu uticati kako na sam nastanak parodontitisa, tako i na
tok i prognozu samog oboljenja. Parodontitis nastao kao manifestacija sistemskih oboljenja
karakteriSu destrukcija i gubitak tkiva potpornog aparata zuba koji se javlja kao posledica
imunoloskih poremecaja uzrokovanih prisustvom sistemskog oboljenja (33, 34).

1.2.3 Parodontitis

U odnosu na stepen oStec¢enja parodoncijuma 1 kompleksnost oboljenja i terapije razlikuju se 4
stadijuma parodontitisa (Tabela 2):

e | —inicijalni (pocetni) parodontitis
e |l —umereni parodontitis
e Il —uznapredovali parodontitis sa rizikom od daljeg gubitka zuba

e |V - uznapredovali parodontitis sa rizikom od gubitka svih zuba.

Stepen oStecenja procenjuje se spram najvece interdentalne vrednosti nivoa pripojnog epitela,
gubitka alveolarne kosti na radiogramu i broja izgubljenih zuba, dok kompleksnost oboljenja i
terapije definiSu: dubina sondiranja, tip gubitka alveolarne kosti, furkacioni defekti, broj
preostalih zuba, stepen labavljenja zuba, deformiteti grebena i mastikatorne disfunkcije. U
odnosu na formu i zahvaéenost zuba postoje lokalizovana, generalizovana i incizivi-molari
forma parodontitisa. Lokalizovanom formom smatra se parodontitis gde je manje od 30% zuba
zahvacéeno oboljenjem (32).

Kada je u pitanju stepen progresije parodontitisa i predviden odgovor domacina na terapiju,
razlikujemo (Tabela 3):

e Stepen A — spora progresija

e Stepen B — umerena progresija

e Stepen C — brza progresija
Rizik za progresiju oboljenja odreduju direktni (radiografski gubitak kosti ili nivoa pripojnog
epitela u funkciji vremena) ili indirektni dokazi (procenat izgubljene kosti u odnosu na starost),

kao 1 prisustvo/odsustvo modifikujucih faktora (puSenje i1 dijabetes). Predviden odgovor na
terapiju zavisi od individualnog profila pacijenta i genetske predispozicije (32).



Tabela 2 - Klasifikacija parodontitisa prema stadijumima oboljenja u odnosu na stepen
oste¢enja parodoncijuma i kompleksnost.

Interdentalni | Radiografski Broj
NPE gubitak kosti | izgubljenih
zuba
<15% u DS <4mm
| 1-2mm o /
koronaroj tre€ini Horizontalni gubitak kosti
159 - 33% u DS < 5Smm
1 3-4mm . /
koronaroj tre€ini Horizontalni gubitak kosti
DS > 6mm
B gl T Vertikalni gubitak kosti
1 > Smm apikalne trecine <4 zuba = S
LT FUR 11 ili 111 Klase
Umeren defekt grebena
Neophodna kompleksna
rehabilitacija
Mastikatorna disfunkcija
Sekundarni okluzalni
traumatizam ILZ > 2mm
Do sredine ili
v > Smm apikalne trecine >5 zuba Opsezan defekt grebena

korena

Pad vertikalne dimenzije

zagrizaja

Manje od 10 parova

antagonista

DS - dubina sondiranja; NPE - nivo pripojnog epitela; FUR - furkacija; ILZ - indeks labavljenja zuba;

mm - milimetar.




Tabela 3 - Klasifikacija parodontitisa u odnosu na stepen progresije i predviden odgovor na
terapiju.

dijabetesa

A spora B umerena C brza
progresija progresija progresija
Rdg gubitak
Direktni kosti nema gubitka | < 2mmza Z2mm za
dokazi ili kosti > 5 god > 5 god > 5 god
Gubitak NPE
% gubitka
kosti/starosna <0,25 0,25-1 >1
dob
: : Destrukcija
Indirektni Obilne N , dj
; estrukcija veca o
dokazi naslage ]
Klinicka o ) srazmerna ocekivane u
) biofilma i
slika ] koli¢ini odnosu na
nizak stepen o
y biofilma koli¢inu
destrukcije o
biofilma
Pusac Pusac
Pugenje Nepusad <10 cigareta | > 10 cigareta
Faktori dnevno dnevno
rizika
y Bez dijagnoze
Dijabetes HbAlc<7% | HbAlc>7%

NPE - nivo pripojnog epitela; Rdg gubitak kosti - radiografski gubitak kosti; god - godina; HbAlc -
glikozilirani hemoglobin; mm - milimetar.




1.3. Oboljenja i stanja peri-implantnih tkiva

Oboljenja peri-implantnih tkiva (peri-implantni mukozitis 1 peri-implantitis) su prvi put
definisana 1993. godine na prvoj evropskoj parodontoloskoj radionici odrzanoj u Svajcarskoj.
Godinama su se brojne radionice bavile definisanjem, prevalencom, kao i terapijom ovih
oboljenja (36, 37). Da bi se odrzalo zdravlje implantata ili blagovremeno prepoznali znaci
odredenih patoloskih procesa i shodno tome sprovela terapija, vazno je poznavati odlike peri-
implantnih tkiva kako u zdravlju, tako i u bolesti. Stoga, precizna i uniformna definicija stanja
peri-implantnih tkiva, od klju¢nog je znacaja za rano otkrivanje oboljenja.

1.3.1 Zdrava peri-implantna tkiva

lako se smatra da zubni implantati trenutno predstavljaju najverodostojniju zamenu
izgubljenom zubu, ipak postoje odredene bioloske razlike izmedu peri-implantnog kompleksa
i parodoncijuma prirodnog zuba (Slika br. 1). Odsustvo periodontalnog ligamenta je
najupadljivija razlika 1 definiSe neelasti¢nu vezu izmedu implantata 1 koStanog tkiva za razliku
od one kod zuba. Usled nedostatka proprioceptora periodoncijuma, implantati nemaju
fizioloSku pokretljivost kao zub u alveoli u slucaju prevremenog ili traumatskog kontakta, zbog
Cega postojanje okluzalne disharmonije moze biti veoma Setno (38).

Peri-implantna tkiva su ona koja se nalaze oko oseointegrisanih dentalnih implantata.
Razlikujemo mekotkivni deo — peri-implantnu mukozu koja se se formira u fazi zarastanja
nakon konekcije suprastrukture sa implantatom, i deo ¢vrstih tkiva, odnosno kostani deo koji
formira ¢vrstu vezu sa implantatom (39, 40). Anatomo-histoloSke karakteristike mekog tkiva
omogucavaju zastitu koStanog tkiva, koje pruza potporu samom implantatu. Stoga promene
koje rezultiraju destrukcijom peri-implantnih tkiva mogu znacajno ugroziti kako uspeh, tako i
prezivljavanje samog implantata (41, 42).

Zdravlje peri-implantnih tkiva ogleda se u odsustvu svih znakova inflamacije, od kojih je na
prvom mestu krvarenje gingive na provokaciju. Klini¢ki zdrava peri-implantna mukoza formira
¢vrstu vezu oko transmukoznih komponenti implantata, kao $to su suprastruktura ili protetski
rad (16). HistoloSke studije na zivotinjama pokazale su da se mukoza koja okruzuje implantat
u osnovi sastoji od vezivnog tkiva, €iji sastav 85% cine kolagena vlakna 1 elementi matriksa,
3% fibroblasti 1 5% krvni sudovi. Sa spoljasnje strane prekrivena je plocasto slojevitim epitelom
koji orozava. Unutrasnji sloj, koji je u kontaktu sa implantatom (odnosno suprastrukturom
implantata), razlikuje dva dela: koronarni deo koji ¢ine sulkusni epitel i tanka epitelna barijera
nalik pripojnom epitelu gingive i apikalni deo koji predstavlja zonu vezivnog tkiva koje je u
direktnom kontaktnu s povrSinom implantata (42, 43). Vaskularni pleksus slican
dentogingivalnom, znacajno je zastupljen u koronarnom segmentu peri-implantnog vezivnog
tkiva, lateralno od barijernog i sulkusnog epitela. Nasuprot tome, apikalna zona vezivnog tkiva
snabdevena je manjom koli¢inom krvnih sudova. Osnovna kolagena vlakna se u peri-
implantnoj mukozi pruzaju paralelno sa povrsinom dentalnog implantata, usidrena samo jednim
svojim krajem u alveolarnoj kosti (44, 45). U pogledu dimenzija zdrave peri-implantne mukoze,
Araujo i Lindhe su na osnovu dostupnih zivotinjskih i humanih studija, na poslednjem
konsenzusu zakljucili da njena visina iznosi 3-4 mm, od cega je epitel dugacak 2mm.
Istrazivanja su takode pokazala da je meko tkivo oko implantata manje rezistentno prilikom
sondiranja u odnosu na gingivu oko zuba, Sto se pripisivalo nedostatku cementa korena kao i
paralelnoj orijentaciji kolagenih vlakana u odnosu na povrsinu implantata.
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Prilikom transmukoznog sondiranja, dimenzije peri-implantne mukoze iznosile su 1 do 1,5mm
viSe u odnosu na gingivu odgovarajuceg zuba suprotne strane. Takode vece dimenzije su
detektovane kod pacijenata sa debljim parodontalnim fenotipom. Visina papile u regiji
implantata zavisi od visine potporne kosti, kao i kod prirodnih agonista. U zdravlju, izmedu
krune na implantatu i zuba papila iznosi < 5Smm, dok je detektovana srednja vrednost visine
inter-implantatne papile 3mm (46-50). S druge strane, podaci su o $irini keratinizovane gingive
su kontraverzni. Naime, jedna grupa autora tvrdi da dimenzija keratinizovane mukoze ne utice
na zdravlje implantata, dok sve vise njih pak sugerise da u slucaju Sirine keratinizovanog tkiva
< 2 mm, usled akumulacije biofilma, brze dolazi do propagacije inflamacije (51-55).

Pored mekotkivnog kompleksa implantata, veliki uticaj na sam uspeh 1 prezivljavanje
implantata ima pre svega koStano tkivo, odnosno veza koju ostvaruje sa njim. Histoloski
kostano tkivu bezubog grebena u vecoj meri €ine lamelarna kost 1 koStana srz (46% 1 23%),
pored Cega se u manjem procentu nalaze fibrozno tkivo 1 osteoid (12% 1 4%). Nakon ugradnje
implantata dolazi do formiranja ¢vrste veze izmedu implantata i kostanog tkiva. Ova veza
determinisana je kao oseointegracija, ,,direktna funkcionalna i strukturna veza izmedu Zive
kosti i povrSine optere¢enog implantata”(1, 38, 40, 56). Nakon ugradnje implantata i njegovog
opterecenja, javljaju se razliiti procesi modelacije 1 remodelacije okolnog koStanog tkiva,
tokom cCega dolazi do gubitka odredene koli¢ine krestalne kosti. Na gubitak krestalne kosti
mogu uticati razli€iti faktori, medutim 75% implantata nakon inicijalne faze zarastanja
oseointegrise, bez dalje kostane resorpcije. U najvecem broju slucajeva gubitak krestalne kosti
ne prelazi Imm, dok se 2mm i vise vec¢ pripisuju nekim patoloskim procesima (41). Bez obzira
Sto dubina sondiranja u regiji implantata zavisi 1 od visine gingivalnog kompleksa, a ne samo
nivoa kostanog tkiva, u zdravoj regiji ne iznosi vise od 5Smm (42). Pored toga, treba napomenuti
da zdravlje peri-implantnog tkiva moze postojati i nakon leCenja peri-implantitisa, ali sa
redukovanim nivoom kostane potpore (16).

Na osnovu svih ovih podatka, Renvert i autori su 2018. definisali peri-implantno zdravlje spram
slede¢ih parametara (16):

1. Odsustvo vizuelnih znakova inflamacije peri-implantnog tkiva (svetlo ruziCasta,
neotecena, rigidna mukoza, nasuprot crvenoj, otecenoj meke konzistencije);

2. Odsustvo profuznog krvarenja na provokaciju prilikom sondiranja;

3. Dubina sondiranja zavisi od visine mekotkivnog kompleksa u regiji implantata,
medutim povecanje dubine sondiranja u funkciji vremena kosi se za peri-implantnim
zdravljem;

4. lIzostanak gubitka kosti veceg od inicijalne resorpcije tokom zarastanja, koja ne sme biti
veca od 2 mm.
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Slika br. 1 — Sematski prikaz anatomo-histoloskih razlika izmedu prirodnog zuba i implantata
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1.3.2 Peri-implantni mukozitis

Prema poslednjoj svetskoj radionici, peri-implantni mukozitis definisan je kao ,,inflamatorna
lezija sluzokoze koja okruzuje endoosealni implantat bez gubitka potporne peri-implantne
kosti”. Reverzibilnog je karaktera, i1 nastaje najpre usled poremecaja homeostaze
mikroorganizama i domaéina na nivou mekog tkiva. Klinicki peri-implantni mukozitis
karakteriSe prisustvo osnovnih znakova inflamacije, od kojih je prvi krvarenje gingive na
provokaciju, medutim mogu se takode javiti enantem i otok, u odredenim slucajevima cak i
supuracija. Peri-implantni mukozitis smatra se prekursorom peri-implantitisa, stoga je veoma
vazno na vreme sprovesti terapijske mere u vidu eliminacije glavnog etioloskog faktora —
biofilma, kao i uspostavljanja njegove kontrole od strane pacijenta radi odrzavanja zdravog
tkiva (17, 32).

Klini¢ka definicija slucaja peri-implantnog mukozitisa (16):

1. Inspekcijom se uocavaju znaci inflamacije peri-implantnog tkiva — crvena, ote¢ena peri-
implantna mukoza meke konzistencije;

2. Prisustvo profuznog krvarenja i/ili supuracije na sondiranje;
3. Povecanje dubine sondiranja u odnosu na inicijalnu;

4. Nema gubitka kosStanog tkiva veceg od onog koje se deSava po ugradnji implantata,
nakon opterecenja (gubitak krestalne kosti do 2mm tokom procesa zarastanja).

Slika br. 2 — Prikaz klinickog slu¢aja peri-implantnog mukozitisa.
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1.3.3 Peri-implantitis

Peri-implantitis predstavlja oboljenje peri-implantnih tkiva koje je okarakterisano prisustvom
inflamacije peri-implantne mukoze koja je udruzena sa progresivnim gubitkom alveolarne kosti
(18, 37, 57). Smatra se da peri-implantitis nastaje progresijom peri-implantnog mukozitisa,
medutim egzaktan patogenetski mehanizam tranzicije iz jednog stanja u drugo jo$ uvek nije
jasno definisan. Gubitak kosti oko implantata u funkiciji koji je ve¢i od 2mm tokom prvih
godinu dana smatra se peri-implantitisom. 1z ovih razloga veoma je vazno pratiti sve promene
koje se desavaju na nivou peri-implantnih tkiva od samog pocetka, od ugradnje i postavljanja
protetskog rada, sa fokusom na prisustvo krvarenja na provokaciju ili supuracije jer oni mogu
biti prvi znaci ovog oboljenja. Takode vazno je i radiografski pratiti nivo alveolarne kosti oko
implantata (Slika br. 2) (18).

Definicija klini¢kog slu¢aja peri-implantitisa (16):

1. Inflamacija peri-implantnog mekog tkiva uz prisustvo krvarenja na provokaciju i/ili
supuracije;

2. Povecanje dubine sondiranja u odnosu na inicijalnu situaciju;

3. Progresivni gubitak kostanog tkiva oko implantata u prvih godinu dana od predavanja
protetskog rada uocljiv na radiogramu;

4. U odsustvu inicijalnih podataka, radiografski gubitak kosti > 3mm i/ili dubina
sondiranja > 6mm u kombinaciji sa profuznim krvarenjem na provokaciju definisu peri-
implantitis.

Slika br. 3 — Prikaz klinickog slucaja peri-implantitisa.
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1.3.4 Deficijencije ¢vrstih i mekih peri-implantnih tkiva

Nakon gubitka zuba, tokom procesa zarastanja dolazi do promena i ¢vrstih i mekih tkiva u
pogledu dimenzija, koje za posledicu mogu imati deficijenciju ovih tkiva. Nedostatak peri-
implantnog tkiva karakterisu gubitak marginalne kosti, kao i inflamacija ili recesija mekog tkiva
(58, 59). Ove promene mogu uzrokovati pojavu komplikacija i samim tim ugroziti implantat,
stoga zahtevaju tretiranje. Defekti ¢vrstih tkiva u regiji implantata mogu biti intra-alveolarni,
horizontalni i vertikalni defekti bezubog alveolarnog grebena, fenestracije i dehiscencije.
Deficit peri-implantnog mekog tkiva manifestuje se u vidu neadekvatnog kvaliteta i volumena,
odnosno nedostatka keratinizovanog tkiva (60-62). Razlikujemo faktore pre i nakon ugradnje
implantata koji doprinose razvoju deficijencija peri-implantnih tkiva (62, 63).

