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Znacaj salivarnih defenzina i katelicidina u proceni rizika za
nastanak karijesa kod dece

Cilj studije je bio ispitivanje znacaja humanog o defenzina 1 (HNP-
1), humanog B defenzina 2 (hBD-2) i humanog katelicidina (LL-37)
nestimulisane pljuvacke kao karijes-rizik biomarkera u de¢jem uzrastu.

Sprovedena jednogodisSnja, prospektivna studija je obuhvatila
predskolsku decu (N=250) i rane adolescente (N=213). Anketiranjem
majki/staraoca prikupljeni su socio-demografski i podaci o0
zdravstvenom stanju i higijensko-dijetetskim navikama ispitanika.
Klini¢kim pregledom registrovano je stanje oralne higijene i zdravlja
zuba ispitanika. Uzorkovana je nestimulisana pljuvacka za odredivanje
njene pH vrednosti, a kod 85 ispitanika predskolskog uzrasta i 85 ranih
adolescenata i za odredivanje koncentracije HNP-1, hBD-2 i LL-37
upotrebom komercijalnih ELISA Kkitova. Nakon 12 meseci,
ponovljenim pregledom registrovano je zdravlje zuba ispitanika, uz
odredivanje godiSnjeg prirasStaja karijesa.

Studija preseka je pokazala da koncentracija ispitivanih peptida
korelira sa uzrastom dece i pH pljuvacke, ali ne i sa prisustvom
karijesa, te studija nije utvrdila njihov znacaj kao karijes rizik
indikatora. U predSkolskom uzrastu ovaj znacaj su pokazali pol
(p=0,021), starost majki (p=0,028), duzina dojenja (p=0,042),
frekventnost unosa ugljenih hidrata (p=0=009), indeks oralne higijene
(p=0,042), a u ranoj adolescenciji obrazovanje majke (p<0,001) i oca
(p=0,002), indeks oralne higijene (p<0,001), frekventnost i duZina
izvodenja oralne higijene (p=0,029, p<0,001). LogisticCkom
regresionom analizom je utvrdeno da analizirani peptidi nemaju znacaj
pouzdanih prediktora karijesa. Multivarijantni model je pokazao da su
u predskolskom uzrastu najznacajniji prediktori karijesa indeks oralne
higijene (p=0,005) i odsustvo poseta stomatologu (p=0,014), a u ranoj
adolescenciji pol (p=0,001) i varijable vezane za oralnu higijenu
(p=0,044).

Utvrdivanje znacaja salivarnih defenzina i1 katelicidina kao
karijes-rizik biomarkera kod dece je kompleksno, budué¢i da se
koncentracija peptida moze povezati sa faktorima, kao Sto su uzrast i
pH pljuvacke na Sta je studija ukazala, a verovatno i sa mnogim
salivarnim komponentama sa kojima mogu da interaguju. Stoga bi pri
utvrdivanju njihovog znacaja kao Xkarijes-rizik biomarkera bilo
opravdano razmotriti primenu multimarker pristupa, pre nego analize
njihove efikasnosti kao solo rizik-biomarkera. Bazirano na rezultatima
studije, sociodemografske karakteristike i oralno-higijenske navike
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The importance of Salivary Defensins and Cathelicidin for Caries
Risk Assessment in Children

The study aimed to examine the significance of human a defensin
1 (HNP-1), human B defensin 2 (hBD-2) and human cathelicidin (LL-
37) of unstimulated saliva as caries risk biomarkers in childhood.

A one-year, prospective study which included preschool children
(N=250) and early adolescents (N=213) was conducted. Having
interviewed the mothers/guardians of the subjects, socio-demographic
data, data on the health status, oral hygiene, and dietary habits of the
subjects were collected. The clinical examination recorded the state of
oral hygiene and dental health of the subjects. Unstimulated saliva was
sampled to determine its pH value, and in 85 preschool children and 85
early adolescents to determine the salivary level of HNP-1, hBD-2 and
LL-37 using commercial ELISA kits. After 12 months, a repeated
examination recorded the state of the dental health of the subjects,
along with the determination of the annual caries increment.

A cross-sectional study showed that the concentration of the tested
HNP-1, hBD-2, LL-37 correlated with the age of the children, and the
salivary pH but not with the caries presence, so the study did not
determine their significance as caries risk indicators. In preschool age,
this significance was shown by gender (p=0.021), the age of the mother
(p=0.028), length of breastfeeding (p=0.042), frequency of
carbohydrate intake (p=0,009), and values of the oral hygiene index
(p=0.042), that is, the level of education of the mother (p<0.001) and
the father (p=0.002), oral hygiene index values (p<0.001), frequency
(p=0.029) and length of performing oral hygiene (p<0.001) in early
adolescence. The logistic regression analysis showed that the analysed
peptides were not recognized as reliable caries predictors in childhood.
The multivariate model showed that the most significant caries
predictors in preschool children were the oral hygiene index (p=0.005)
and the absence of dental visits (p=0.014), compared to gender
(p=0.001) and variables related to oral hygiene (p=0.044) in early
adolescence.

Determining the importance of salivary defensins and cathelicidin
as caries risk biomarkers in childhood is complex, since their
concentration may be related to certain factors, such as age and salivary
pH which the study found, and probably with many salivary
components that may interact with these peptides. Therefore, it could
be considered justified to use a multimarker approach in determining
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the importance of defensins and cathelicidin as caries risk biomarkers
in children, rather than analyzing their efficacy as a solely risk
biomarkers. Based on the results of the study, socio-demographic
characteristics and oral-hygiene habits remain important caries risk
factors in childhood, suggesting the importance of the mechanical
control of dental biofilm as a central caries preventive measure.
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1. UOVOD



Uvod

Kao jedno od najucestalijih oralnih oboljenja, karijes Sirom sveta jo§ uvek
predstavlja veliki socio-ekonomski i javno-zdravstveni problem?, zbog &ega primarna
prevencija ovog oboljenja ostaje imperativ stomatoloske struke.

Suocavajuci se sa karijesom i njegovim komplikacijama, ¢oveku je rano postalo
jasno da je poznavanje uzroka nastanka karijesa nuzan preduslov efikasne borbe protiv
ovog oboljenja?. Prva tumadenja su bila primitivna, ali su prateéi razvoj civilizacije podlegla
znacajnim promenama. Prekretnicu u tumacenju etiopatogeneze karijesa oznacila je Miller-
ova hemijsko-parazitarna teorija iz 1889. godine®. Iako je ve¢ tada sugerisana infektivna
etiologija oboljenja, prvi direktni dokaz tome je tek 1960. godine dala studija Keyes-a*,
iniciraju¢i dalja istrazivanja, koja su rasvetlila ulogu mikroorganizama u nastanku
karijesa, i doprinela razumevanju etiopatogeneze ovog oboljenja. Danas se zna da je
karijes kompleksno, progresivno, multikauzalno oboljenje, infektivne prirode, direktno
zavisno od ishrane?®.

Razjasnjenje etiopatogeneze karijesa posledicno je uslovilo i promenu u naéinu
borbe, pomerajuéi teziSte sa tradicionalnog hirur§ko-konzervativnog na preventivni
pristup. Savremenim klini¢kim pristupom karijesu, jasno je istaknut znacaj procene rizika
za nastanak karijesa kao bazi¢nog preduslova efikasne prevencije oboljenja®. lako su
identifikovane mnoge varijable koje mogu biti od znacaja u proceni karijes rizika,
istrazivanja u ovoj oblasti su i dalje aktuelna i usmerena na identifikaciji takvih faktora
koji ¢e na jednostavan nacin omoguciti otkrivanje karijes rizicnog deteta pre pojave
bolesti. Zbog infektivne prirode oboljenja, ovakve varijable izmedu ostalog treba traziti i
medu mnogobrojnim neimunoglobulinskim antimikrobnim proteinima pljuvacke, koji
kao integralne komponente urodene imunosti ucestvuju u odbrani domacina od invazije
kariogenim mikroorganizmima. Nedavno je sugerisano da bi u proceni karijes rizika dece
od znadaja mogli da budu defenzini i katelicidin pljuvacke’®, katjonski antimikrobni
peptidi koji sloZzenim mehanizmom antimikrobnog dejstva doprinose bioloSkoj kontroli
karijesal®. Medutim, u dostupnoj literaturi nema pouzdanih podataka o njihovoj
efikasnosti kao karijes rizik biomarkera u de¢jem uzrastu, zbog cega je to bio 1 osnovni

cilj sprovedene jednogodisnje prospektivne studije u okviru ove doktorske disertacije.
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LITERATURE



Pregled literature

2.1. Savremeno shvatanje etiopatogeneze karijesa

Karijes je jedno od deset najzastupljenijih oboljenja u dec¢jem uzrastu. U ranom
detinjstvu, u zavisnosti od uzrasta i ispitivane populacije dece, njegova ucestalost se krece
u rasponu od 2,1% u Svedskoj do 85,5% u pojednim ruralnim delovima Kine**2, dok se u
starijem Skolskom uzrastu i ranoj adolescenciji ucestalost karijesa u mnogim delovima sveta
kreée u rasponu od 60 do 90%*13. Prema jo$ uvek aktuelnim podacima kod trogodisnjaka u
Srbiji ucestalost karijesa iznosi 30%, dvanaestogodiSnjaka 86%, a kod petnaestogodiSnjaka
88,7%, pri ¢emu svaki dvanaestogodiSnjak u proseku ima 2,8, a svaki petnaestogodiSnjak

5,56 stalnih karijesnih, ekstrahovanih, plombiranih zuba®*.

2.1.1. Definicija karijesa

Svetska zdravstvena organizacija (SZO) je 1972. godine karijes definisala kao
,»lokalizovani, posteruptivni patoloski proces, pracen razmeksanjem tvrdih zubnih tkiva i
stvaranjem Supljine u zubu“®®. Tada je istaknuto da je bolest centripetalnog smera
napredovanja, ireverzibilnog karaktera i da moze usloviti komplikacije u pulpi,
parodontalnim tkivima, ugroZavaju¢i udaljena tkiva i organe, pa i sam Zivot Coveka.
Ubrzo je shvaceno da je na ovaj nacin bila definisana karijesna lezija, koja predstavlja
terminalni ishod karijesnog procesa i znak uznapredovale bolesti®!’. Istrazivanja koja su
potom usledila dovela su do kompletnog rasvetljenja etiopatogeneze ovog oboljenja i
promene u njegovoj definiciji. Prema savremenom shvatanju Karijes predstavlja
“multikauzalno, multifazno, reverzibilno oboljenje tvrdih zubnih tkiva, infektivne prirode

direktno zavisno od ishrane‘.