Uzroci nedostatka koStanog tkiva pre ugradnje implantata:
e Gubitak zuba,

e Trauma (uzrokovana ekstrakcijom zuba ili na drugi nacin),

Parodontitis,

Vertikalna fraktura korena zuba,

Infekcije endodontskog i drugog porekla,

Sistemska oboljenja koja uticu na kostanu morfogenezu,

Povecana pneumatizacija maksilarnog sinusa,

Kombinacija navedenih faktora.

Uzroci nedostatka koStanog tkiva nakon ugradnje implantata:

e Neadekvatna pozicija implantata,

Mehanicko preopterecenje,

Peri-implantitits,

Tanak fenotip mukoze,

Sistemska oboljenja,

Defekti u zdravom stanju nastali iz nepoznatih razloga.
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Faktori prisutni pre ugradnje implantata koji uticu na pojavu deficijencije mekog peri-
implantnog tkiva:

e Gubitak zuba,
e Parodontitis,

e Sistemska oboljenja.

Faktori nakon ugradnje dentalnog implantata koji mogu dovesti do deficijencije mekog tkiva:
e Nedostatak bukalne koStane lamele,
e Sirina i debljina keratinizovane gingive,
e Visina papile (implantat-zub / implantat-implantat),
e Migracija zuba,

o Skeletne promene koje nastaju u funkciji starenja organizma.
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1.4 Etiologija oboljenja implantata nastalih kao posledica bioloskih komplikacija

Novije studije pokazale su da mikroorganizmi biofilma imaju vaznu ulogu u etiologiji i
patogenezi peri-implantnih oboljenja (64). Slicno prirodnim zubima, na implantatima i
njihovim eksponiranim delovima takode se formira biofilm (16). Biofilm koji nastanjuje peri-
implantna tkiva i eksponirane povr$ine samog implantata sastoji se od Sirokog spektra
mikroorganizama koji mogu izazvati inflamaciju, i posledi¢nu progresivnu destrukciju
potpornih tkiva. Samo 30 minuta od ugradnje implantata, mikroorganizmi adheriraju na
njegovu povrSinu, a Kroz par meseci, u peri-implanthom tkivu razvija se zajednica
mikroorganizama slicna onoj oko prirodnih zuba (65). Kako parodontalna i peri-implantna
oboljenja dele brojne faktore rizika, i kako veéu i ¢eS¢u tendenciju ka komplikacijama pokazuju
implantati kod parodontoloski kompromitovanih pacijenata, parodontitis se moze posmatrati
kao jedan od faktora rizika za nastanak peri-implantnih oboljenja (18, 26, 27, 66). Kod prirodnih
zuba formiranje dentalnog plaka (biofilma) zapoc¢inje veoma brzo, ¢ak samo nekoliko minuta
nakon pranja zuba i odvija se u 3 faze:

1. Formiranje sekundarne (stecene) dentalne pelikule
2. Inicijalna (primarna) kolonizacija sekundarne dentalne pelikule mikroorganizmima

3. Sekundarna kolonizacija mikroorganizmima iz usne duplje — sazrevanje biofilma

Dentalni biofilm ¢ini sloZena zajednica mikroorganizama u matriksu glikoproteina. On
predstavlja bezbojnu i opalescentnu, organsku bakterijsku naslagu koja se akumulira na zubima,
mekim tkivima usne duplje, zubnim nadoknadama, ispunima, kao i ortodontskim aparatima i
drugim materijalima prisutnim u ustima kao $to su implantati. Cvrsto je vezan za povriinu zuba,
zbog Cega se isklju¢ivo moze ukloniti mehanicki. Razlikujemo supragingivalni i subgingivalni
dentalni biofilm. Supragingivalni biofilm se formira u gingivalnoj tre¢ini krunice zuba i u
direktnom je kontaktu sa slobodnom gingivom, dok je subgingivalni lokalizovan u gingivalnom
sulkusu ili gingivalnom i parodontalnom dzepu (67-69).

Odmah nakon c¢iS¢enja, povrsina zuba dolazi u kontakt sa produktima pljuvacke, gingivalne
teCnosti 1 bakterija i najpre se formira sekundarna, odnosno stecena dentalna pelikula. Rec je o
organskoj naslazi na povr$ini zuba nastaloj deponovanjem pozitivno naelektrisanih molekula
amilaza. Ovi pozitivno naelektrisani molekuli bivaju privuceni negativno naelektrisanim
jonima hidroksiapatita zuba (70). Uloge sekundarne pelikule ogledaju se u zastiti zuba od
isuSivanja 1 u redukciji atricije zuba usled mastikacije jer se ponasa i kao lubrikant. Takode,
veoma je dobra podloga za adheziju mikroorganizama iz usne duplje. Ste¢ena zubna pelikula
odrzava visoku koncentraciju kalcijuma, s toga ucestvuje i u remineralizaciji zuba (71, 72).
Pored stecene, razlikujemo i primarnu dentalnu pelikulu (Nasmyt-ovu membranu) koja se
formira u toku nicanja zuba, a iscezava kasnije usled abrazivnog dejstva hrane kada zubi
dostignu svoju punu funkciju (67).
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Veoma brzo nakon formiranja sekundarne zubne pelikule, zapocinje inicijalna kolonizacija
gram-pozitivnim mikroorganizmima. Gram-pozitivne koke i bacili se, pomoc¢u specifi¢nih
molekula koje poseduju na svojim povrSinama — adhezina i specijalnih vlaknastih produzetaka
— fimbrija, vezuju za steCenu dentalnu pelikulu (73). Nakon prvobitne adhezije, nastaje
nagomilavanje bakterija koje se dalje razmnozavaju, pa se kolonije $ire, uve¢avaju i medusobno
spajaju. U ovoj fazi formira se nezreli dentalni plak, u kome dominiraju anaerobni
mikroorganizmi, pretezno gram-pozitivne koke kao Sto su Streptococcus sanguinis,
Streptococcus oralis, Streptococcus mitis i bakterije iz roda Neisseria (68, 74). U uslovima
neadekvatne oralne higijene, nastavlja se dalje formiranje, odnosno sazrevanje dentalnog plaka.
Nezreli dentalni plak poput semipermeabilne membrane, propusta hranljive sastojke uglavnom
ugljene hidrate, ali i druge materije koje primarnim kolonizatorima sluze kao izvor energije
(67).

Sazrevanje dentalnog plaka karakteriSe sekundarna kolonizacija mikroorganizmima koja se
odvija od drugog do cetvrtog dana. Nakon adhezije primarnih kolonizatora, nastavlja se dalje
formiranje biofilma, umnozavanjem istih i koagregacijom sekundarnih mikroorganizama. Ove
bakterije imaju sposobnost da se vezu za primarni sloj i takode da to omoguce 1 organizmima
koji ne poseduju takve osobine. Vremenom se trosi kiseonik $to omogucava dalje naseljavanje
biofilma anaerobnim mikroorganizmima. Sekundarni kolonizatori su uglavnhom gram-
negativne bakterije kao §to su Actinomyces vrste, Capnocytophaga vrste, Prevotella intermedia
i Fusobacterium nucleatum. Koagregacija primarnih i sekundarnih kolonizatora omogucena je
proteinima 1 ugljenim hidratima koji se nalaze na membranama bakterijskih celija i pomocu
Van der Walls-ovih sila. Ovakva koagregacija koka i filamentoznih bakterija na
mikroskopskom nalazu daje specifiCan izgled dentalnom biofilmu koji podseca na ,klip
kukuruza’’ (75, 76). Ukoliko se ne ometa sazrevanje dentalnog plaka u periodu od 7 dana, menja
se njegov mikrobioloski profil, gde gram-negativne anaerobne bakterijske vrste pojac¢ano
kolonizuju sredinu. U ove mikroorganizme ubrajaju se Porphyromonas gingivalis,
Aggregatibacter actinomycetemcomitans i Treponema denticola. Na samo formiranje,
sazrevanje 1 mikrobioloski sastav dentalnog plaka mogu uticati razli¢iti faktori. Mikrobioloski
sastav biofilma zavisi od starosti plaka, njegove lokalizacije, elektrohemijske sredine, kao i
stanja parodoncijuma (67).

U sluc¢aju zubnih implantata, razlike u histoloskoj gradi potpornih tkiva zuba i implantata, Cine
sam implantat podlozniji nastanku infekcije. Za razliku od zuba implantati ne poseduju
periodoncijum i cement, usled ¢ega formiraju direktan kontakt sa koStanim tkivom
(oseointegracija) (77). Peri-implantna mukoza je strukturno sa¢injena od oralnog epitela sa
spoljasnje strane, kome sa unutrasnje odgovara sulkusni epitel. Oralni epitel je po gradi plocasto
slojeviti epitel koji orozava, dok je sulkusni plocasto slojeviti epitel bez orozavanja. Apikalnije
od njih, nalazi se pripojni epitel koji je po histoloskim karakteristikama sli¢an istoimenom oko
prirodnih zuba. Ovaj epitel udaljen je 1-1,5mm od kostanog tkiva od koga je odvojen vezivnim
tkivom koje takode ima odredene sli¢nosti sa onim u regiji prirodnih zuba. Medutim, kao $to je
ve¢ spomenuto, ove strukture su sliéne, ali ne i iste. Razlike se zapravo ogledaju u ¢elijskom
sastavu i orijentaciji kolagenih vlakana (43, 77, 78).
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Suprakrestalni tkivni pripoj implantata (raniji nazivan bioloska Sirina) ¢ine pripojni epitel i
vezivno tkivo. Pripojni epitel je u direktnom kontaktu sa glatkom povrSinom suprastrukture ili
implantata, sastoji se iz manje redova ¢elija i tanji je i duzi od pripojnog epitela oko prirodnog
zuba (43, 79). Zatim, usled nedostatka periodontalnog ligamenta, vaskularizacija je ograni¢ena
samo na supraperiostalne krvne sudove, a samim tim je limitirana i ekstravazacija nutrijenata i
¢elija imunog sistema koje imaju odbrambenu ulogu u ranoj fazi infekcije. Dodatno, kolagena
vlakna koja se nalaze u suprakrestalnom vezivnom tkivu oko implantata poreklom su iz periosta
alveolarne kosti. Ova vlakna organizovana su u najveéem broju paralelno, a poneka i
cirkumferencijalno u odnosu na povrsinu implantata (80). Pruzajuéi se u apiko-koronarnom
pravcu, prostiru se i prepliéu u mekom tkivu i ne uspostavljaju nikakvu vezu sa povrSinom
implantata. Jednim krajem nalaze se u kosti, dok se drugim zavr$avaju u mekom tkivu. Kod
prirodnih zuba u periodoncijumu kolagena vlakna orijentisana su perpendikularno, jednim
svojim krajem inserirana su u cement korena zuba, dok se drugim krajem nalaze u koStanom
tkivu. Ovakav polozaj snopova kolagenih vlakana kod zuba predstavlja uporiSte sulkusnom
epitelu, spre¢ava migraciju pripojnog epitela i ometa invaziju mikroorganizama u dublja tkiva
parodoncijuma (81). Snopovi vlakana u regiji prirodnih zuba pri¢vrs¢eni su za cement duz
Citave povrSine korena, stvarajuci vise odeljaka, koji predstavljaju multiple prepreke i na taj
nacin sprecavaju Sirenje i napredovanje oboljenja. Nasuprot tome, kod implantata postoji samo
jedan odeljak, safinjen od vlakana suprakrestalnog vezivnog tkiva koje okruzuje implantat.
Usled nastanka 1 razvoja parodontitisa, u regiji zuba u najve¢em broju slucajeva se formiraju
jasno lokalizovani supra- ili infrakostani defekti, dok je za peri-implantitis karakteristi¢nija
pojava cirkumferencijalnih kosStanih defekata ili kratera oko implantata (82). Ove razlike peri-
implantnu mukozu ¢ine slabijom fizickom barijerom protiv prodora mikroorganizama (65, 83,
84).

1.4.1 Oralni mikrobiom

Od samog rodenja humani organizam nastanjuju brojni mikroorganizmi koji zive u simbiozi sa
svojim domaéinom i imaju ulogu u njegovoj zastiti. Ovi saprofiti ucestvuju u mnogim
procesima koji se odigravaju u organizmu i na taj nacin grade na§ imuni sistem (85-
87). Mikrobna flora koze, digestivnog trakta, respiratornog trakta i usne duplje medusobno se
razlikuju bez obzira Sto se konstantan transfer mikroorganizama vrsi izmedu ovih sistema. Ova
raznolikost mikrobioloskih profila posledica je znacajnih fizioloskih 1 bioloskih razlika medu
samim sistemima (88).

Razvojem nauke u pogledu metoda za detekciju i raspoznavanje mnogobrojnih
mikroorganizama, poboljsalo se i znanje o oralnom mikrobiomu, njegovom uticaju na zdravlje
usne duplje i oboljenja koja se mogu javiti u njoj, kao i na sistemsko zdravlje (89, 90). U usnoj
duplji, mikroorganizmi mogu nastaniti razlicita tkiva, bogata raznovrsnim nutrijentima, dajuci
uslove za njihov razvoj, S§to doprinosi kolonizaciji razli¢itih mikrobnih zajednica. Kolonije
razli¢itih bakterijskih vrsta mogu se pronaci na razli¢itim mestima u usnoj duplji. Takode i u
uslovima zdravlja prisutne su idividualne varijacije mikrobioloskog profila (91-93).
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Poznavanje mikrobioloskog sastava usne duplje od znacaja je radi boljeg razumevanja njegove
uloge u razvoju oralnih oboljenja. Usna duplja je veoma kompleksan ekosistem sacinjen od
velikog broja razli€itih bakterijskih vrsta, ali takode i drugih tipova mikroorganizama kao §to
su virusi, gljivice, arheje i protozoe (94). Vise od 700 bakterijskih vrsta identifikovano je u
oralnim uzorcima. Ovi mikroorganizmi uglavnom zive u simbiozi sa doma¢inom, medutim u
odredenim situacijama mogu biti pokretaci mnogih oboljenja (95). Kvalitativne i/ili
kvantitativne promene oralnog mikrobioma mogu dovesti do disbioze, odgovorne za razvoj
oboljenja uzrokovanih mikroorganizmima (96). Kao i parodontalni dzepovi, peri-implantantni
dzepovi predstavljaju idealnu sredinu za rast i razvoj mikroorganizama, s anaerobnim uslovima
I nutrijentima prisutnim u gingivalnoj, odnosno peri-implantnoj te¢nosti (87).

1.4.2 Mikroorganizmi biofilma

Biofilm moZze nastaniti razli¢ite povrSine kao §to su prirodni materijali iznad i ispod zemlje,
plastika, metal, biljna i humana tkiva, kao 1 materijale od kojih su izradena medicinska
pomagala - implantati. Mikroorganizmi biofilma formiraju kolonije od kojih je svaka nezavisna
zajednica prilagodena sopstvenim potrebama za Zivot. Usna duplja kao vlazna sredina
predstavlja veoma povoljnu sredinu za rast i razvoj mnogih mikroorganizama, koji naseljavaju
mukozu 1 zubna tkiva formirajuéi raznovrsne trodimenzionalne, strukturno organizovane
zajednice koje nazivamo biofilm (97). Usled procesa keratinizacije mekih tkiva usne duplje, na
mukozi se ne zadrzava veca koliina, medutim, na ¢vrstim povrsina kao $to su zubna tkiva i
povrsine dentalnih implantata, biofilm se u ve¢oj meri moze formirati 1 akumulirati. Kao Sto je
pomenuto, smatra se da peri-implantitis ima sli¢nosti sa parodontitisom u pogledu odredenih
mikroorganizama, pre svega parodontopatogena iz dentalnog biofilma koji nastanjuju i peri-
implantni sulkus, a prepoznati su kao glavni uzro¢nici ovih oboljenja (98). Na sastav oralnog
mikrobioma uti¢e viSe faktora: oralna higijena, naCin ishrane i1 zivota pacijenta, sistemska
oboljenja, fizioloska stanja, kao i uzrast. PuSenje favorizuje prisustvo odredenih patogenih
mikroorganizama u biofilmu. Takode, dokazano je da su pojedini gram-negativni
mikroorganizmi u vecoj meri zastupljeni u dentalnom biofilmu obolelih od dijabetesa.
Mikrobioloski profil nije isti kod dece tokom nicanja zuba i u starosti sa smanjenim imunim
sposobnostima domacina. Prevalenca odredenih patogenih mikroorganizama u biofilmu moze
biti i hormonski uslovljena tokom trudno¢e (99, 100). Jednom uspostavljena mikrobioloSka
kompozicija biofilma stabilna je u funkciji vremena, medutim, svaka promena moze poremetiti
ravnotezu izmedu mikroorganizama i uzrokovati nastanak oboljenja. Dentalni biofilm formira
se ta¢no utvrdenim sledom dogadaja, Sto kao rezultat ima stvaranje funkcionalne zajednice
mikroorganizama, dok patogenost samog dentalnog biofilma odreduju specifi¢ne karakteristike
pojedinih mikroorganizama (101).