2.1.2. Etiologija karijesa

Karijes je transmisiono oboljenje koje nastaje kao rezultat interakcije kariogenih
mikroorganizama i fermentabilnih ugljenih hidrata koja se tokom vremena odvija na
povrsini zuba®. Zato zub kao domacéin, mikroorganizmi kao uzroénici i ugljeni hidrati kao
supstrat u etiologiji karijesa imaju znac¢aj primarnih faktora. Kako je vremenski period
koji zub provede u kariogenoj sredini direktno porporcionalan verovatno¢i da ¢e do¢i do

pojave karijesne lezije, ovim faktorima je pridodat i &etvrti faktor-vreme®.
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Osim primarnih, za nastanak, tok i progresiju karijesa od znacaja su i brojni drugi
faktori, koji imaju karakter sekundarnih faktora, Cine¢i etiologiju ove bolesti

multikauzalnom i prili¢éno kompleksnom.

2.1.2.1.  Primarni faktori u etiologiji karijesa

Faktor domaéin-zub: U karijesnom procesu zub se ponaSa pasivno, zbog ¢ega
su mnogo znacajnije promene sredine u kojima se on nalazi.

Faktor uzro¢nik-mikroorganizmi: Karijes pripada grupi oboljenja izvazvanih
dentalnim biofilmom?-2°, Dentalni biofilm (dentalni plak) je stedena, opalescentna
naslaga, koja se talozi na svim povrSinama zuba. Njegovo formiranje je viSefazni proces
koji pocinje talozenjem baznih gliokoproteina pljuvacke i stvaranjem dentalne pelikule,
iza Cega sledi inicijalna, a zatim i sekundarna kolonizacija mikroorganizmima pra¢ena
sazrevanjem dentalnog biofilma, koji se odvija izmedu 7. 1 9. dana od pocetka njegovog
stvaranja. Dentalni biofilm predstavlja organizovanu mikrobiolosko-ekolosku zajednicu
u kojoj se odvijaju brojni metabolocki procesi koji iniciraju nastanak karijesa, a ¢iji
nosioci su kariogeni mikroorganizmi?l. Procenjuje se da se u biofilmu nalazi oko 750
bakterijskih vrsti, ali vise od 50% njih jo§ uvek nije mogucée izolovati i Kkultivisati
standardnim tehnikama??23,

Postavljene su tri hipoteze o znacaju biofilma za razvoj karijesnog procesa:

1. Hipoteza specifi¢nog dejstva biofilma koju je postavio Loesche?* 1976.
godine, po kojoj su od brojnih bakterijskih kolonija prisutnih u dentalnom
biofilmu, za nastanak i razvoj karijesnog procesa odgovorne samo pojedine
vrste;

2. Theilade-ova hipoteza nespecifi¢nog dejstva biofilma® iz 1986. godine, po
kojoj je karijes posledica interakcije svih bakterijskih vrsti prisutnih u
zajednici;

3. Ekoloska hipoteza po Marsh-u iz 2003. godine?®, po kojoj karijes nastaje kao
posledica poremecene ravnoteZe izmedu bakterijskih populacija biofilma

usled promena u lokalnoj sredini.
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Prema jo$ aktuelnoj hipotezi specifi¢nog dejstva dentalnog biofilma, od brojnih
detektovanih bakterijskih vrsti, za nastanak i progresiju karijesnog procesa odgovorne
samo pojedine, u prvom redu Streptococcus spp, Lactobacillus spp., Actinomyces spp?’.

Krucijalnu ulogu u etiopatogenezi karijesa imaju Streptococcus mutanas vrste, na
Sta su 1976. godine ukazali Loesche i sar.?4. Smatraju se najkariogenijim bakterijama, pre
svega S. mutans i S. sobrinus vrste'®2128_ ¢&iji kariogeni potencijal proizilazi iz sposobnosti
da: (1) u prisustvu saharoze pod dejstvom glukozil transferaza sintetiSu ekstracelularne
polisaharide odgovorne za adheziju bakterija; (2) proizvode mle¢nu kiselinu, odgovornu
za demineralizaciju gledi; (3) produkuju intracelularne polisaharide, energetsku rezervu
u slucaju deficita supstrata. Aciduri¢ne su, i mogu da opstanu i pri pH 4 zahvaljujuci
sposobnosti produkcije ATP-aza koje pomazu u redukciji intracelularne kiselosti. S.
mutans moze da pojaca kolonizaciju bakterija u prisustvu saharoze, pokazujuci veéu
aciduri¢nost u odnosu na druge streptokoke?®. Kolinizacija usne duplje S. mutansom
pocinje sa nicanjem zuba, 1 najintenzivnija je u izmedu 19. 1 31. meseca zivota koji su
Caufield i sar. nazvali ,,prozor infektivnosti* *. Ovaj mikroorganizam se najéesc¢e prenosi
vertikalnom transmisijom, ali je opisana i mogucnost horizontalne transmisije.

Lactobacillus vrste povrSinu zuba naseljavaju kasnije 1 metabolickim
aktivnostima doprinose precesu demineralizacije zuba. Actinomyces vrste se nalaze na
povrsini eksponiranog korena zuba i u zrelom dentalnom biofilmu®. Ostali
mikroorganizmi imaju manju adhezivnu sposobnost, ali su mnogi od njih ipak acidogeni
i aciduri¢ni, ¢ime doprinose procesu demineralizacije?.

Istrazivanja novijeg datuma su pokazala da dugotrajno dejstvo kisele sredine
remeti ekoloski sastav biofilma, dovodeci do nestanka bakterijskih vrsta koje ne mogu da
prezive u kiseloj sredini uz istovremeno razmnoZzavanje acidogenih i aciduri¢nih vrsti®.
Li i sar. 3 su kod osoba bez karijesa detektovali veéi broj bakterijskih vrsti u odnosu na
osobe sa aktivnim karijesom, §to objasnjavaju time da mnoge bakterijske vrste nisu
sposobne da prezive uslove niske pH sredine koja vlada u kariogenim plakama. Ovo ide
u prilog ekoloske hipoteze po kojoj nije bitno koje su bakterijske vrste prisutne u biofilmu,
ve¢ kako se ponasaju u izmenjenim uslovima sredine kao Sto je promena pH, §to je
uslovilo preispitivanje aktuelne hipoteze specificnog dejstva biofilma, i ukazalo na to da

su patogenetski mehanizmi nastanka karijesa kompleksniji nego §to se mislilo®.
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Faktor supstrat-ishrana: Uloga mikroorganizama u direktnoj je zavisnosti od
ishrane pre svega bogate saharozom, koja poveCava stopu rasta kariogenih

mikroorganizama 1 menja sastav oralne mikroflore, ¢ime utice na tok karijesnog procesa.
2.1.2.2.  Sekundarni faktori u etiologiji karijesa

Sekundarni faktori u etiologiji karijesa mogu imati karakter favorizujucih ili
odbrambenih faktora, 1 zna¢ajno mogu uticati na tok 1 progresiju karijesnog procesa.
Mogu biti vezani za domacina (sastav i struktura zuba, sastav i osobine pljuvacke, pol,
naslede, trudnoca, dojenje, sistemske bolesti...), uzro¢nik (dentalni biofilm, oralna
higijena) i/ili supstrat (sastav i osobine hrane, frekventnost unosa hrane...)2*. Mogu da
potiCu iz tzv. ,,oralnog okruzenja*, kao $to su faktori vezani za sastav 1 osobine pljuvacke,
ili da pripadaju tzv. ,,personalnim* faktorima poput sociodemografskih karakteristika,
navika, ekonomskog statusa, psiholoskog profila i sl., koji imaju indirektni uticaj na

pojavu i tok karijesnog procesa (Slika 1)*.

Personal factors

3 Oralerwironmental factors

Factors that directly contribute
to caries. it

Slikal. llustracija faktora odgovornih za nastanak i progresiju karijesa (Selwitz i sar.®)
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2.1.3. Patogeneza karijesa

Karijes je progresivno oboljenje, Cije se napredovanje kre¢e od subklini¢kih
promena na molekularnom nivou pa sve do lezija u dentinu, sa ili bez kavitacije
(Slika 2).

Severe decay
Obvious tooth
----------------- e decay
e (t6cmt/0 MFT)
[stablished decay
""""""" _ ¢ Includesal
o ¢ enamel esions
Early stage decay Visible enamel d ( :
-, s | (kDD
Very early ‘ Sub-clinical decay
stage decay

Slika 2. Sematski prikaz razvoja karijesne lezije-lceberg model

(Selwitz i sar.®)

Karijesni proces se odvija u biosistemu pljuvacka-dentalni plak/biofilm-povrsina
gledi. Usled interakcije kariogenih mikroorganizama i fermentabilnih ugljenih hidrata,
koja se odvija na povrSini zuba, dolazi do stvaranje slabih organskih kiselina koje
uzrokuju pad pH vrednosti u plakovnom fluidu. Kada on padne ispod kriti¢ne vrednosti
od 5,5, dolazi do rastvaranja kristala hidroksiapatita gledi, izlaska jona Ca?" i POs* i
pocetne demineralizacije gledi.

U te¢noj fazi izmedu gledi i plaka, pri neutralnoj pH, postoji ravnoteza izmedu
procesa de i remineralizacije. Tokom dana, ovi procesi se cikli¢no smenjuju i u uslovima