Socransky i saradnici (89) su pomocu klaster analize Kklasifikovali mikroorganizme
subgingivalnog biofilma po kompleksima razli¢itih boja. Klaster analiza je statisticka
istrazivacka tehnika koja se odnosi na otkrivanje jo§ uvek nepoznatih zajednica. Primarni cilj
ovakve analize jeste grupisanje, u ovom slu¢aju mikroorganizama sli¢nih karakteristika i
svojstva (102). Spram ovoga razlikuju se zuti, zeleni, ljubicasti, narandzasti i crveni bakterijski
kompleksi subgingivalne regije prikazani u Tabeli br. 4. Uloga ovih bakterijskih
mikroorganizama do sada je vrlo dobro utvrdena u etiopatogenezi parodontalnih oboljenja.
Mikroorganizmi crvenog i narandZastog kompleksa poznati su parodontopatogeni.
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Prilikom ispitivanja prevalence ovih mikroorganizama u odnosu na dubinu prisutnih dZepova,
vrste iz crvenog kompleksa bile su dominantnije. Zastupljenost bakterija Tannerella forsythia,
Porphyromonas gingivalis i Treponema denticola direktno je proporcionalna povecanju dubine
dzepa. Takode, sve vrste narandZastog kompleksa, pogotovo Prevotella intermedia i
Fusobacterium nucleatum, pokazale su znacajnu povezanost sa povecanjem dubine dzepova.
Suprotno tome, bakterije preostalih kompleksa nisu bile prevalentne u dubokim dzepovima.
Crveni kompleks 1 pojedinacne vrste ove grupe dovode se i u blisku vezu sa krvarenjem gingive
pri sondiranju (89).

Tabela 4 — Subgingivalni mikroorganizmi razvrstani po kompleksima

Zuti
kompleks

Streptococcus
mitis

Streptococcus
sanguis

Streptococcus
oralis

Streptococcus
gordoni

Streptococcus
intermedius

Bakterije Actinomyces naeslundii 2
nesvrstane u Selenomonas noxia
komplekse Agregatibacter actinomycetemcomitans serotip B
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1.4.3 Mikrobioloske karakteristike peri-implantne nise

Materijali koji se koriste u stomatologiji su plak prijemc¢ivi, zbog ¢ega je 1 povecan rizik od
nastanka oboljenja uzrokovanih dentalnim plakom, odnosno biofilmom (103). Nakon ugradnje
dentalnog implantata i postavljanja protetskih komponenti njegove povrsine izlozene oralnoj
sredini gotovo odmah oblozi salivarna pelikula. Salivarna pelikula predstavlja dobru podlogu
za adherenciju mikroorganizama iz usne duplje, usled cega najpre dolazi do adhezije primarnih
bakterijskih kolonizatora. Primarni kolonizatori pomocu receptora prisutnih na svojim
povrs§inama, dalje obezbeduju uslove za koadheziju kasnih (sekundarnih) kolonizatora (104).
Dok stecena dentalna pelikula koja prekriva zube ima zaStitnu ulogu, salivarna pelikula koja se
formira na stomatoloskim materijalima olakSava adheziju bakterija 1 sazrevanje biofilma.
Takode, fizicko-hemijske osobine materijala mogu uticati na formiranje pelikule kao i
kompoziciju mikroorganizama koji ¢e se vezati za nju (103). Bez obzira na do sada pokazane
mikrobioloske sli¢nosti u etiopatogenezi parodontalnih i peri-implantnih oboljenja, ipak postoje
odredene molekularne razlike u pelikuli koja oblaze metalne povrSine implantata i onoj koja
prekriva gled krunice zuba. Pokazalo se da titanijumske pelikule formirane u in vitro uslovima
sadrze proteine bogate prolinom, sekretorni imunoglobulin A (IgA), a-amilazu i mucine visoke
molekularne tezine. Od dentalne pelikule razlikuje se po nedostatku cistatina i mucina manje
molekularne tezine (105). Samim tim raznolikost taksonomskog sastava biofilma koji prekriva
implantate nije znacajna u prvim mesecima od ugradnje i siromasnija je od mikrobioma
susednih zuba (106). U ovoj fazi, bakterijske zajednice koje kolonizuju peri-implantnu nisu
uspostavljaju simbiozu sa domac¢inom i povezani su sa zdravljem peri-implantne regije. Ipak,
ukoliko su prisutni faktori koji promovisu rast biofilma, inflamatorni procesi bivaju inicirani,
usled Cega dolazi i do promene u sastavu mikrobioma peri-implantnog sulkusa. Modifikacije
mikrookruzenja zauzvrat rezultiraju mikrobioloskom disbiozom, progresijom inflamacije, $to
konac¢no remeti zdravlje peri-implantnih tkiva i funkcionalnost samih implantata (83, 107).

Ranije su se za identifikaciju mikroorganizama, prevashodno bakterijskih, povezanih sa peri-
implantnim infekcijama, naj¢esce koristile tehnike uzgoja zasnovane na anaerobnoj kulturi i
mikroskopiji faze kontrasta. Shodno tome, u peri-implanthom zdravlju uglavnom su
detektovane gram-pozitivne koke i nepokretni bacili. U lezijama peri-implantnog mukozitisa
ove metode pokazale su povecano prisustvo koka, pokretnih bacila i spiroheta, dok su kod peri-
implantitisa bile prisutne gram-negativne anaerobne vrste (108).

Molekularnim tehnikama za analizu genetskog materijala, kao Sto su lancana reakcija
polimeraze (engl. Polymerase chain reaction - PCR), fluorescentna in situ hibridizacija i
hibridizacija DNK-DNK ploce, preciznije su definisane vrste bakterija pronadene kod peri-
implantnih  oboljenja. Vrste pronadene ovom metodologijom bili su uobiéajeni
parodontopatogeni pripadnici crvenog kompleksa Porphyromonas gingivalis, Tannerella
forsythia i Treponema denticola, kao vrste iz narandzastog kompleksa Prevotella intermedia,
Bacteroides i Filifactor spp. (109-111). Takode, prisustvo Fusobacterium nucleatum-a se
navodi u studijama, medutim pojedini autori zakljucuju da ovaj mikroorganizam sa patogenima,
kao §to su Prevotella intermedia i Porphyromonas gingivalis koegzistiraju i u zdravlju i u
bolesti peri-implantnog tkiva sa ve¢om relativnom zastupljenos¢u na obolelim mestima (112).
Ovu tvrdnju podrzale su i studije koje su poredile mikrobiom zdravog i obolelog tkiva koje
okruzuje implantate, koje su takode peri-implantitis povezale sa visokim brojem bakterijskih
vrsta kao Sto su Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Fusobacterium nucleatum i
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (113).
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Skorija meta-analiticka studija je pomocu lan¢ane PCR metode pokazala veéu prevalencu
bakterija Aggregatibacter actinomycetemcomitans i Prevotella intermedia u biofilmu peri-
implantitisa u odnosu na zdrave implante. Nasuprot tome, nekoliko istrazivanja obuhvacenih
ovom meta-analizom, pokazali su prisustvo Actinomyces spp, Porphyromonas spp. and Rothia
spp. i kod zdravih, kao i kod uzoraka parodontopatije i uzoraka sa peri-implantitisom, na osnovu
cega je zakljuceno da nalazi ove meta-analize ne pokazuju dosledan i specifi¢an mikrobioloski
profil (114).

Pored bakterija, neki humani virusi iz porodice Herpes virusa, kao $to su Epstein-Barr virus
(EBV), Cytomegalovirus (CMV) i Herpes simpleks virus 1 (HSV 1), takode su identifikovani
kao stanovnici parodontalnih lezija (115). Ovi herpes virusi su pronadeni u znacajno veéem
broju kod parodontoloski kompromitovanih pacijenata u poredenju sa zdravim ispitanicima
(116). Virusno-bakterijska superinfekcija doprinosi destrukciji parodontalnih tkiva, sa uticajem
virusa na oslobadanje proinflamatornih citokina i aktivaciju osteoklastnih signalnih puteva
takode (115, 116). Pored toga, u porastu su i dokazi da u etiopatogenezi peri-implantnih
oboljenja ne ucestvuju samo anaerobne bakterije, ve¢ 1 virusi koji su isto tako odgovorni za
stimulanse koji izazivaju destrukciju tkiva sli¢énu onoj kao kod parodontitsa (117). Kod peri-
implantitisa, povecana je ucestalost humanih herpes virusa, §to utice na razvoj proinflamatornog
okruZenja koje karakteriSu povecani nivoi salivarnog faktora nekroze tumora alfa (engl. tumor
necrosis factor alpha - TNF-a) (118, 119). Osim toga visoka prevalenca EBV-a i CMV-a u peri-
implantnim lezijama povezuje se sa poc¢etkom i razvojem patoloskih dogadaja peri-implantnih
oboljenja (120, 121).

Takode, gljivice iz roda Candida predstavljaju vaznog stanovnika usne duplje i ¢esto se dovode
u vezu sa formiranjem biofilma na medicinskim implantatnim uredajima u koje spadaju i
dentalni implantati (122). Ve¢ je poznato da gljivice iz roda Candida koje su pronadene u
subgingivalnom oralnom biofilmu imaju ulogu u nastanku parodontitisa (123). Montelongo-
Jauregui i dr. procenjivali su ucestalost peri-implantnih oboljenja u odnosu na porast gljivice
Candida albicans i razli¢itih bakterijskih vrsti na titanijumskim diskovima i pokazali su da
korelacija ove gljivice sa odredenim bakterijama biofilma dovodi do pojave rezistencije na
antimikrobne lekove (124). Ovi rezultati mogu biti pokazatelj da Candida albicans igra
odredenu ulogu u etiopatogenezi peri-implantitisa, medutim ona jo$ uvek nije egzaktno
razjasnjena.
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1.4.4 Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis)

Ranije poznata kao Bacteroides gingivalis, a sada P. gingivalis, jedan je od glavnih
mikroorganizama, stanovnika subgingivalne regije usne duplje kod ¢oveka. Predstavlja gram-
negativnu, nepokretnu, asaharoliticku Stapicastu bakteriju. Obligatorni je anaerob, apsolutno
zavistan od gvozda i prilikom kultivisanja na plo¢ama krvnog agara formira crno-pigmentisane
kolonije (Slika br. 4) (125, 126). Energiju proizvodi fermentacijom aminokiselina, kako bi sebi
obezbedio opstanak u dubokoj subgingivalnoj regiji, gde je Secer slabo dostupan (127). P.
gingivalis kao obligatorini anaerobni mikroorganizam svrstava se u sekundarne kolonizatore
biofilma. Zajedno sa bakterijama Treponema denticola i Tanerella forsythia formira crveni
kompleks mikroorganizama po Sokranyskom koji je prisutan kod uznapredovalih parodontitisa
(89, 128).

Razlikuju se invazivni i neinvazivni sojevi P. gingivalis-a i u in vitro i in vivo uslovima, a
invazivni soj je pokazao veéu patogenu aktivnost (129, 130). U interakciji s ostalim
mikroorganizmima domacina, ova bakterija sintetiSe razliCite patogene faktore, tj. faktore
virulencije. Faktori virulencije predstavljaju specificne karakteristike mikroba koji doprinose
njihovoj sposobnosti da izazovu oboljenje kod domacina. Pomocu faktora virulencije P.
gingivalis prodire u gingivu, izaziva inflamaciju i na taj na¢in direktno ili indirektno dovodi do
destrukcije tkiva (131).

Slika br. 4 — P.gingivalis, crno-pigmentisane kolonije na agaru krvi; slika preuzeta iz rada Kah
Yan How i sar. 2016 (125)
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1.4.5 Fusobaterium species (spp.)

Fusobacterium spp. predstavlja rod gram-negativnih, striktno anaerobnih Stapicastih bacila.
V/rste ovog roda su normalni stanovnici orofaringealnog, gastrointestinalnog i genitalnog trakta
(132). Fusobacterium spp. izazivaju razli¢ite infekcije kod ljudi, medu kojima su i oboljenja
usne duplje. Glavni predstavnik ovog roda jeste bakterija Fusobacterium nucleatum,
oportunisticki patogen, stanovnik usne duplje. U zdravoj oralnoj sredini Fusobacterium
nucleatum moze uspostaviti simbiozu sa domac¢inom. Medutim, prilikom interakcije sa drugim
patogenima mogao bi da poremeti ravnotezu i dovede do teskih oralnih infekcija (133-135). U
usnoj duplji u procesu sazrevanja biofilma, Fusobacterium nucleatum se ponasa kao
intermedijarni mikroorganizam, vezujuci se za predstavnike gotovo svih kolonizatora i ranih 1
kasnih (136, 137). Izuzetna mo¢ adherencije udruZena sa invazivnim svojstvima ovog mikroba
predstavljaju vazan mehanizam koji izaziva infekciju kod domacina (138-140). Pored toga,
Fusobacterium nucleatum deluje i kao promoter koji poboljsava meduodnos nekih ranih i
kasnih kolonizatora. Neinvazivni mikroorganizmi mogu se transportovati u epitelne celije
domacina usled koagregacije sa Fusobacterium nucleatum-om (141). P. Gingivalis, priznati
parodontopatogen crvenog kompleksa koji ucestvuje u razvoju parodontitsa, dramati¢no je
inferioran po invazivnosti u odnosu na Fusobacterium nucleatum, koji se smatra virulentnijim
za Celije domacina (142, 143). Dokazano je da koinfekcija sa Fusobacterium nucleatum
pojacava invazioni kapacitet P. gingivalis-a u ¢elijama oralnog epitela (144). Posedujuci
osobine promotera, Fusobacterium nucleatum predstavlja jednog od klju¢nih patogenih
mikroorganizama u mesovitim infekcijama domacina (145).

Kasni kolonizatori
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Slika br. 5 — Fusobacterium nucleatum — Sematski prikaz ovog mikroorganizma kao
koagregatora primarnih i sekundarnih kolonizatora
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1.4.6 Humani herpes virusi

Do sada je uloga humanih herpes virusa pokazana kao zna¢ajna kada je u pitanju etiopatogeneza
oboljenja parodoncijuma , medutim uticaj u razvoju peri-implantnih oboljenja jo$ uvek se
ispituje. Prema podacima Svetske zdravstvene organizacije 90 % svetske populacije zarazeno
je nekim od virusa iz porodice Herpes virusa. Do danas je identifikovano osam razli¢itih tipova
humanog herpes virusa: herpes simpleks virusi tip 1 1 2 (HSV1 i HSV2), Epstein-Barr virus
(EBV), Citomegalovirus (CMV), varicela zoster virus (VZV) i humani herpes virusi 6, 7 i 8
(HHV-6, HHV-7 i HHV-8) (119). Ove viruse karakteriSe njihova sposobnost da se nakon
primarne infekcije organizma domacina $ire do ciljanih ¢elija gde opstaju i1 uspostavljaju
latentnu formu. Kasnije, usled slabljenja imunog odgovora, stresa ili drugih stimulansa iz
okoline, oni se ponovo aktiviraju izazivajuci rekurentnu infekciju usled ¢ega se moze zaraziti i
drugi humani organizam (146). Humani herpes virusi povezani su sa razli¢itim oralnim lezijama
i njihovo prisustvo dokazano je u razli¢itim ¢elijama kao $to su epitelne ¢elije i T i B limfociti
(116).