njihove ravnoteze nema pocetka karijesnog procesa. Medutim, kada se u biosistemu
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poremeti ravnoteza izmedu patoloskih 1 protektivnih faktora, odnosno kada se
kompeznatorni mehanizmi, koji imaju za cilj da o¢uvaju zdravlje zuba, istroSe, remeti se
i ravnoteZa izmedu ovih procesa® 3. Tada po¢inju da preovladavaju demineralizacioni
procesi praceni pojacanim izlaskom jona sa povrSine gledi uslovljavajué¢i pojavu
subpovrsinske karijesne lezije-,,bele mrlje”. Pocetna demineralizacija pocinje na
molekularnom nivou u kristalnoj strukturi gledi i u ovoj fazi proces je reverzibilnog
karaktera®’. Ukoliko se u biosistemu i na povrsini kristala nade dovoljna koncentracija
jona F, Ca®*" i PO4>, oni ée svojom adsorpcijom za povrsinu kristala inhibirati dalju
demineralizaju i istovremeno omoguéiti proces remineralizacije®®. Ukoliko ne dode do
remineralizacije pocetne karijesne lezije, demineralizacioni proces se nastavlja
uslovljavajuéi sve veéi izlazak jona, i kako nema kompenzacije ,,izvucenih jona®,
kristalna resetka slabi i u jednom trenutku pod dejstvom mastikatornih sila dolazi do
njenog pucanja i pojave Kkavitacije-klinicke manifestacije karijesnog procesa uz

moguénost njegovog daljeg napredovanja®’*°.

2.1.4. Uloga pljuvacke u etiopatogenezi karijesa

Pljuvacka (Saliva) je belicasta, penuSava i viskozna te¢nost otuznog mirisa i bez
ukusa. Predstavlja meSavinu sekreta tri para velikih pljuvaénih zlezda, velikog broja
malih pljuvacnih Zlezdi usne duplje 1 gingivalne te€nosti. U procesu sekrecije,
ultrafiltracijom krvne plazme najpre nastaje primarna pljuvacka, koja je izotoni¢na sa
krvnom plazmom. Ona prolazi kroz sistem sabirnih i odvodnih kanali¢a, u kojima dolazi
do resorpcije i sekrecije sastojaka, stvaraju¢i definitivnu pljuvacku koja se putem
izvodnih kanala izliva u usnu duplju i mesajuci se oralnim sekretima, bakterijama,
ostacima hrane stvara meSovitu-celokupnu pljuvacku.

Sa aspekta biohemijskog sastava, porekla i vremena kada se luci, razlikuju se dva
tipa pljuvacke: stimulisana 1 nestimulisana. Nestimulisana pljuvacka je u kvantitativnom
pogledu u najve¢oj meri produkt submandibularne zezde (65%). Njena pH varira u
rasponu od 6,1 do 7,5. Stimulisana pljuvacka je gotovo u potpunosti proizvod sekrecije
parotidnih pljuvacnih Zlezdi i predstavlja neposredan odgovor na nadrazaj. Njena pH

vrednost se kre¢e u rasponu od 6,3 do 8.
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Kako se karijesni proces odvija u biosistemu pljuvacka-biofilm/plak-povrsSina
gledi, nedvosmisleno je da pljuvacka ima ogroman znacaj u etiopatogenezi karijesa zbog
ega joj se pripisuje i zna¢aj esencijalnog faktora®®, Ovakav doprinos ostvaruje svojim
fizicko-hemijskim svojstvima i sastavom.

Koli¢ina izlu¢ene pljuvacke u toku 24 h varira. Dnevno se izlu¢i 700-800 ml.
Prosecna brzina luc¢enja nestimulisane pljuvacke iznosi 0,5 mL/min, a stimulisane 1-2
mL/min. Lucenje male koli¢ne, guste, viskozne pljuvacke se standardno povezuje sa
vecom prijemc¢ivoscu osobe na karijes.

Sastav pljuvacke je uslovljen ve¢im brojem faktora kao Sto su tip pljuvacke, pol,
doba dana, starost. U osnovi 99% pljuvacke ¢ini voda, dok 1% c¢ine komponente
neorganske prirode (Ca, Na, K, Cl, fosfati, S, Mg, J, Br, NH4, Cu i Fe) i organske prirode
(proteini, ugljeni hidrati, masti, enzimi, vitamini i hormoni)*.

Jedna od najznacajnijih uloga pljuvacke u etipatogenezi karijesa je njena uloga u
procesu remineralizacije, koja je u direktnoj zavisnosti od jonskog sastava pljuvacke i
njihove salivarne koncentracije. Pljuvacka predstavlja prezasi¢eni rastvor kalcijuma i
fosfata, ali i drugih jona, $to predstavlja barijeru za proces demineralizacije i obezbeduje
proces remineralizacije. Precipitacijom minerala iz pljuvacke na povrsinu gledi, ona
postaje slabije rastvorljiva i otpornija na dejstvo kariogenih noksi.

Uloga pljuvacke u etiopatogenezi karijesa nije limitirana samo na njenoj
remineralizacionoj funkciji, ve¢ ona svojim fizickim, hemijskim 1 antibakterijskim
svojstvima znacajno utice na karijesni proces.

Fizicka uloga pljuvacke se ogleda u funkciji eliminacije ostataka hrane 1
lubrikantnoj ulozi. Osim toga, lipidi pljuvacke sprecavaju agregaciju i aglutinaciju oralnih
bakterija, ukljucujudi i kariogene patogene. Fizicka uloga pljuvacke je u direktnoj vezi sa
njenim viskozitetom koji je odreden prisustvom mucina, salivarnog proteina.

Hemijska protektivna uloga pljuvacke se zasniva na njenom puferskom kapacitetu
koji predstavlja sposobnost pljuvacke da se odupre promeni pH. Primarni puferski sistem
pljuvacke ¢ine bikarbonati, kao dominantni puferi stimulisane pljuvacke, i fosfati, koji
predstavljaju dominantne pufere nestimulisane pljuvacke. Puferski sistem pljuvacke ¢ine
1 proteini 1 urea, kao 1 salivarna amilaza 1 fluoridi koji ¢ine tzv. preventivne pufere

pljuvacke.
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Protektivna uloga pljuvacke ogleda se i u njenim antibakterijskim svojstvima, i
ostvaruje je uglavnom bazi¢na-nestimulisana pljuvacka, komponentama organske
prirode. Vodecu ulogu u ovoj aktivnosti imaju proteini, a u daleko manjoj meri 1 lipidi,
koji ucestvuju u zastiti usne duplje od kolonizacije mikroorganizmima i spreavaju
poremedaj ravnoteze normalne oralne flore*.

Antibakterijska uloga pljuvacke je usmerena i na kariogene mikroorganizme, i
moze biti nespecifiéna i specifiéna®. Nosioci nespecifi¢ne antibakterijske uloge pljuvacke
su neimunoglobulinski antimikrobni proteini, dok su nosioci specificne antibakterijske

uloge imunoglobulini pljuvacke.

2.1.4.1. Salivarni antimikrobni proteini urodene imunosti

Neimunoglobulinski antimikrobni proteini pljuvacke su integralne komponente
urodene imunosti usne duplje i predstavljaju prvu liniju odbrane usne duplje od invazije
mikroorganizmima. Klasifikovani su u u Sest funkcionalnih klasa i rangirani od malih
katjonskih peptida do velikih aglutinirajuéih proteina (Tabela 1).

Tabela 1. Funkcionalne klase neimunoglobulinskih antimikrobnih proteina
pljuvacke ( Gorr i Abdolhosseini #2)

Katjonski Bakterijski Helatori Peroksidaze Inhibitori ~ Aktivnost
peptidi aglutinini i metalnih jona proteaze  protiv zida

adhezini bakterijske
celije

{8 Adrenomedulin | B-2-mikroglobulin | Kalgranulin A | Laktoperoksidaza | Cistatini Lizozim C
YAl Azurocidin Fibronektin Kalgranulin B | Salivarna Peptidoglikani
peroksidaza
I Defenzini Mucin 7 Laktoferrin Mijeloperoksidaza
B Kalcitonin Prolinom bogati Laktotransferin
protein
S Katelicidin Salivarni aglutinini | Transferin
G Histatini Surfaktant protein Psoriazin
A
YA Staterin

S Neuropeptid Y

B \/azoaktivni
peptid
([0l Supstanca P
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Svaka funkcionalna klasa ovih proteina ima specifican mehanizam antimikrbnog
dejstva. Helatori metalnih jona inhibiraju rast bakterija uklanjanjem dvovalentnih jona,
dok peroksidaze katalizuju oksidaciju tiocijanatnih jona stvarajuci baktericidni proizvod-
hipotiocijanat*®. Antimikrobno dejstvo mogu da ostvare samostalno ili medusobnim

sinergisti¢kim dejstvom®**.

2.1.4.1.1. Katjonski antimikrobni peptidi

Katjonski antimikrobni peptidi su mali peptidi izgradeni iz 12 do 50
aminokiselina®. Pri fizioloskim pH vrednostima sredine nosioci su pozitivnog
naelektrisanja koje poti¢e od viska baznih (arginin, lizin, histidin) u odnosu na kisle
amino-kiselinske rezudue*®“8. Karakterise ih trodimenzionalna amfifilna struktura, u
kojoj su pozitivni i hidrofilni domeni koji stupaju u reakciju sa vodom ili negativno
naelektrisanim reziduama, dobro odvojeni od hidrofobnih domena koji intereaguju sa
lipidima®. Mada pokazuju razlike u u 3-D strukturi, svi katjonski antimikorbni peptidi
imaju sli¢ne fizicko-hemijske karakteristike®.

Pokazuju sva tri vida antimikrobne zaStite (antibakterijsku, antivirusnu,
antimikoti¢nu), ali je ona u usnoj duplji najvise usmerena na Gram pozitivne (G+) i Gram

------ 51,52
Bakterije ubijaju veoma brzo, delujuéi kao jaki baktericidi i/ili bakteristatici. Razlika
izmedu minimalne inhibitorne i minimalne baktericidne koncentracije ovih peptida je
veoma mala®®, i shodno tome i razlika izmedu njihovog bakteriostatskog i baktericidnog
dejstva.