Visoka zastupljenost DNK molekula herpes virusa, kao §to su Epstein-Barr virus (EBV) i
cytomegalovirus (CMV) otkrivena je u uzorcima subgingivalnog dentalnog plaka kod pacijenata
obolelih od parodontitisa (147-149). Pokazano je da prisustvo ovih virusa u parodontalnim
lezijama menja imuni odgovor domacina, ¢ime se favorizuje kolonizacija subgingivalnog
biofilma parodontopatogenim mikroorganizmima. EBV u parodoncijumu napada B-limfocite,
dok CMV uti¢e na monocite/makrofage i T-limfocite. Infekcijom c¢elija koje ucestvuju u
specificnoj 1 nespecificnoj odbrani organizma, uslovljena je povecana produkcija
proinflamatornih citokina usled ¢ega nastaje destrukcija zahvacenih tkiva (148, 150, 151).
Prisustvo EBV-a i CMV-a u parodoncijumu povezano je sa poviSenim nivoima
parodontopatogena P. gingivalis i Actynobacillus actinomicetemcomitans (151). Obzirom na
ispitanu ulogu herpes virusa u parodontitisu, moze se pretpostaviti da zbog sli¢nog
patogenetskog mehanizma ovi virusi imaju impakt i kod peri-implantnih oboljenja. Studija
Jankovica i saradnika iz 2011. godine (120) potvrdila je visoku prevalencu EBV-a i CMV-a u
uzorcima subgingivalnog biofilma obolelih od peri-implantitisa, $to moze ukazati na njihovu
ulogu u etiopatogenezi ovog oboljenja. Takode razli¢ite studije pokazale su i da patogeni
potencijal ovih virusa zavisi od njihovog genotipa (152, 153). Spram polimorfizma alela u
latentnim genskim sekvencama koje kodiraju EBV nuklearni antigen 2 (EBNA2), razlikujemo
dva tipa EBV-a (EBV-1 i EBV-2). Humani CMV Kklasifikuje se u cetiri genotipa prema
glikoproteinu B - gB (gB I, II, 111 i 1V). Ispitivani u Krvi i urinu obolelih, sva Cetiri genotipa bila
su gotovo podjednako raspodeljena, a jedina razlika ogledala se u tome da gB tip I, u in vivo
uslovima ne inficira T limfocite (153). Podaci istrazivanja Wu-a i saradnika (154) jasno ukazuju
da su tipovi EBV-1i CMV gB-Il dominantaniji u subgingivalnim uzorcima biofilma obolelih od
parodontitisa. Takode, koinfekcija EBV-1 i CMV gB-1l usko je povezana sa inflamacijom i
destrukcijom parodoncijuma. Suprotno tome, EBV-2 i CMV gB-I genotipovi u vi§im nivoima
zastupljeni su kod parodontalno zdravih osoba (154).

Kada su u pitanju uzorci sakupljeni iz subgingivalne regije implantata, utvrdeno je da je nivo
genotipa 1 EBV-a znac¢ajno povisen kod peri-implantitisa u odnosu na peri-implantni mukozitis
1 zdrave kontrole. Takode, CMV gB-Il bio je znacajno viSe prisutan kod pacijenata sa peri-
implantitisom, nego kod ispitanika sa zdravim implantatima. Suprotno, prevalenca genotipa 2
EBV-a i genotipa gB-I CMV-a nije pokazala statisticku znacajnost medu uzorcima sa peri-
implantnim oboljenjima i onih iz regije zdravih implantata. Takode, isti istrazivaci uvideli su
da je kod peri-implantnog mukozitisa zastupljeniji bio EBV-1, dok je CMV gB-Il bio
dominantniji u lezijama sa peri-implantitisom (155).
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1.4.7 Candida albicans (C. albicans)

C. albicans, oportunisticki stanovnik usne duplje, predstavlja najcesce izolovanu gljivicu sa
povrsina oralne mukoze kod 75% zdravih osoba (156). Iako u oralnoj sredini najcesce zivi kao
saprofitni mikroorganizam (kvasnica), u odredenim okolnostima moze dovesti do teskih
infekcija usne duplje (157). C. albicans poznata je kao gljivica koja uglavnom kolonizuje
orofaringealnu i vaginalnu mukozu uzrokujuéi kandidiozu (158). Medutim, takode je opisana
kao zastupljeni patogen subgingivalne regije kod pacijenata obolelih od parodontitisa.
Prevalenca ove gljivice kod obolelih od parodontitisa u direktnoj je korelaciji sa tezinom
oboljenja, kao i pove¢anjem dubine sondiranja i gubitkom nivoa pripojnog epitela (123, 159,
160). S pojavom dentalnih implantata, C. albicans je istaknuta kao jedna od najcesce
zastupljenih gljivi¢énih vrsta peri-implantne regije (161). Sposobnost C. albicans da kolonizuje
titanijumske povrSine implantata pokazana je u radu Schwartz-a i saradnika gde je njena
zastupljenost na povrsini implantata bila ¢e$¢a i veca u odnosu na zube, 1 kod peri-implantitisa,
pa Cak i kod zdravih implantata (162). Virulencija C. albicans ogleda se u njenoj sposobnosti
da formira hife, Iu¢i hidroliticke enzime i aktivira imuni odgovor domacina, uzrokujuci
ekspresiju razli¢itih inflamatornih Celija i citokina koji dovode do destrukcije tkiva (163, 164).
Razvoj hifa i ekspresija faktora virulencije zavise od razlicitih faktora zivotne sredine kao Sto
su sadrzaj hranljivih materija i gasovita atmosfera (165, 166).

Prema novijim saznanjima prilikom transformacije iz kvasnice u hifu, C. albicans luci
citoliti¢ki peptidni toksin - kandidalizin (167, 168). Ovaj toksin ostecuje epitelne ¢elije i menja
imuni odgovor domacina (169). Takode, C. albicans oslobada i metalopeptidazu koja
razgraduje proteine mukozne barijere, kao Sto su kolagen, fibronektin i laminin (170).
Mikrobioloski profil usne duplje razlikuje vise od 100 gljivicnih vrsti, od kojih je ve¢inu
nemoguce kultivisati (171). Gljivice pored mukoze i zuba mogu adherirati i na druge povrsine
koje nisu organskog porekla a nalaze se u usnoj duplji kao Sto su ispuni, protetski radovi i
dentalni implantati. Istrazivanja su pokazala da je C. albicans zastupljenija u subgingivalnom
biofilmu implantata u odnosu na onaj koji prekriva suprastrukture i u slucaju oboljenja
pretpostavlja se da promene bakterijskog profila uticu na virulentnost ove gljivice (124, 172)
(Slika br. 6). Gljivica iz roda C. albicans igra vaznu ulogu u formiranju i stabilizaciji biofilma
na titanijjumskim povrSinama implantata, $to naknadno doprinosi razvoju i kolonizaciji
parodontopatogenih bakterija koje modifikuju imuni odgovor i dovode do destrukcije potpornih
tkiva zuba i/ili implantata (49).
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Slika br. 6 — Sematski prikaz promene virulentnosti Candide albicans u odnosu na lokalizaciju
u peri-implantnom prostoru (dubina sulkusa/dzepa)
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1.5 Patogeneza peri-implantnih oboljenja

Pored toga §to mikroorganizami doprinose nastanku peri-implantnih oboljenja, oni takode
podsticu imuni odovor domacina usled ¢ega se aktiviraju proinflamatorni medijatori i molekuli
razlicitih signalnih puteva koji u¢estvuju u remodelaciji potpornog tkiva parodoncijuma. Mnogi
proinflamatorni citokini su istrazivani, dok se neki od njih izdvajaju kao potencijalni “kljucni
faktori” kod peri-implantantnih oboljenja i imunog odgovora domacina. Destrukcija peri-
implantantnih tkiva dovodi se u vezu sa odgovorom citokina na produkte mikroorganizama
biofilma, kao $to su lipopolisaharidi i endotoksini. Rezultat ove interakcije karakteriSe izraziti
lokalni imuni odgovor domacina u tkivu (173). Jac¢ina imunog odgovora, kao i destrukcija tkiva
usled infekcije, zavisie od ravnoteZe izmedu proinflamatornih i antiinflamatornih citokina.
Zapravo, imuni odgovor domacina koncipiran je tako da citokini eksprimovani T pomo¢nic¢kim
(engl. T-helper — Th) limfocitima 1 (proinflamatorni) indukuju Celijski-posredovane procese,
dok citokini produkovani kao odgovor Th 2 limfocitnih ¢elija (antiinflamatorni) stimuliSu
produkciju antitela. Ovako ¢e se usled ekspresije razli¢itih citokina menjati i imuni odgovor
domacina (174, 175). Ovi medijatori inflamacije smatraju se vaznim faktorima u regulisanju
aktivnosti i diferencijacije osteoblasta i osteoklasta, odgovornih za kostanu remodelaciju (174-
176).

Aktiviranjem agresivnih enzima kao Sto je kolagenaza i drugih faktora inflamacije,
proinflamatorni citokini oste¢uju tkivo domacina (Slika br. 7). U ovoj grupi citokina izdvajaju
se interleukin 1 beta (IL-7p), interleukin 6 (IL-6), interleukin 12 (IL-12), interleukin 17 (IL-17),
interferon-gama (IFy) i faktor nekroze tumora-alfa (TNF-a) (177-180). IL-1f zaduZen je za
ekspresiju prostaglandina E2, koji je povezan sa koStanom resorpcijom kod parodontitisa, $to
je dokazano poviSenim nivoima oba medijatora u gingivalnoj crevikularnoj tec¢nosti obolelih
(181, 182). IL-6 moze samostalno ili udruzen sa drugim proinflamatornim citokinima takode
indukovati resorpciju kosti, a utvrdeno je i njegovo sinergisticko dejstvo sa IL-1f. Ispitivani u
regiji implantata iz uzoraka peri-implantne cervikularne te¢nosti, oba medijatora pokazala su
znatno vecu prevalencu kod peri-implantitisa u odnosu na zdrave regije (173, 183).
Uzorkovanje peri-implantne cervikularne te¢nosti Cesta je i veoma pogodna metoda za analizu
ovih molekula. Ova te¢nost predstavlja eksudat poreklom iz krvnih sudova gingivalnog sulkusa
oko implantata, sli¢nog je sastava kao gingivalna cervikularna te¢nost koja ispunjava sulkus
oko zuba. To je zapravo inflamatorni eksudat, koja sadrzi razlicite ¢elije odbrane i inflamatorne
medijatore, enzime i njihove inhibitore, kao i produkte nastale usled razgradnje tkiva (184, 185).
Takode, IL-17 se ¢esto dovodi u vezu kao medijator inflamacije, kada su parodontalna i peri-
implantna oboljenja u pitanju, a uz njega pominju se i prethodno navedeni IL-6 i IL-1/ (186,
187). Povecéana ekspresija nivoa IL-17 pronadena je i kod peri-implantnog mukozitisa i kod
peri-implantitisa (188). Medutim, povecanje ovog medijatora moze takode dovesti do povecane
produkcije drugih citokina sa daleko ve¢im uticajem na procese kostane remodelacije kao §to
je TNF-a (186). TNF-a jedan je od glavnih faktora inflamacije koji dovodi do o$te¢enja tkiva
aktiviranjem razli¢itih medijatora (189). U studijama koje su ispitivale oboljenja koja uti¢i na
kostanu morfogenezu, poput reumatoidnog artritisa i parodontitisa, TNF-a pokazao je
sposobnost da direktno podstakne resorpciju kosti, stimuliSuci aktivnost osteoklasta (177).
Rezultati studije Duarte-a i saradnika sugerisu da ovaj medijator ima vaznu ulogu u gubitku
kostanog tkiva i kod peri-implantitisa (190). Pored toga, TNF-a zajedno sa IL-17 indukuje
ekspresiju receptorskog aktivatora za nuklearni faktor kapa B liganda (RANKL), ¢ime
indirektno stimulisu gubitak kosti (191, 192).
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Slika br. 7 — Uticaj proinflamatornih citokina na meka i ¢vrsta peri-implantna tkiva
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Suprotno proinflamatornim, antiinflamatorni medijatori poput interleukina 10, interleukina 4 i
receptora antagoniste IL-1 (IL-10, IL-4 i1 IL1-RA) imaju ulogu da ograni¢e i suzbiju
inflamatorne procese, ¢ime Stite tkiva od dalje destrukcije (180, 193) (Slika br. 8). Produkovan
makrofagima, Th 2 i B limfocitima, IL-10 zaduzen je za inhibiciju produkcije proinflamatornih
citokina (194). Studija Casado i autora (195) pokazala je da su povecanje IL-10 i smanjenje
nivoa IL-/f u peri-implantnoj cervikularnoj te¢nosti u direktnoj vezi sa klinickim i
radiografskim parametrima koji karakterisu peri-implantno zdravlje. Imunomodulatorske ¢elije
i citokini predstavljaju okidace osteoklastne aktivnosti, i kod pacijenata sa progresivnom
formom peri-implantitisa mogu dovesti do gubitka implanta (196).
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Slika br. 8 - Uticaj antiinflamatornih citokina na meka i ¢vrsta peri-implantna tkiva
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Na kostanu remodalaciju kako kod parodontitisa, tako i kod peri-implantitisa takode utice i
sprega osteoprotezerin (engl. Osteoprotegerin - OPG) — RANKL ¢ija je ekspresija pod
kontrolom inflamatornih citokina i produkata mikroorganizama (190, 197). RANKL, kao
jedanaesti ¢lan superfamilije faktora nekroze tumora (drugi naziv TNSF11) predstavlja ligand.
Eksprimiran je od strane osteoblasta, fibroblasta, stromalnih ¢elija i T i B limfocita. Dejstvo
ostvaruje vezivanjem za receptor aktivatora za nuklearni faktor kapa B (RANK), koji se nalazi
na povrsini osteoklasta i na taj na¢in zapravo indukuje njihovu diferencijaciju i aktivaciju (198,
199). S druge strane, OPG, pripadnik iste familije kao i RANKL, ima suprotan efekat. OPG se
ponasa kao receptor mamac za RANKL. Deluje kao antagonista RANK-RANKL interakcije i tako
ispoljava inhibitoran efekat na diferencijaciju prekursora osteoklasta u zrele osteoklaste. Prema
tome, OPG promovise formiranje kosti inhibirajuci osteoklastogenezu (200, 201). RANKL i
OPG regulisu resorpciju alveolarne kosti pozitivnom ili negativnom stimulacijom RANK
receptora koji se nalazi na povrsini osteoklasta (202) (Slika br. 9). Ovo ukazuje na povezanost
izmedu aktivnosti osteoklasta i ravnoteze RANKL-OPG odnosa (180). Ovi medijatori koStane
remodelacije primeceni su kod destruktivnih koStanih oboljenja, ali 1 kod parodontitisa gde su
studije pokazale veci relativni odnos u nivoima RANKL-OPG sprege na mestima sa
parodontitisom u poredenju sa zdravim parodoncijumom (202). Vezivanjem RANKL-a za OPG,
sprecava se njegovo Vvezivanje za receptore na osteoklastima i dolazi do smanjenja resorpcije
kosti i ocuvanja kostane mase (203, 204). Takode, Costa i saradnici su u svojoj studiji prikazali
znacajno vecu ekspresiju u RANKL-OPG odnosu kod pacijenata sa peri-implantitisom koji
imaju istoriju parodontitisa (205). Pored toga i drugi autori istakli su ulogu RANKL i OPG
kostanih markera u prognozi, nastanku i progresiji peri-implantnih oboljenja (206).
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Slika br. 9 — Sematski prikaz RANKL-OPG sprege
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U skeletnom razvoju i procesima remodelovanja kosti, utvrdeno je da je ukljucen i Notch
signalni put (207, 208) (Slika br. 10). Re¢ je o sistemu ¢elijske signalizacije koji igra vaznu
ulogu u razli¢itim funkcijama celija kao §to su proliferacija, diferencijacija i apoptoza (209).
Zivotinjske i humane studije utvrdile su da ovaj signalni put podrazumeva Getiri Notch receptora
i pet Notch liganda. Razlikujemo Notch 1, 2, 3 i 4 receptore i Jagged 1, Jagged 2, Delta-like
1(DLL1), Delta-like 2 (DLL2) i Delta-like 4 (DLL4) ligande (210). To su transmembranski
proteini koji posreduju u ¢elijskoj komunikaciji. Notch 1 i Notch 2 receptori dominantni su kod
kostanih ¢elija. Vezivanjem Notch liganda jedne ¢elije za receptore druge Celije aktivira se
mehanizam koji, prvenstveno preko ekspresije target gena iz Hey i Hes genskih familija dovodi
do ispoljavanja efekata. U pogledu kostanog tkiva, re€ je o indirektnom uticaju na remodelaciju
kosti. Utvrdeno je uce$ée ovog signalnog puta u osteogenskoj diferencijaciji i indukciji
osteoklastogeneze (191, 211, 212). Ipak, delovanje Notch kaskade zavisno je od celijskog
konteksta, pa i njegovi efekti variraju u razli¢itim fazama sazrevanja éelije (207, 208). Notch 1
indukuje OPG, S§to za rezultat ima snizavanje RANKL-OPG odnosa i podsticanje
osteoblastogeneze, dok deficit Notch 1 mehanizma poveéava ovaj odnos i indirektno potencira
osteoklastogenezu. Suprotno Notch 2 pokazao je ulogu u supresiji osteoblastogeneze,
indukujuéi osteoklastogenezu posredovanu pove¢anom ekspresijom RANKL gena (207, 213).
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Slika br. 10 — Nocht signalizacija - vezivanjem Jagged ili DLL liganda za Notch receptore,
aktivira se Notch signalnog put, koji preko ekspresije target gena (Hes i Hey) ispoljava efekat.
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Celokupna kaskada koja povezuje sve prethodno navedene parametre, kao i njihov doprinos u
nastanku peri-implantantnih oboljenja, otvara brojna nova istrazivacka pitanja. Mikroorganizmi
u biofilmu, kao glavni etioloski uzro¢nici ovih oboljenja, iniciraju i odrzavaju inflamatorne
reakcije koje se prvo razvijaju u mukozi. Medutim, priroda samog imunog odgovora kao
reakcije na inflamaciju predstavlja glavnu odrednicu za nastanak oboljenja. Paradoksalno je da
ovi odbrambeni procesi, koji su primarno zastitni, uglavnom ostec¢uju tkiva domacina $to
dovodi do klini¢kih manifestacija oboljenja (214). Pokazano je u mnogim studijama da je
lokalni imuni odgovor domacina na peri-implantna oboljenja sa imunoloskog i biohemijskog
aspekta veoma sli¢an odgovoru kod parodontalnih oboljenja (215, 216). Ravnoteza izmedu
stimulativnih i inhibiSucih citokina, zajedno sa regulacijom ekspresije njihovih receptora i
signalnih kaskada odreduje nivo ostecenja peri-implantnih tkiva. Drugim re¢ima, ravnoteza
izmedu ovih medijatora na lokalnom nivou, koja utiCe na aktivnost lokalnih ¢elija da ih
produkuju, odreduje nivo destrukcije tkiva (216). Detekcija citokina koje proizvode i
oslobadaju imunoefektorske celije kao odgovor na stimulaciju bioloSkih agenasa moze
predstavljati dobru strategiju za pracenje stanja peri-implantnih tkiva.
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2. CILJEVI

Radna hipoteza istrazivanja:

Izmenjeni nivoi ekspresije molekula Notch signalnog puta, poveéana ekspresija
proinflamatornih citokina i narusen odnos izmedu medijatora kostane remodelacije, kao i veca
zastupljenost patogenih mikroorganizama prisutni su kod pacijenata sa peri-implantnim
oboljenjima.

Na osnovu radne hipoteze definisani su i ciljevi istrazivanja:

1. U laboratorijskim uslovima, primenom metode kvantitativne lan¢ane reakcije
polimeraze u realnom vremenu (engl. quantitative real time polymerase chain reaction
— gPCR) utvrditi zastupljenost oralnih mikroorganizama (bakterija Porphyromonas
gingivalis i Fusobacterium spp, Epstein-Barr virusa i gljivice Candida albicans) u
uzorcima peri-implantantne te¢nosti uzorkovane kod pacijenata sa peri-implantitisom,
peri-implantnim mukozitisom i oko zdravih implantata.

2. Odrediti relativni nivo genske ekspresije molekula Notch signalnog puta -
receptora Notch 1 i Notch 2, liganda Jagged 1, kao i unutarcelijskih molekula Hes 1 i
Hey 1 u istim uzorcima.

3. Odrediti relativni nivo genske ekspresije proinflamatornih citokina - TNF-a, IL-
17, IL-1p i IL-6 u istim uzorcima.

4. Odrediti relativni nivo genske ekspresije medijatora koStanog remodelovanja
RANKL i OPG.
5. Utvrditi eventualno postojanje korelacije izmedu nivoa ekspresije ovih molekula

i mikroorganizama u navedenim uzorcima.

6. Utvrditi eventualno postojanje korelacije izmedu navedenih mikroorganizama i
parodontoloskih klinickih parametara.
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3. METODOLOGIJA

3.1 Dizajn studije i odabir pacijenata

Na Klinici za parodontologiju i oralnu medicinu Stomatoloskog fakulteta Univerziteta u
Beogradu sprovedena je prospektivna kontrolisana klinicko-laboratorijska studija koja je
obuhvatila 102 ispitanika. Laboratorijski deo istrazivanja sproveden je u Laboratoriji za
humanu molekularnu genetiku Stomatoloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu. IstraZivanje
je prethodno odobreno od strane Etickog komiteta Stomatoloskog fakulteta u junu 2021. godine,
pod rednim brojem 36/15. Studija je sprovedena prema protokolu Edinburske revizije Helsinske
deklaracije. Nakon potpisivanja informisanog pristanka, ispitanici odabrani prema
kriterijumima za ukljucivanje 1 isklju¢ivanje iz studije podeljeni su u tri grupe.

Kriterijumi za ukljucivanje u studiju bili su:

1. Pacijenti oba pola, stariji od 18 godina,

2. Pacijenti Klinike za parodontologiju i oralnu medicinu Stomatoloskog fakulteta
u Beogradu voljni da ucestvuju u istrazivanju i koji su potpisali informisani pristanak, a
kod kojih je postavljena dijagnoza peri-implantitisa i peri-implantnog mukozitisa, kao i
oni sa zdravim implantatima,

3. Pacijenti koji minimum tri meseca pre uklju¢ivanja u studiju nisu primali
antibiotsku terapiju bilo koje vrste,

4. Sistemski zdravi pacijenti,

5. Nepusaci ili pusaci do 10 cigareta/dan (engl. “light smokers”).

Kriterijumi za iskljucenje iz studije bili su:

1. Prisustvo sistemskih oboljenja koja utiCu na parodoncijum 1 koStani
matabolizam (nekontrolisani  diabetes melitus, karcinom, imunodeficijencija,
metabolicka koStana oboljenja),

2. Pacijenti koji su na imunosupresivnoj, antiinflamatornoj ili antiresorptivnoj
terapiji,

3. Pacijenti kojima je u poslednjih 6 meseci sprovedena parodontalna ili peri-
implantna terapija,

4. Pacijenti koji su u poslednjih mesec dana koristili teCnosti za ispiranje usta sa
antiplak ucinkom,

5. Trudnoca 1 laktacija.

Prvu test grupu ¢inilo je 40 pacijenata sa peri-implantitisom (Pl grupa), drugu test grupu 32
pacijenta sa peri-implantnim mukozitisom (PM grupa), dok je tre¢u, kontrolnu grupu ¢inilo 30
pacijenata, koji poseduju zdrave implantate (I grupa). Svi pacijenti uklju¢eni u studiju imali su
ugraden najmanje jedan implantat, koji je barem godinu dana u funkciji. U slu¢aju prisustva
viSe od jednog implantata, izabran je onaj sa najteZom klinickom slikom. Nije bilo ograni¢enja
u pogledu titanijumskih endoosealnih implantata i protetskih rekonstrukcija, medutim
cirkonijumski, zigomatiéni i pterigoidni implantati nisu uzimani u obzir.
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Dijagnoza je postavljana na osnovu Klasifikacije parodontalnih i peri-implantnih oboljenja i
stanja ustanovljene na svetskoj radionici 2017. godine:

e Pl grupa:
-Prisustvo krvarenja i/ili supuracije prilikom sondiranja,

-Dubina sondiranja >6 mm, nivo kosti >3 mm apikalnije u odnosu na najkoronarniju
poziciju vratnog dela implantata (63).

e PM grupa:
-Prisustvo krvarenja i/ili supuracije prilikom sondiranja, sa ili bez povecanja dubine
sondiranja u odnosu na prethodnu posetu,

-Bez gubitka kosti na radiogramu u odnosu na vrat implantata (63).

e | gupa:
-Odsustvo klini¢kih znakova inflamacije,

-Odsustvo krvarenja i/ili supuracije prilikom sondiranja,
-Bez povecanja dubine sondiranja u odnosu na poslednju posetu,

-Bez gubitka kosti (63).

3.2 Prikupljanje klini¢kih podataka i uzorkovanje peri-implantne sulkusne te¢nosti

Prilikom klini¢kog pregleda u evidencioni karton svakog ispitanika belezeni su parodontoloski
klini¢ki parametri: dubina sondiranja (DS), nivo ivice gingive (NIG), nivo pripojnog epitela
(NPE), krvarenje na provokaciju (KNP), plak indeks (PI) i supuracija (SUP) (Slika br. 11).
Parametri su mereni parodontalnom sondom (UNC-15 Hu-Friedy, Chicago, IL) u Sest tacaka
oko svih zuba i implantata (meziobukalno, mediobukalno, distobukalno, meziolingvalno,
mediolingvalno i distolingvalno). Parametri izmereni oko implantata razlikovali su se po
sufiksu u vidu malog latini¢nog slova i (DSi, NIGi, NPEi, KNPi, PIi i SUPi). Nakon pregleda i
postavljanja odgovaraju¢e dijagnoze po gore navedenim Kriterijumima, uzorkovana je peri-
implantantna te¢nost u regiji odabranog implantata svakog pacijenta. Sakupljanje uzorka vrseno
je pomocu papirnih poena (PerioFlow, Amityville, NY). Nakon uspostavljanja (relativno) suvog
radnog polja primenom vaterolni i mlaza vazduha, u peri-implantantni dzep ili sulkus
aplikovana su po tri papirna poena (broj 30 — oznaceni plavom bojom) na period od 30 sekundi.
Postupak se ponavljao jo§ jednom u istoj regiji u cilju dobijanja duplikata uzoraka (187, 217,
218). Papirni poeni su zatim spremani u sterilne ependorf tubice ispunjene rastvorom za
stabilizaciju RNK (RNAlater Stabilization Solution, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA)
(Slike br. 121 13). Tubice su preko noéi skladistene na temperature od 2 °C do 8 °C, nakon ¢ega
je rastvor ekstrahovan i uzorci su dalje ¢uvani na -80 °C do vrSenja planiranih laboratorijskih
analiza.
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Slika br. 11 - Primer evidencionog kartona u kome su beleZeni ispitivani klinicki parametri

Slika br. 12 - Postupak uzimanja uzorka peri-implantne cervikalne te¢nosti pomocu papirnih
poena

37



4

Slika br. 13 - Spremanje sakupljenog uzorka u ependorf tubice ispunjene rastvorom za
stabilizaciju RNK

3.3 Sprovodenje kauzalne faze terapije

Nakon dijagnostickog postupka i uzorkovanja, kod svih pacijenata sprovedena je nchirurska
(kauzalna) faza terapije parodontitisa i peri-implantnih oboljenja po nacelima Full-mouth
disinfection protokola (219). Full-mouth disinfection protokol podrazumeva uklanjanje svih
¢vrstih 1 mekih supragingivalnih i subgingivalnih naslaga u jednoj ili 2 posete u okviru 24h
ultrazvuénim aparatom i ru¢no parodontalnim kiretama. Nakon instrumentacije najpre se jezik
Cetkao 1% gelom hlor-heksidina u trajanju od 60 sekundi, nakon ¢ega su pacijenti ispirali usta
i grlo sa 0,2% rastvorom hlor-heksidina takode 1 minut. Dodatno, pacijentima je propisivan isti
rastvor za kuénu upotrebu 2 puta dnevno u trajanju od 2 nedelje. U odnosu na klinicku sliku i
dijagnozu po potrebi je propisivana i odgovarajuca antibiotska terapija. Svaki pacijent dobio je
instrukcije o pravilnom odrzavanju oralne higijene.
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3.4 Postupak izolovanja RNK i DNK molekula

Papirni poeni su potapani u TRIzol™ reagens (Invitrogen, Carlsbad, CA) uz dodatak
hloroforma, nakon ¢ega su muckani 15 sekundi, a zatim centrifugirani kako bi se izvrsila
separacija smese u tri faze. Donja, fenol-hloroform faza sa srednjom interfazom koris¢ena je za
izolovanje DNK molekula odakle je primenom metode kvantitativne lancane reakcije
polimeraze u realnom vremenu (engl. quantitative real time polymerase chain reaction — gPCR)
analizirano prisustvo odabranih mikroorganizama. 1z gornje bezbojne vodene faze
ekstrahovana je RNK. Ekstrakcija DNK iz organske faze vrSena je pomocu rastvora koji se
sastoji od guanidin tijocijanata, natrijum citrata i tris pufera. Po dodatku rastvora, kako bi se
DNK dovela u vodenu fazu tubice su muckane i centrifugirane. Naredni korak podrazumevao
je najpre precipitaciju DNK molekula izopropanolom, nakon cega je sledilo ispiranje 70%
etanolom. Postupak se zavrSavao suSenjem DNK na vazduhu i rastvaranjem pomoc¢u TE (tris-
EDTA) pufera, nakon ¢ega su tubice skladistene na —20°C. 1z uzorka RNK je uz pomo¢ enzima
reverzne transkriptaze (primenom komercijalno dostupnih kitova) dobijena komplementarna
DNK, koja je kori$¢ena kao “matrica” za qPCR.

3.5 Analiza mikroorganizama primenom gPCR metode

Kvantitativna gPCR analiza bakterija Porphyromonas gingivalis i Fusobacterium spp, Epstein-
Barr virusa i gljivice Candida albicans vrsena je koris¢enjem SsoAdvanced™ univerzalog
SYBR® green supermiksa (Bio-Rad Laboratories, CA, USA) i specifi¢éno dizajniranih
oligonukleotidnih prajmera karakteristicnih za svaku od odabranih vrsta (Tabela 5). Krive
topljenja generisane su u svakom qPCR testu kako bi se potvrdila specifi¢nost amplifikacije i
svi uzorci su radeni u duplikatu. Uporedo sa umnozavanjem delova genoma mikroorganizama,
u zasebnim tubicama umnozavao se region interne kontrole, humanog gena za prostaglandin
transporter (hPGT). Relativni nivoi mikroorganizama iskazani su kao tzv. RQ vrednost (engl.
Relative quantity) koja se rac¢una kao 2"(-ACt) (220, 221).
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Tabela 5 - Prajmeri kori$¢eni za qPCR analizu mikroorganizama

Ime prajmera Sekvenca prajmera (5’ — 3°)
PG F ACCTTACCCGGGATTGAAATG
PG R CAACCATGCAGCACCTACATAGAA
Fspp F TGTCATTCTTCCAAAAATATCA
Fspp R AGATCAAGAAGGACAAGTTGCTGAA
EBV F AAACCTCAGGACCTACGCTGC
EBV R AGACACCGTCCTCACCAC
CAF GGATCGCTTTGACAATGG
CAR GCGGGTAGTCCTACCTGATTT
hPGT F ATCCCCAAAGCACCTGGTTT
hPGT R AGAGGCCAAGATAGTCCTGGTAA

PG - Porphyromonas gingivalis; Fspp — Fusobacterium spp; EBV - Epstein—Barr virus; CA - Candida
albicans; hPGT - human prostaglandin transporter; F- engl. Forward; R —engl. Reversed

3.5 Analiza relativne ekspresije odabranih gena gq°PCR metodom

Ekspresija proinflamatornih citokina TNF-a, IL-17, IL-1beta i IL-6, receptora Notch 1 i Notch
2, liganda Jagged 1 i unutarcelijskih molekula Hes 1 i Hey 1, kao i RANKL i OPG analizirana
je primenom metoda reverzne transkripcije i q°PCR metodom. Za gPCR analizu kao i kod
kvantifikacije mikroorganizama koris¢ena je SYBR green boja uz odgovarajuce prajmere
(Tabela 6). U svakoj qPCR reakciji, osim umnozavanja segmenata ispitivanih gena, umnozavan
je i deo gena za gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenazu (engl. glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase - GAPDH), pa su nivoi ekspresije iskazani kao relativne vrednosti u odnosu na

ekspresiju GAPDH.
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Tabela 6 - Prajmeri kori$¢eni za qPCR analizu odabranih gena

Gen Sekvenca prajmera (5’ —3’)
Notch 1 F AGCCTCAACATCCCCTACAA
Notch 1R CCACGAAGAACAGAAGCACA
Notch 2 F AAAAATGGGGCCAACCGAGAC
Notch 2 R TTCATCCAGAAGGCGCACAA
Jagged 1 F CGGGATTTGGTTAATGGTTATC
Jagged 1R ATAGTCACTGGCACGGTTGTAGCAC

Hes1F TCAACACGACACCGGATAAA
Hes1R CCGCGAGCTATCTTTCTTCA
Hey 1F CGAGGTGGAGAAGGAGAGTG
Hey 1R CTGGGTACCAGCCTTCTCAG
TNF-o F CCTGCCCCAATCCCTTTATT
TNF-a R CCCTAAGCCCCCAATTCTCT
IL-17 F TGAAGGCATGTGAAATCGAGA
IL-17 R CAATGACCTGGAATTACCCAA
IL-1B F ACAACAGGAAAGTCCAGGCTA
IL-1BR TGGCAGAAAGGGAACAGAA
IL-6 F TACATTTGCCGAAGAGCC
IL-6 R GTGAGGAACAAGCCAGAGC
RANKL F CAGAAGATGGCACTCACTGCA
RANKL R CACCATCGCTTTCTCTGCTCT
OPG F GGAACCCCAGAGCGAAATACA
OPGR CCTGAAGAATGCCTCCTCACA
GADPH F TCATGACCACAGTCCATGCCATCA
GADPHR CCCTGTTGCTGTAGCCAAATTCGT