Kompletan mehanizam antibakterijskog dejstva ovih peptida jo§ uvek nije
dovoljno poznat. Antibakterijsko dejstvo ostvaruju direktnim delovanjem na bakterije, ali
1 sposobnoscu da razli¢itim mehanizmima stimuliSu/moduliraju ste€eni imuni odgovor.
Direktnu antimikrobnu aktivnost, usmerenu na bakterije, ostvaruju ektracelularnim i

intrecelularnim mehanizmom (Slika 3).
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Slika 3. Sematski prikaz direktnog antibakterijskog dejstva katjonskih antimikrobnih
peptida (Peters i sar.5%): (A) — Narusavanje integriteta éelijske membrane; (1)- slu¢ajna insercija u
membranu Celije; (2)- poravnanje hidrofobnih sekvenci; (3) uklanjanje delova membrane i formiranje pora;
(B)- Inhibicija sinteze DNK; (C)- Blokiranje sinteze RNK; (D)- Inhibicija enzima neophodnih za vezivanje
za strukturne proteine Celijskog zida; (E)-Inhibicija funkcije ribozoma i sinteze proteina; (F)- Blokiranje
enzima neophodnih za pravilno pakovanje proteina; (G)- Ciljanje mitohndrija; (1) — inhibicija ¢elijskog
disanja i inhibicija formiranja ROS-a; (2)- poremecaj integriteta membrane mitohondrija i izlazak ATP i
NADPH

U osnovi ekstracelularnog mehanizma delovanja stoji jaka elektrostaticka
privlacnost izmedu katjonskih antimikrobnih peptida i bakterijske ovojnice, usled Cega
oni stupaju u interakciju sa lipopolisaharidima G- bakterija i tehoi¢nom kiselinom G+
bakterija, kao i negativno naelektrisanom unutra§njom membranom i G+ i G- bakterija.
Nakon inicijalne interakcije dolazi do vezivanja katjonskih antimikrobnih peptida za
povr$inu membrane bakterija, agregacije peptida na membrani bakterija i formiranja
kanala i transmembanskih pora uslovljavajué¢i osmolizu i ¢elijsku smrt>3, Opisana su tri
modela formiranja pora (barrel-stave pore, thoroidal pore i carpet model)>>®,

Antibakterijsko dejstvo ostvaruju i intracelularnim mehanizmima i to inhibicijom
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intracelularnih procesa unutar bakterije pre svega inhibicijom enzimske aktivnosti i
inhibicijom sinteze ¢elijskog zida, DNK, RNK i proteina®.

Osim direktne antimikrobne aktivnosti, utvrdeno je da katjonski antimikrobni
peptidi mogu da uticu 1 na steCeni imuni odgovor. Smatra se da mogu da stimuliSu
produkciju proinflamatornih citokina, imunoglobulina klase A i G (IgA, 1gG) delujuéi
kao hemoatraktanti za T ¢elije, nezrele dendriti¢ne ¢elije, B Celije, neutrofile i makrofage
¢ime poja¢avaju ste¢enu imunost®’ >,

Antimikrobnu aktivnost mogu da ostvare samostalno ili sinergistickim
delovanjem sa ostalim antimikrobnim peptidima i proteinima. Osim antimikrobne,
poseduju i antiinflamatornu i antikancersku ulogu®®.

Najznacajniji predstavnici funkcionalne klase katjonskih antimikrobnih peptida

usne duplje su: defenzini, katelicidini, kalcitonin, histatini, staterini, adrenomedulin,

azurocidin, supstanca P, neuropeptid Y, vazoaktivni intestinalni peptid (Tabela 1).

21.4.1.1.1. Defenzinii katelicidini

2.1.4.1.1.1.1. Struktura i distribucija humanih oralnih defenzina

Defenzini su mali niskomolekularni peptidi (3-5 kDa) B-naborane strukture,
katjonske elektroforetske pokretljivosti, izgradeni iz 12-50 aminokiselina. Okarakterisani
su prisustvom 6 do 8 cisteinskih rezidua vezanih sa 3-4 intramolekularne disulfidne
veze®0e!,

Od tri subfamilije defenzina (a, B 1 6), u humanoj populaciji su izolovane samo

dve- o i P defenzini®

. Lokus za o i1 P defenzine je smeSten na 8p21-23
hromozomima*°9%3, U procesu sinteze o i B defenzina, najpre se stvara preprodefenzin,
od koga se proteolizom odvaja N-terminalni, a ostaje C-terminalni-definitivni peptid
katjonske elektroforetske pokretljivosti.

Klasi¢ni ili o defenzini su izgradeni iz 29-35 aminokiselina. To su argininom
bogati peptidi sa disulfidnim mostovima koji povezuju cisteinske residue (disulfidne veze
1-6, 2-4 i 3-5). Humani o defenzini su primarno eksprimirani u neutrofilima, zbog cega

se nazivaju i humani neutrofilni peptidi (human neutrophil peptides-HNP (engl.)*), ali
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mogu ih mogu eksprimirati i monociti, makrofagi, ¢elije ubice, neki T i B limfociti,
nezrele dendriti¢ne ¢elije®. U humanom organizmu identifikovano je 6 o-defenzina
oznacenih kao humani a defenzin 1 (HNP 1), humani a defenzin 2 (HNP-2), humani a
defenzin 3 (HNP-3), humani o defenzin 4 (HNP-4), humani o defenzin 5 (HNP-5) i
humani o defenzin 6 (HNP-6). U usnoj duplji ¢oveka identifikovani su samo mijeloidni
a defenzini. Detektovani su u oralnim sekretima, pljuvacki i gingivalnoj te¢nosti, gde
99% svih a defenzina ¢ine HNP1-3, dok je koncentracija HNP-4 oko 100 puta manja.
HNP1-3 su sliénog amino-kiselinskog sastava, pri ¢emu HNP-1 i HNP-3 sadrze po 30, a
HNP-2 29 amino-kiselinskih rezidua*®°%%%, Slika 4 prikazuje aminokiselinski sastav
HNP 1-3, a Slika 5 strukturu HNP-1.