GADPH - gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenazu (engl. glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase);
IL- interleukin; OPG — OsteoproteZerin (engl. osteoprotegerin); RANKL — (engl. receptor activator of
nuclear factor kappa B ligand); TNF — faktor nekroze tumora (engl. tumor necrosis factor); F- engl.
Forward; R — engl. Reversed.
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3.6 Statisticka obrada podataka

Statisticka analiza sprovedena je primenom SPSS statistiCkog paketa (engl. Statistical Package
for Social Science, version 22.0; SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Deskriptivna statistika
prikazana je kao srednja vrednost + standardna devijacija. Za kategoricke podatke kori$éen je
Hi-kvadrat test (y). Normalnost raspodele ispitivana je Kolmogorov - Smirnov testom za
ispitivanje normalnosti. Sve tri grupe razlikovale su se po broju pacijenata i nisu se ponasale po
tipu normalne raspodele, stoga su dalje koris¢eni neparametarski testovi za statisticku analizu.
Za komparaciju sve tri grupe koris¢en je Kruskal-Wallis H-test, dok je poredenje izmedu svake
dve grupe pojedinacno vrSeno Mann—-Whitney U-testom. Spirmanovim koeficijentom
korelacije (p) ispitivana je medusobna korelacija izmedu relativnih nivoa istraZivanih
mikroorganizama, kao 1 njthova korelacija sa relativnom genskom ekspesijom istraZivanih
gena. Univarijantnim 1 multivarijantnim modelom linearne regresije utvrdivani su prediktori
promena vrednosti klini¢kih parametara. Statisti¢ki znac¢ajnim smatrane su p vrednosti koje su
iznosile manje od 0,05.
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4. REZULTATI

4.1 Demografski podaci

U studiji je ucestvovalo ukupno 102 pacijenta, 61 muskog i 41 zenskog pola (Slika br. 14). U
pogledu distribucije po polovima, nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika izmedu PI, PM i1
grupe (Pirsonov Hi-kvadrat test, p = 0,090). Kada su godine u pitanju (Slika br. 15), u PI grupi
srednja vrednost + standardna devijacija bile su statisti¢ki znacajno veée u poredenju sa PM i1
grupama (Kruskal-Wallis H-test, p = 0,000). Takode, implantati iz PI grupe bili su u funkciji
znacajno duze u odnosu na preostale implantate (Kruskal-Wallis H-test, p = 0,000) (Slika br.
16). Svi navedeni podaci prikazani su u Tabeli 7.

@ muski pol

M Zenski pol

Slika br. 14 — Raspodela polova medu grupama; PI — peri-implantitis; PM — peri-implantni
mukozitis; | — zdravi implantati.

43



Starost pacijenata

a0

=14}

a0

40

30

0 Pl PM |

Slika br. 15 — Srednja vrednost + standardna devijacija starosti pacijenata u godinama; Pl — peri-
implantitis; PM — peri-implantni mukozitis; | — zdravi implantati.
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Slika br. 16 — Srednja vrednost * standardna devijacija vremena implantata u funkciji; Pl — peri-
implantitis; PM — peri-implantni mukozitis; | — zdravi implantati.
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Tabela 7 — Prikaz srednje vrednosti + standardna devijacije i statisticke razlike u odnosu na pol,
starost pacijenata i funkciju implantata u vremenu kod PI, PM i | grupe

D vrednost

21/11 27/13 13/17 0,090?
Godine (SV £ SD) 58,47 + 10,03 45,45 + 14,627 43,53 +11,178 0,000°

Implanti u funkciji b

(godine; SV + SD) 7,875 £ 3,6345 3,775 £ 2,380 4,117 + 2,2271 0,000
P1 — Peri-implantitis; PM — peri-implantni mukozitis; | - zdravi implantati; SV + SD — srednja vrednost
+ standardna devijacija; N (engl. number) — broj ispitanika; a — Pirsonov Hi-kvadrat test (2), zna¢ajno
za p<0,05; b - Kruskal-Wallis H-test, znacajno za p<0,05.

U celokupnom uzorku pacijenata, bilo je 25 parodontoloski zdravih, 77 sa parodontitisom 1 4
totalno bezuba pacijenta. Raspodela po grupama bila je nesto drugacija, PI grupu ¢inilo je 29
pacijenata sa parodontitisom, 2 potpuno bezuba i samo jedan pacijent sa zdravim
parodoncijumom. U PM grupi 31 pacijent imao je dijagnozu parodontitisa, 7 nije i 2 su imala
samo implantate prisutne u ustima. U grupi sa zdravim implantatima svi pacijenti imali su zube,
od Cega je trineaestoro bilo parodontoloski kompromitovano, a 17 potpuno zdravih. Svi bezubi
pacijenti bili su implantatno-protetski rehabilitovani u potpunosti (Slika br. 17).

O parodontitis

B parodontoloski
zdravi

(1 totalno bezubi

Plgrupa PMgrupa |grupa

Slika br. 17 - Raspodela pacijenata po grupama u odnosu na parodontalno zdravlje (parodontitis,
parodontoloski zdravi i totalno bezubi pacijenti implantatno-protetski rehabilitovani); Pl — peri-
implantitis; PM — peri-implantni mukozitis; | — zdravi implantati.
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4.2 Klini¢ki parametri

Klini¢ki parametri na nivou usne duplje i oko implantata analizirani su deskriptivhom statikom.
Razlika izmedu klinickih parametara na nivou Citavih usta pokazala je statisticku znacajnost
izmedu sve tri grupe (Kruskal-Wallis test, p<0,001; Tabela 8). Poredenjem svake 2 grupe
Mann-Whitney U-testom (Tabela 8), dobijene su znacajne razlike u vrednostima dubine
sondiranja izmedu PI i I grupe (p<0,001), zatim izmedu PM 1 I grupe (p<0,001), kao i izmedu
Pl i PM grupe (p=0,003), sto se moze uociti na slici br. 18. Isti obrazac ponavljao se i
poredenjem dobijenih vrednosti NPE, KNP i PI izmedu grupa (Slike br. 19, 201 21).

Tabela 8 - Srednja vrednost + standardna devijacija klini¢kih parametara na nivou Citave usne
duplje kod peri-implantitisa (P1), peri-implantnog mukozitisa (PM) i pacijenata sa zdravim
implantatima (1).

Klinicki

: | PM p vrednost
parametri p vrednost **

Vo) (N=32) (N=40) *

Plvsl p<0,001
341+0,67 295+0,62 2,32+0,39 <0,001 PMvs | p<0,001
Pl vs PM p=0,003
Plvsl p<0,001
361+1,09 291+090 2,23+0,65 <0,001 PMvs | p<0,001
Pl vs PM p<0,006
Plvsl p<0,001
0,64+021 047+0,20 0,10+0,09 <0,001 PMvs | p<0,001
Pl vs PM p=0,001
Plvsl p<0,001
0,63+0,25 0,51+021 0,17+0,14 <0,001 PMvs | p<0,001
Pl vs PM p=0,001

SV + SD - srednja vrednost + standardna devijacija; DS — dubina sondiranja; NPE — nivo pripojnog
epitela; KNP — krvarenje na provokaciju; Pl — plak indeks; N (engl. number) — broj ispitanika; * p
vrednost - Kruskal-Wallis test, znac¢ajno za p<0,05; ** p vrednost - Mann—Whitney test, znacajno za
p<0,05.
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p < 0,001

p = 0,003

Dubina sondiranja

Pl PM |

Slika br. 18 — Dubina sondiranja na nivou ¢itave usne duplje; poredenje pacijenata sa peri-
implantitisom (P1), peri-implantnim mukozitisom (PM) i sa zdravim implantatima (1).

p < 0,001

40 l l

p < 0,006

3.5

p <0,001

3.0

25

Nivo pripojnog epitela

20

Pl PM J

Slika br. 19 — Nivo pripojnog epitela na nivou ¢itave usne duplje; poredenje pacijenata sa peri-
implantitisom (P1), peri-implantnim mukozitisom (PM) i sa zdravim implantatima (1).
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p < 0,001

p =0,001
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Slika br. 20 — Krvarenje na provokaciju na nivou Citave usne duplje; poredenje pacijenata sa
peri-implantitisom (P1), peri-implantnim mukozitisom (PM) i sa zdravim implantatima (I).

p < 0,001
07 [ p_0,001 l

06 p <0,001
05

04

Plak indeks

03

0.2

01

0.0

Pl PM ]

Slika br. 21 — Plak indeks na nivou ¢itave usne duplje; poredenje pacijenata sa peri-
implantitisom (P1), peri-implantnim mukozitisom (PM) i sa zdravim implantatima (1).
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Rezultati prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija dobijeni na nivou implantata
nalaze se u Tabeli 9. Klini¢ki parametri na nivou implantata takode su pokazali statisticki
znacajnu razliku medu sve tri grupe (Kruskal-Wallis test, p<0,001), kao i poredenjem svake dve
grupe zasebno (Mann-Whitney U-testom), sto je prezentovano u Tabeli 9 i na slikama br. 22,
23, 24, 251 26. Jedino se izmedu PI i PM grupe na nivou implantata nisu statisticki znacajno
razlikovali podaci dobijeni za KNPi (p=0,669) i Pli (p=0,121) (Slike br. 24 i 25).

Tabela 9 - Srednja vrednost + standardna devijacija klini¢kih parametara na nivou implantata
kod peri-implantitisa (Pl), peri-implantnog mukozitisa (PM) i pacijenata sa zdravim
implantatima (1).

Klinicki

: Pl PM I
parametri p*

Vo) (N=32) (B (N=30)

Pl vs1 p<0,001

DSi 4,71+091 334+045 208+042 <0,001 PMvsl p<0,001
Pl vs PM p<0,001

Plvsl p<0,001

NPEi 506+136 2,76+0,71 1,77+£050 <0,001 PMvsl p<0,001
Pl vs PM p<0,001

Plvsl p<0,001

KNPi 0,83+0,26 0,88+0,16 022+0,07 <0001 PMvsl p<0,001
Pl vs PM p=0,669

Plvsl p<0,001
- 069+032 060+030 005+009 <0001 PMvsl p<0,001
Pl vs PM p=0,121
Plvsl p=0,002
0,22+0,29 0,93+0,13 0 <0,0056 PMyvsl p=0,002
Pl vs PM p=0,047

SV = SD - srednja vrednost + standardna devijacija; DSi — peri-implantna dubina sondiranja; NPEi —
peri-implantni nivo pripojnog epitela; KNPi — peri-implantno krvarenje na provokaciju; Pli — peri-
implantni plak indeks; SUPi - peri-implantna supuracija; N (engl. number) — broj ispitanika; * p vrednost
- Kruskal-Wallis test, znacajno za p<0,05; ** p vrednost - Mann—-Whitney test, znacajno za p<0,05.
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0 < 0,001
[ p<0,001 |

DSi

Pl PM |

Slika br. 22 — Peri-implantna dubina sondiranja (DSi); poredenje pacijenata sa peri-
implantitisom (P1), peri-implantnim mukozitisom (PM) i sa zdravim implantatima (1).

p < 0,001
° p < 0,001 l
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Slika br. 23 — Peri-implantni nivo pripojnog epitela (NPEi); poredenje pacijenata sa peri-
implantitisom (P1), peri-implantnim mukozitisom (PM) i sa zdravim implantatima (1).
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Slika br. 24 — Peri-implantno krvarenje na provokaciju; poredenje pacijenata sa peri-
implantitisom (P1), peri-implantnim mukozitisom (PM) i sa zdravim implantatima (1).

p < 0,001
[ |

0.7 p < 0,001

Pli

Pl PM |

Slika br. 25 — Plak indeks u regiji implantata; poredenje pacijenata sa peri-implantitisom (P1),
peri-implantnim mukozitisom (PM) i sa zdravim implantatima (1).
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p = 0,002
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Slika br. 26 — Supuracija u regiji implantata; poredenje pacijenata sa peri-implantitisom (PI),
peri-implantnim mukozitisom (PM) i sa zdravim implantatima (1).

4.3 Prevalenca patogenih mikroorganizama kod peri-implantitisa, peri-implantnog
mukozitisa i pacijenata sa zdravim implantatima

Statisticki znacajna razlika medu grupama detektovana je za P. gingivalis (p=0,022) i
Fusobacterium spp. (p=0,023). Poredenjem svake dve grupe zasebno, signifikantne vrednosti u
prevalenci P. gingivalis bakterije dobijene su izmedu PI i I grupe (p=0,012), kao i izmedu PI i
PM grupe (p=0,026) (Slika br. 27), dok je p vrednost bila veca od 0,05 izmedu PM i I grupe.
Takode Fusobacterium spp. je znacajno zastupljeniji bio kod obolelih implantata (PI i PM), u
odnosu na zdrave kontrole (1), sa vrednostima p=0,041 i p=0,008 respektivno (Slika br. 28).
EBV i C. albicans nisu bili znacajno detektovani u uzorcima pacijenata (Slike br. 29 i 30).
Srednje vrednosti * standardna devijacija i medijana, kao i statisticki rezultati prikazani su u
tabeli 10.
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p=0.012
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804 —_—

M |
Slika br. 27 - Srednja vrednost + standardna devijacija relativnih nivoa bakterije

Porphyromonas gingivalis kod pacijenata sa peri-implantitisom (PI), peri-implantnim
mukozitisom (PM) i sa zdravim implantatima (1).
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Slika br. 28 - Srednja vrednost + standardna devijacija relativnih nivoa bakterije Fusobacterium
spp kod pacijenata sa peri-implantitisom (Pl), peri-implantnim mukozitisom (PM) i sa zdravim
implantatima (1).
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Slika br. 29 - Srednja vrednost + standardna devijacija relativnih nivoa Epstein-Barr virusa
(EBV) kod pacijenata sa peri-implantitisom (PI), peri-implantnim mukozitisom (PM) i sa
zdravim implantatima (1).

0.08+
0.06+
0.04+
0.02:

\

LA 4

0.004+

C.albicans

0.002+

0.000+

Pl PM |

Slika br. 30 - Srednja vrednost + standardna devijacija relativnih nivoa gljivice Candida
albicans (C.albicans) kod pacijenata sa peri-implantitisom (PI), peri-implantnim mukozitisom
(PM) i sa zdravim implantatima (1).
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Tabela 10 — Prikaz zastupljenosti patogenih mikroorganizama kod pacijenata sa peri-
implantitisom (PI), peri-implantnim mukozitisom (PM) i sa zdravim implantatima () - srednja
vrednost + standardna devijacija i medijana.

Grupa SV +SD Medijana p* p **
PI 25.625 +59.311 0.103 Plvsl p=0,012
P.gingivalis PM 8.312 + 29.073 0.005 0,022 PMvsl p>0,05
I 2.618 + 13.833 0.004 Plvs PM p=0,026
Pl 121.455 + 183.265 43.878 Plvsl p=0,041
Fusobacterium
PM 103.640 + 143.515 49.181 0,023 PMvsl p=0,008
= I 86.122 + 195.607 13.498 Plvs PM p>0,05
Pl 0.583 + 1.047 0.085 Plvsl p>0,05
PM 0.296 + 0.944 0.053 0,230 PMvsl p>0,05
I 0.454 + 0.876 0.081 Plvs PM p>0,05
PI 0.002 + 0.009 0.000 Plvsl p>0,05
C. albicans PM 0.001 £ 0.003 0.000 0,790 PMvsl p>0,05
I 0.011 + 0.057 0.000 Plvs PM p>0,05

SV + SD - srednja vrednost + standardna devijacija; P.gingivalis — Porphyromonas gingivalis;
Fusobacterium spp. — Fusobacterium species; EBV — Epstan-Barr virus; C. albicans — Candida
albicans; * p vrednost - Kruskal-Wallis test, znac¢ajno za p<0,05; ** p vrednost - Mann—Whitney test,
znacajno za p<0,05.
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4.4 Ekspresija molekula Notch signalnog puta kod pacijenata sa peri-implantitisom, peri-
implantnim mukozitisom i zdravim implantatima

Analizirani su relativni nivoi genske ekspresije molekula Notch signalnog puta u sve tri grupe
(Tabela 11). Kod pacijenata sa peri-implantitisom uoceno je znacajno smanjenje nivoa relativne
ekspresije Notch 1 gena u odnosu na pacijente za zdravim implantatima (p=0,018; Slika br. 31).

Pored toga, povecanje relativne ekspresije Hey 1 gena kod ovih pacijenata bilo je znacajnije u
odnosu i na PM i I grupu (p=0,003 i p=0,001; Slika br. 32).

Tabela 11 — Prikaz srednje vrednosti * standardne devijacije molekula Notch signalnog puta
kod pacijenata sa peri-implantitisom (PI), peri-implantnim mukozitisom (PM) i sa zdravim
implantatima (1).

Grupa SV +SD p*
PI 0,029+0,064
Notch 1 PM 0,010+0,015
I 0,040+0,134

PI 0,029+0,064
Notch 2 PM 0,059+0,275 0,319
| 0,038+0,096
PI 0,036+0,134
Jagged 1 PM 0,021+0,067 0,433
| 0,051+0,195
PI 0,033+0,097
Hes 1 PM 0,038+0,130 0.974
| 0,057+0,149
Hey 1 PI 0,013+0,049
PM 0,009+0,038 0,001
| 0,006+0,019

SV = SD - srednja vrednost + standardna devijacija; * p vrednost - Kruskal-Wallis test, znac¢ajno za
p<0,05.
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Slika br. 31 — Grafi¢ki prikaz nivoa relativne genske ekspresije Notch 1 gena kod pacijenata sa
peri-implantitisom (P1), peri-implantnim mukozitisom (PM) i sa zdravim implantatima (1).

Notch 1

0.08x 1 p=0.001 |
I |
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Slika br. 32 — Graficki prikaz nivoa relativne genske ekspresije Hey 1 gena kod pacijenata sa
peri-implantitisom (P1), peri-implantnim mukozitisom (PM) i sa zdravim implantatima (1).
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4.5 Ekspresija proinflamatornih citokina i medijatora koStane remodelacije u PI, PM i I
grupama

Evaluacijom ekspresije proinflamatornih citokina medu grupama, PI grupa pokazala je visoke
vrednosti nivoa TNF-a (p=0,001) i IL-17 (p=0,025) u odnosu na PM grupu (Slike br. 33 i 34).
Takode povisena vrednost TNF-a uocena je i poredenjem PI i1 grupe, ali bez statisticki znacajne
razlike (p=0,079). Analizom relativnog nivoa genske ekspresije IL-/4 u okviru svih grupa
uocena je statisticki znacajna razlika (p<0,05). Ovaj inflamatorni medijator u najvec¢oj meri bio
je zasupljen kod peri-implantitisa, dok je njegov najmanji nivo registrovan u uzorcima zdravih
implantata (Slika br. 35). Takode, znacajno visi nivo genske ekspresije u PI grupi imao je IL-6
u odnosu na PM i I grupu (p=0,011 i p=0,003; Slika br. 36). Poviseni nivoi ekspresije RANKL
molekula javili su se u PI grupu 1 statisticki znacajno su se razlikovali od nivoa zabeleZenih u
PM (p=0,006) i I (p=0,024) grupama (Slika br. 37). Nivo ekspresije OPG gena nije pokazao
znacajnost medu grupama. Rezultati srednje vrednosti + standardne devijacije analiziranih gena
prikazani su u tabeli 12.

0.8 . p=0.001

0.6

TNF-a

T;

Slika br. 33 — Grafi¢ki prikaz nivoa relativne genske ekspresije TNF-a (tumor nekrozis faktor
alfa) gena kod pacijenata sa peri-implantitisom (PI), peri-implantnim mukozitisom (PM) i sa
zdravim implantatima (1).

Pl

58



0.25+

0.20+

0.151 ' I

0.10

0.05

o_og]_; : ) | -_
PI PM I

Slika br. 34 — Graficki prikaz nivoa relativne genske ekspresije IL-17 (interleukin 17) gena kod
pacijenata sa peri-implantitisom (PI), peri-implantnim mukozitisom (PM) i sa zdravim
implantatima (1).

IL-17

IL-18

PI PM I

Slika br. 35 — Graficki prikaz nivoa relativne genske ekspresije I1L-14 (interleukin 1 beta) gena
kod pacijenata sa peri-implantitisom (Pl), peri-implantnim mukozitisom (PM) i sa zdravim
implantatima (1).
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Slika br. 36 — Graficki prikaz nivoa relativne genske ekspresije IL-6 (interleukin 6) gena kod
pacijenata sa peri-implantitisom (PI), peri-implantnim mukozitisom (PM) i sa zdravim
implantatima (1).
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Slika br. 37 — Graficki prikaz nivoa relativne genske ekspresije RANKL (receptor aktivator za
nuklearni faktor kapa B liganda) gena kod pacijenata sa peri-implantitisom (Pl), peri-
implantnim mukozitisom (PM) i sa zdravim implantatima (1).
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Tabela 12 — Prikaz srednje vrednosti + standardne devijacije proinflamatornih citokina i
medijatora kostane remodelacije kod pacijenata sa peri-implantitisom (PI), peri-implantnim

mukozitisom (PM) i sa zdravim implantatima (1).

Grupa
Pl
PM
|
Pl
PM
|
Pl
PM
|
Pl
PM
|
Pl
PM
|
Pl
OPG PM
|

SV +£SD
0,184+0,463
0,052+0,095
0,107+0,196
0,023+0,037
0,010+0,025
0,047+0,164
0,767+2,224
0,373+1,116
0,103+1,116
0,126+0,514
0,024+0,058
0,010+0,021
0,056+0,137
0,036+0,149
0,012+0,032
0,020+0,055
0,249+1,282
0,074+0,345

0,076

<0,001

0,005

0,009

0,498

SV + SD - srednja vrednost + standardna devijacija; TNF-o. - Tumor nekrozis faktor alfa; IL-17 -
Interleukin 17; IL-1p - Interleukin 1 beta; IL-6 - Interleukin 6; RANKL - Receptor aktivator za nuklearni
faktor kapa B liganda; OPG — Osteoprotezerin (enlg. osteoprotegerin); * p vrednost - Kruskal-Wallis

test, znacajno za p<0,05;

4.6 Korelacija izmedu ispitivanih mikroorganizama i genske ekspresije molekula Notch
signalnog puta, proinflamatornih citokina i medijatora kostane remodelacije RANKL i

OPG

Na nivou ¢itavog uzorka uocena je negativna korelacija izmedu C. albicans i relativnog nivoa
genske ekspresije Hey 1 molekula (p=—0,292; p=0,003), dok je pozitivhu korelaciju ovaj
mikroorganizam pokazao sa OPG medijatorom ko$tane remodelacije (p=0,202; p=0,042)

(Tabela 13).
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Tabela 13 — Korelacija mikroorganizama i nivoa relativne genske ekspresije ispitivanih
molekula

P.ging F.spp EBV (OF: 1))
- p -0,059 -0,031 0,075 -0,179
Notch 1
p 0,555 0,755 0,452 0,071
- p 0,084 -0,016 0,002 -0,179
Notch 2
p 0,400 0,877 0,987 0,072
p -0,006 0,032 0,119 0,026
- p 0,954 0,751 0,232 0,792
p -0,071 0,006 0,049 -0,106
- p 0,475 0,948 0,626 0,290
p 0,126 0,045 -0,017 -0,292%*
- p 0,208 0,654 0,865 0,003
p -0,125 0,117 -0,048 -0,099
- p 0,210 0,243 0,628 0,321
p -0,06 0,113 0,014 -0,091
- p 0,548 0,259 0,892 0,362
p 0,067 0,104 -0,092 -0,017
- p 0,503 0,299 0,359 0,866
p 0,048 -0,105 -0,058 -0,124
p 0,634 0,292 0,566 0,213
p 0,007 0,074 0,152 -0,059
- p 0,947 0,463 0,127 0,557
p 0,139 -0,038 -0,04 0,202*
p 0,163 0,705 0,691 0,042

P.ging - Porphyromonas gingivalis ; F.spp - Fusobacterium species ; EBV - Epstan-Barr virus; C.alb -
Candida albicans; IL- interleukin; RANKL — engl. receptor activator of nuclear factor kappa B ligand,;
OPG - engl. osteoprotegerin; TNFa — engl. tumor necrosis factor alpha.
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Znacajna pozitivna korelacija izmedu nivoa Fusobacterium spp. i nivoa genske ekspresije TNF-
a pronadena je u PI grupi (p=0,419; p=0,017), dok je negativna korelacija otkrivena izmedu
gljivice C. albicans i Hey 1 relativne ekspresije gena (p=—0,565; p=0,001) (Slika br. 38). Pored
toga, primecena je pozitivna korelacija u PM grupi izmedu prisustva bakterije P. gingivalis i
ekspresije Notch 2 gena (p=0,316; p=0,047) (Slika br. 39). Dodatno, zna¢ajna negativna
korelacija uocena je u | grupi izmedu nivoa C. albicans i relativne genske ekspresije Notch 1
(p=0,397; p=0,030) i Hey 1 gena (p=—0,536; p=0,002) (Slika br. 40).

F.spp
EBV
C.alb
Notch 1
Notch 2
Jagged 1
IL-17
IL-1B
RANKL
OPG

P.ging
Hes 1
Hey 1
TNF-a
IL-6

P.ging 1.0

F.spp
EBV
C.alb 0.5
Notch 1
Notch 2
Jagged 1
Hes 1 F 10
Hey 1
TNF-a
IL-17
IL-1B - 1-0.5

IL-6
RANKL
OPG 10

~Jagged 1

~P.ging
~F.spp
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~Hey 1
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~1L-6
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Slika br. 38 - Toplotna mapa korelacionog matriksa izmedu analiziranih mikroorganizama i
gena u PI grupi; gore — Spearman-ovi koeficijenti korelacije (p), dole - p vrednosti.
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Slika br. 39 - Toplotna mapa korelacionog matriksa izmedu analiziranih mikroorganizama i
gena u PM grupi; gore — Spearman-ovi koeficijenti korelacije (p), dole - p vrednosti.
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Slika br. 40 - Toplotna mapa korelacionog matriksa izmedu analiziranih mikroorganizama i
gena u | grupi; gore — Spearman-ovi koeficijenti korelacije (p), dole - p vrednosti.
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4.7 Mikroorganizmi i klini¢ki parametri

Vrsena je procena korelacije izmedu ispitivanih mikroorganizama i klini¢kih parametara
izmerenih na nivou cele usne duplje i na nivou implantata (Tabela 13). Utvrdena je statisticki
znaCajna pozitivna korelacija bakterije P. gingivalis sa vrednostima DS (p=0,207; p=0,037) i
KNP (p=0,297; p=0,002). Takode, nivo Fusobacterium spp. bio je u pozitivnoj korelaciji sa
vrednostima NPE (p=0,224; p=0,024), KNP (p=0,262; p=0,008) i PI (p=0,228; p=0,021).
Kada su u pitanju zabelezeni klini¢ki parametri na nivou implantata, znacajna pozitivha
korelacija primecena je izmedu zastupljenosti P. gingivalis i izmerenom DSi (p=0,221;
p=0,033), NPEi (p=0,238; p=0,016) i KNPi (p=0,327; p=0,001). Takode relativni nivoi
Fusobacterium spp. bili su u pozitivnoj korelaciji sa vrednostima DSi (p=0,220; p=0,026) i
KNPi (p = 0,233; p = 0,018). S druge strane, nije pronadena znacajna korelacija izmedu
prevalence EBV i C. albicans i evaluiranih klini¢kih parametara.

Model univarijantne linearne regresije je pokazao da je P. gingivalis prediktor DSi (p=0,011;
prilagoden R?=0,063), kao i NPEi (p=0,049; prilagodeno R2?=0,038). Suprotno tome,
Fusobacterium spp. nije impliciran kao prediktor dubine sondiranja i nivoa pripojnog epitela
oko implantata (p > 0,05).

Tabela 14 — Prikaz korelacije izmedu ispitivanih mikroorganizama i klini¢kih parametara na
nivou cele usne duplje i na nivou implantata
DS NPE KNP PI DSi NPEi KNPi PIi

p 0,207% 0,177 0,297** 0,145 0,211* 0,238* 0,327** 0,191
p 0037 0075 0,002 0,138 0,033 0,016 0,001 0,055
p 0,192 0,224*% 0,262** 0,228* 0,220 0.5  0,233* 0,189
p 0054 0,024 0,008 0,021 0,026 0,132 0,018 0,057
p -0,059 -0,026 0,043 0,051 0,071 0,005 -0,023 0,093
p 0553 0,796 0,667 0,609 0479 0960 0,817 0,355
p 0,005 0,08 -0,075 0,007 -0,049 -0,017 -0,032 0,019
p 096 0423 0,454 0943 0,625 0,864 0,749 0,851

P.g. - Porphyromonas gingivalis ; F.spp - Fusobacterium species ; EBV - Epstan-Barr virus; C.alb. -
Candida albicans; DSi — peri-implantna dubina sondiranja; NPEi — peri-implantni nivo pripojnog
epitela; KNPi — peri-implantno krvarenje na provokaciju; Pli — peri-implantni plak indeks; p —
koeficijent korelacije; * Korelacija je znacajna na nivou 0,05 (dvorepi test); ** Korelacija je znacajna
na nivou 0,01 (dvorepi test).

F.spp

EBV

C.alb.
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5. DISKUSIJA

Oboljenja peri-implantnih tkiva uzrokovana bioloskim komplikacijama predstavljaju infekcije
heterogenog porekla uzrokovane najceSce parodontopatogenim bakterijama crvenog i
narandzastog kompleksa, nekultivisanim asaharolitickim gram-pozitivnim i gram-negativnim
bacilima i nesto rede oportunistickim mikroorganizmima (222).

Ova studija bavila se istrazivanjem prisustva dva dobro poznata parodontopatogena u peri-
implantnom sulkusu zdravih implantata, odnosno dzepu obolelih od peri-implantitisa i peri-
implantnog mukozitisa. Ovi oralni patogeni igraju vaznu ulogu u razvoju parodontalnih i peri-
implantnih oboljenja (222-224). Pokazano je da infekcija izazvana udruzenim odnosom
bakterija P. gingivalis i Fusobacterium spp. pojacava inflamatorni odgovoror domacina i na
taj na¢in dovodi do veéeg gubitka kostanog tkiva (225). Prisustvo P. gingivalis u parodoncijumu
cak 1 u maloj koli€ini inhibiSe normalan mehanizam odbrane domacina menjaju¢i odnos
mikroorganizama i sastav normalno prisutnog mikrobioloskog profila. Usled ovakve disbioze
dolazi do preoptere¢enja imunog odgovora domacina, $to za posledicu ima nastanak oboljenja
(96). Pored toga, Fusobacterium spp. ponasa se kao ,,most* izmedu primarnih i sekundarnih
kolonizatora, stoga povecanje ovog mikroorganizma ima uticaj na stepen ozbiljnosti
parodontalnog i peri-implantnog oboljenja (140, 226, 227). Rezultati ove studije pokazali su
vecu zastupljenost P. gingivalis bakterije kod peri-implantitisa u odnosu na uzorke zdravih
implantata i onih zahvacenih peri-implantnim mukozitisom, dok je prevalenca Fusobacterium
spp. bila ve¢a kod obe grupe obolelih u poredenju sa zdravom. Sli¢no ovim zapazanjima, U
prethodnim studijama P.gingivalis registrovan je c¢eS¢e na mestima peri-implantitisa u
poredenju sa zdravim implantatima (228-230). Rezultati ovog istrazivanja u skladu su sa ranijim
studijama u kojima se navodi znacajno prisustvo Fusobacterium spp. u pocetnim fazama
inflamacije peri-implantnog tkiva. Pored toga i P. gingivalis i Fusobacterium spp. javljaju se
kao dominantne vrste u regiji implantata sa loSom prognozom (229).

Takode, osim bakterija ispitivana je i prevalenca gljivice C. albicans oportunisti¢kog patogena,
kao i EBV-a iz porodice herpes virusa kod pacijenata sa obolelim i zdravim implantatima. C.
albicans je najzastupljenija gljivica iz roda Kandida prisutna u oralnoj sredini. Najcesce se
dovodi u vezu sa proteznim stomatitisom ili gljivicnim oboljenjem usne duplje kod
imunokompromitovanih pacijenata. U sistematskom preglednom radu u kojem je proucavan
uticaj C. albicans na peri-implantitis, de Mendoza i saradnici zaklju¢ili su da je ova gljivica Cest
stanovnik peri-implantnog sulkusa i zdravih i obolelih implantata, ali da je ipak u najve¢em
broju slu¢ajeva bila prisutna kod obolelih od peri-implantitisa. Uzgred, prevalenca C.albicans
u peri-implantnoj crevikularnoj te¢nosti pokazala je i povezanost sa prisustvom poznatih
parodontopatogena, medu kojima je i P.gingivalis (231). Ovi podaci samo sugeri$u na njeno
ucesce u etiologiji oboljenja implantata, medutim bez verodostojnih dokaza. Sli¢éno navedenom,
prevalenca C.albicans nije znac¢ajno varirala medu grupama u ovom ispitivanju.

Kada je EBV u pitanju, dobro je poznato da je njegov put prenosa pljuvackom, i tokom Zivota
vise od 90% populacije biva zarazeno njime (232). Prisustvo ovog virusa utvrdeno je u
subgingivalnoj regiji obolelih od parodontitisa i s obzirom na slicnu etiopatogenezu ovih
oboljenja javila se potreba za njegovim proucavanjem u peri-implantnim lezijama (233). Ovo
istrazivanje nije pokazalo znacajnu prevalencu EBV-a medu pacijentima obolelim od peri-
implantitisa, peri-implantnog mukozitisa i onih sa zdravim implantatima. Samo jedno
istrazivanje bavilo se zastupljenoS¢u razli¢itih genotipova ovog virusa, gde je utvrdeno
znacajno prisustvo EBV-1 genotipa kod pacijenata sa peri-implantitisom (155). Skorija meta
analiza koja se bavila korelacijom ovog virusa sa peri-implantnim oboljenjima nije pokazala
statistiCku znac¢ajnost u prevalenci EBV-a kod zdravih u odnosu na obolele implantate (234).
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Imajuéi u vidu klinicke aspekte peri-implantnih stanja i oboljenja, utvrdena je znacajna
pozitivna korelacija izmedu prisustva P. gingivalis i Fusobacterium spp. i krvarenja prilikom
sondiranja oko implantata. Krvarenje na provokaciju jedan je od glavnih pokazatelja
inflamacije. Takode, nivo pripojnog epitela i plak indeks na nivou citave usne duplje, kao i
dubina sondiranja beleZzena oko implantata pokazali su znacajnu pozitivnhu korelaciju sa
relativnim nivoima Fusobacterium spp. Veoma vazan nalaz predstavlja povezanost prisustva
P. gingivalis-a sa poveéanjem vrednosti dubine sondiranja i nivoa pripojnog epitela oko
implantata. Klini¢ki parametri analizirani u ovoj studiji koriste se za procenu stanja
parodoncijuma/peri-implantnih tkiva, kao i stepen inflamacije, a njihova pouzdanost utvrdena
je u mnogim istrazivanjima (190, 223, 228, 235). Pored navedenog, ne treba zaboraviti da je i
istorija parodontalnog oboljenja povezana sa pojavom peri-implantitisa, usled transmisije
bakterija iz parodontalnih dZepova preostalih zuba u predeo implantata (224). Imajuci u vidu
podatke navedene u postojecoj literaturi, ovom studijom potvrdena je pozitivna korelacija
klini¢kih parametara i zastupljenosti P. gingivalis i Fusobacterium spp. kod obolelih od peri-
implantitisa. Naime, klinicke manifestacije stanja oko implantata mogu se u izvesnoj meri
pripisati prisustvu P. gingivalis. Prilagodena R vrednost u univarijantnom regresionom modelu
pokazala je da se 6,3% promena dubine sondiranja oko implantata i 3,8% promena u nivou
pripojnog epitela u regiji implantata javljaju kao posledica prisustva P. gingivalis bakterije.
Kao odgovor na invaziju patogenim mikrobima, organizam domacina pokrece brojne
odbrambene procese. Ovi procesi podrazumevaju aktivaciju razli€itih signalnih puteva i
inflamatornih medijatora. Kada su u pitanju oboljenja potpornih tkiva zuba i implantata, tok
imunog odgovora domacina definisate progresiju oboljenja a samim tim i obim destrukcije
tkiva. Notch signalni put zaduzen je za formiranje i remodelaciju koStanog tkiva, reguliSuci
procese pomoc¢u odgovarajucih receptora i liganda (208). Smanjena ekspresija Notch 1 gena i
povecéana ekspresija Hey 1 gena utvrdene su kod pacijenata obolelih od peri-implantitisa koji
su ucestvovali u ovoj studiji. Notch 1 receptor zaduZen je za promociju kostanog tkiva, dok Hey
1 gen zajedno sa Notch 2 receptorom ucestvuje u osteoklastogenezi i dovodi do resorpcije
kostanog tkiva (207, 236). Do sada, analiziran je uticaj Notch signalnog puta na resorpciju
kostanog tkiva kod obolelih od parodontitisa (187), kao i kod pacijenata sa periapikalnim
lezijama (237, 238), medutim ovo je prva studija koja povezuje ovaj signalni put sa peri-
implantnim oboljenjima. Mijailovi¢ i saradnici zakljuéili su da povecana ekspresija Notch 2
gena indukuje osteolizu kod pacijenata obolelih od parodontitisa, kao i da smanjenje ekspresije
Notch 1 i Jagged 1 gena doprinosi ve¢em gubitku koStanog tkiva (187). Takode, Nikoli¢ i
saradnici zakljucili su da je ve¢i kostani gubitak kod periapikalnih lezija posledica povecane
ekspresije Notch 2, Jagged 1 i Hey 1 gena (237).

Pored toga, u imunom odgovoru domacina u¢estvuju i razli€iti proinflamatorni citokini. Za sada
joS uvek nije ustanovljen specifican patogenetski obrazac po kom deluju inflamatorni medijatori
kod obolelih od peri-implantitisa (63). Ova studija pokazala je znacajno povecanu ekspresiju
TNF-a, IL-17, IL-1f i IL-6 gena kod obolelelih od peri-implantitisa. Ekspresija TNF-a i IL-17
bila je znacajno visa kod peri-implantitisa u odnosu na peri-implantne mukozitise. IL- /4 takode
je pokazao znacajnu razliku u nivou ekspresije izmedu ispitivanih grupa; najvisi nivoi genske
ekspresije IL-1f pokazani su kod ispitanika sa peri-implantitisom, dok su najmanji bili kod
zdravih kontrola. Kao §to je ve¢ poznato TNF-a i IL-1f imaju vaznu ulogu u destrukciji kako
parodontalnih, tako i peri-implantnih tkiva i pokazano je njihovo udruzeno dejstvo (239). Ovi
citokini stimuliSu resorpciju koStanog tkiva i oslobadanje razlicitih enzima koji dovode do
destrukcije tkiva (240). Sli¢no rezultatima ove studije i drugi istrazivaci zabelezili su povecanje
ekspresije TNF-a i IL-1p kod peri-implantitisa (190, 241-243).
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Zabelezeno je da se ova dva inflamatorna medijatora produkuju cak i na mestima sa
minimalnom akumulacijom bakterijskih mikroorganizama (196). Giindogar i saradnici (244)
istrazivali su takode nivoe inflamatornih medijatora u peri-implantnoj cervikalnoj te¢nosti,
medutim ekspresija TNF-a i IL-1§ bila je sli¢na i kod peri-implantitisa i kod peri-implantnog
mukozitisa, Sto se ne podudara sa rezultatima ove studije.

Pored toga, znacajno poviseni nivoi IL-6 i IL-17 primeceni su u uzorcima pacijenata obolelih
od peri-implantitisa u odnosu na uzorke iz regije peri-implantnog sulkusa zdravih implantata.
IL-17 igra vaznu ulogu u resorpciji kosti koja nastaje usled parodontalne upale, regulisu¢i RANK
u preosteoklastima ovaj medijator indukuje ekspresiju RANKL-a i dovodi do osteolize (245,
246). Utvrdeni poviSeni nivoi IL-17 u ovom istrazivanju govore u prilog njegovom ucescu u
patoloskim dogadajima koji se odvijaju kod periimplantitisa na nivou kostanog tkiva, $to su
pokazala i druga istrazivanja (186, 188).

Znacajna razlika uocena je i izmedu PI i PM grupe kada su u pitanju nivoi IL-6. Ovaj medijator
ucestvuje u oba mehanizma odbrane organizma (steCeni 1 urodeni) 1 zajedno sa prethodno
pomenutim proinflamatornim citokinima ucestvuje u aktivaciji osteoklasta kod obolelih od
peri-implantitisa §to je pokazano i u drugim istrazivanjima (247, 248). Sistematski pregledni
rad iz 2019. godine ukazao je da se od svih ispitivanih inflamatornih medijatora samo IL-/f i
IL-6 mogu koristiti kao pomoc¢na dijagnosticka sredstva kada su u pitanju oboljenja i stanja
implantata (249). Osim inflamatornih citokina, vazni medijatori kostane remodelaciju jesu
RANKL i OPG. Dok je RANKL zaduZen za osteoklasogenezu, OPG spreCava sazrevanje
osteoklasta. Prekomerna ekspresija RANKL gena u ovoj studiji primeéena je kod PI grupe u
odnosu na PM i I grupu. Poveéanje ovog gena i smanjenje ekspresije OPG gena predstavljaju
najéeSce viden obrazac kod peri-implantitisa (250, 251). RANKL/OPG odnos povezan je sa
poveéanom ekspresijom proinflaatorinih citokina. Podaci iz literature takode ukazuju na
sinergisti¢ko dejstvo TNF-o i RANKL-a u stimulaciji osteolize usled prekomerne ekspresije
RANK receptora na prekursorima osteoklasta i ekspresije RANKL-a na osteoblastima (191, 252).
Povecani nivoi genske ekspresije medijatora ispitivanih u ovoj studiji podudaraju se sa
rezultatima ranije objavljenih studija (173, 188, 249).

Sa ciljem da se bolje razjasni patogenetski mehanizam oboljenja implantata, vrSena je korelacija
prisustva ispitivanih mikroorganizama sa ekspresijom razli¢itih medijatora koji ucestvuju u
razvoju inflamatornih procesa. Pozitivne korelacije pokazane su izmedu nivoa Fusobacterium
spp. i nivoa ekspresije TNF-a gena u grupi sa peri-implantitisom, kao i izmedu nivoa P.
gingivalis i Notch 2 genske ekspresije u grupi sa peri-implantnim mukozitisom. Ovi nalazi u
skladu su sa dostupnim podacima. Naime, TNFa ozna¢en je kao jedan od proinflamatornih
citokina okidac¢a procesa resorpcije kostanog tkiva, pa je kao takav i prisutan u vecoj koli¢ini
kod peri-implantitisa (218, 253, 254). S druge strane, prisustvo Fusobacterium spp. ima uticaj
na povecanje produkcije TNFa (255), pa tako vecu zastupljenost Fusobacterium spp. kod peri-
implantitisa prati povecano prisustvo TNFa. Ovo ukazuje na njihovu zajednicku ulogu u
patogenetskim procesima koji dovode do resorpcije kostanog tkiva.

Pored toga, usled moguénosti da modifikuje mehanizam odbrane i indukuje produkciju
medijatora inflamacije koji o$tecuju tkivo domacina, P. gingivalis ima vaznu ulogu u etiologiji
parodontitisa (96, 253). Studije sprovedene na zivotinjskim modelima pokazale su da infekcije
usne duplje izazvane ovim mikroorganizmima, menjaju ekspresiju medijatora inflamacije, ¢ime
dovode do gubitka kosti oko implantata (256). Notch 2 gen promovise aktivnost osteoklasta i
na taj nacin reguliSe osteoklastogenezu dovode¢i do koStane resorpcije kod uznapredovalih
formi parodontitisa (187, 257). Pokazana korelacija moze ukazati na to da je porast prisustva P.
gingivalis patogena u lezijama peri-implantnog mukozitisa pracena i pove¢anom regulacijom
Notch 2 gena za signalizaciju. Odlika Notch 2 gena da favorizuje resorpciju kosti za posledicu
moze imati transformaciju lezije na nivou peri-implantne mukoze u peri-implantitis.
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Suprotno ovome, negativne korelacije pokazala je gljivica C. albicans u Pl grupi sa nivoom
ekspresije Hey 1 gena i u | grupi sa nivoom ekspresijom Notch 1 gena. Dostupna literatura
ukazuje da Notch signalni put direktno regulise transkripcioni faktor Hey 1 (258), dok Notch 1
vazi za promotera koStane sinteze (207), za koga se smatra da usled smanjene regulacije
doprinosi gubitku kostanog tkiva kod uznapredovalih formi parodontitisa i peri-implantitisa
(187, 218). Iz pomenutih razloga moze se pretpostaviti da je manja zastupljenost C. albicans
kod zdravih implantata povezana sa pove¢anom regulacijom i Notch 1 i Hey 1 gena, gde Notch
1 ima osteoprotektivnu ulogu. S druge strane, povecani nivoi C. albicans i smanjeni nivoi Hey
1 faktora mogu imati ulogu u resorpciji kosti kod peri-implantitisa usled gubitka stimulacije
Notch 1 gena za sintezu kosti. C. albicans ¢es¢e je prisutna u peri-implantnim lezijama,
medutim uloga ove gljive u patogenezi neuspelih implantata nije jo$ uvek adekvatno razjasnjena
(231). Ovo istrazivanje nije pokazalo znacajnu korelaciju EBV-a sa ispitivanim medijatorima.

Ogranicenja ove studije ogledaju se u dizajnu poprec¢nog preseka, bez longitudinalne procene
podataka, kao 1 koriS¢enim metodama koje mozda nisu najnaprednije. Zapravo, sredstvo za
metagenomske analize — sekvenciranje sledece generacije (engl. next-generation sequencing -
NGS) poslednjih godina dalo je novi uvid u sastav mikrobioma razli¢itih nisa usne duplje spram
razli¢itih uslova. Nekoliko studija koje su koristile pomenutu metodologiju u proucavanju
mikrobioloskih karakteristika peri-implantatnih bolesti dale su podatke o patogenezi peri-
implantitisa sa donekle umanjenim ulogama vrsta uklju¢enih u ovu studiju. Ipak, nedavna meta-
analiza koja se fokusirala na upotrebu NGS-a u istrazivanjima parodontitisa i peri-implantitisa
pokazala je da P. gingivalis ostaje najéesc¢e otkriven mikroorganizam u peri-implantitisu (109).
Svakako, sadasnje nalaze treba tumaciti s oprezom, usled ¢ega su neophodne dalje studije koje
procenjuju ishode leCenja kako bi se potvrdili molekularni dokazi predstavljeni u ovoj studiji.
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6. ZAKLJUCCI

Na osnovu rezultata sprovedene studije i analizirane literature izvedeni su slede¢i zakljucci:

1. Parodontopatogeni P.gingivalis i Fusobacterium spp. stanovnici su peri-implantne nise
obolelih implantata. P.gingivalis je najzastupljeniji u peri-implantnim dzepovima obolelih od
peri-implantitisa, dok se nivo prisutnog Fusobacterium spp. ne razlikuje zna¢ajno kod obolelih
implantata, ali odstupa u odnosu na zdrave.

2. Smanjena genska ekspresija Notch 1 gena i povecana ekspresija Hey 1 gena prate peri-
implantitis. Ovi geni promoviSu gubitak koStanog tkiva oko implantata.

3. Peri-implantitis pracen je poveéanjem nivoa genske ekspresije ispitivanih proinflamatornih
citokina: TNF-q, IL-17, IL-18 1 IL-6. Proinflamatorni medijatori lu¢e se kao odgovor domacina
na $tetne nokse, pojacavaju imuni odgovor 1 sa ciljem da ogranice infekciju oni dovode do
destrukcije tkiva.

4. Poremec¢en meduodnos RANKL-a i OPG-a vodi do kostane remodelacije u pogledu resorpcije
kosti kod peri-implantitisa, gde su zabelezeni znatno visi nivoi RANKL gena u odnosu na peri-
implantni mukozitis i zdrave implantate.

5. Povecanje P.gingivalis bakterije dovodi do prekomerne ekspresija Notch 2 gena kod
pacijenata sa peri-implantnim mukozitisom. Takode, Prisustvo Fusobacterium spp. u vecoj
meri kod pacijentata sa peri-implantitisom, eksprimovace pojacanu ekspresiju TNF-a. Pored
toga, Notch 1 i Hey 1 geni dominiraju kod zdravih implantata sa niskim vrednostima C. albicans
u peri-implantnom sulkusu, dok ¢e kod peri-implantitisa povecana ekspresija Hey 1 gena
rezultovati malom prevalencom ovog mikroorganizma.

6. Povecanje P.gingivalis u subgingivalnoj regiji implantata ima uticaj na povecanje vrednosti
dubine sondiranja i krvarenja na provokaciju na nivou usne duplje. Prediktor je vrednosti dubine
sondiranja 1 nivoa pripojnog epitela u regiji implantata. Takode prisustvo ovog
parodontopatogena utice i na promenu vrednosti krvarenja na provokaciju regije implantata. S
druge strane, Fusobacterium spp. nije prediktor, ali prevalenca ovog mikroba uti¢e na vrednosti
nivoa pripojnog epitela, krvarenja na provokaciju i plak indeks ¢itavog zubika, kao na dubinu
sondiranja i krvarenje oko implantata.
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