| | | | | I dentity
HNP1: . JACYCRIPACTAGERRYGT IYQGRLWAF (., .. 100.0%
HNP2: ., . CYCRIPACIAGERRYGT IYQGRLWAE (... 96.7%
HNP3: . . DCYCRIPACIAGERRYGT IYQGRLWAF( (... 96.7%

Slika 4. Amino-kiselinski sastav HNP-1, HNP- 2 i HNP-3
(Xie i sar.®)

HNP1

Slika 5. Struktura HNP-1 (Xie i sar.5®)
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B-defenzini su kratki peptidi koji sadrze 41 aminokiselinu. Sli¢no a defenzinima,
poseduju  naboranu strukturu i sadrZe cisteinske rezidue, ali se od a defenzina razlikuju
po njivom uparivanju (disulfidne veze 1-5, 2-4, 3-6). U usnoj duplji humane  defenzine
(hBD) proizvode c¢elije oralnog epitela i pljuvacnih zlezdi. Nakon oslobadanja oni
dospevaju u oralne sekrete te mogu biti detektovani u pljuvacki i gingivalnoj cervikalnoj
te¢nosti’®. U usnoj duplji detektovana su 4 humana B defenzina: humani B defenzin 1
(hBD-1), humani B defenzin 2 (hBD-2), humani  defenzin 3 (hBD-3) i humani B defenzin
4 (hBD-4). Sekrecija hBD-1 je konstantna, dok sekrecija hBD-2, hBD-3 i hBD-4 zavisi
od stimulacije i pokazuje varijacije®”®, pri ¢emu je u tkivima koncentracija hBD-4 daleko
manja od koncentracije hBD-1, hBD-2 i hBD-3%. U humanoj oralnoj biologiji najveca

paznja je usmerena prouc¢avanju bioloskih funkcija hBD-2 (Slika 6).

hBD2

Slika 6. Struktura hBD-2 (Xie i sar.®)

2.1.4.1.1.1.2. Struktura i distribucija humanih oralnih katelicidina

Katelicidini su mali, a spiralni katjonski peptidi, koji za razliku od defenzina ne
sadrze amino-Kiselinu cistein®"°, Egzoni za katelicidin u humanom genomu se nalaze na
3p21 hromozomu. U procesu sinteze katelicidina najpre se stvara proforma katelicidina,

od koje se odvaja C terminalni peptid, 1 nastaje jedina bioloski aktivna forma katelicidina
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kod ¢oveka LL-37, koja je naziv dobila po prve dve rezidue (Leucin, Leucin) i tome §to
je izgradena iz 37 amino-kiselina (Slika 7).

Oralni Katelicidin LL-37 potice od neutrofila, ali i ¢elija oralnog epitela i
pljuvacnih Zlezdi. Prisustvo katelicidina LL-37 je detektovano u gingivalnoj tecnosti i

celokupnoj pljuvacki, ali ne i parotidnoj’2.

Human Cathelicidin LL-37
R19

Main antibacterial
Antiviral

Anti-biofilm helix

Slika 7. Struktura humanog katelicidina LL-37( Wang i sar. ')

2.1.4.1.1.1.3. Salivarna sekrecija defenzina i katelicidina

Ekspresija gena i salivarna sekrecija defenzina i katelicidina indukovana je
bakterijskim i inflamatornim agensima i povredama®, koji stimuliu oslobadanje
proinflamatornih citokina (IL-1B, IFN-y, TNF-a, IL-6, IL-8) koji sa svoje strane
kompleksnim signalnim putevima stimuli$u ekspresiju ovih antimikrobnih peptida i tako
uveéavaju njihovu koncentraciju u pljuvacki’®. Ekspresija ovih peptida u pljuvacki je
zavisna od mitogen aktiviranih protein kinaza (MAPK) i nuklearnog kappa faktora B
(NF«B) koji utiéu na transkripciju gena’.

Koncentracija defenzina i katelicidina u pljuvacki pokazuje individualne
varijacije, zbog Cega je vrlo tesko govoriti o normalnim-fizioloskim vrednostima

salivarnog nivoa ovih peptida. Dosadasnja istrazivanja su bila fokusirana uglavnom na
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adultnu populaciju, te su podaci o nivou defenzina i katelicidina u pljuvacki dece oskudni.
Nedavno je istaknuto da nivo katelicidina LL-37 u pljuvacki raste sa uzrastom dece®, dok
za defenzine ovakvih podataka nema.

U dinami¢nim sredinama, kao Sto je pljuvacka, koncentracija aktivnih formi
defenzina i katelicidina, moze biti uslovljena razli¢itim faktorima, kao $to su razli¢iti joni,
peptidi i proteini, pH sredine”™"". Istovremeno, ovi faktori iz okruZzenja mogu da uti¢u na
antimikrobnu aktivnost peptida. Istaknuto je da je pH sredine vazan modulator
antimikrobne aktivnosti ovih peptida, ali za sada nema pouzadnih podataka kako se pH

pljuvacke odrazava na salivarnu koncentraciju i antimikrobnu aktivnost ovih peptida.

21.4.11.1.4. Uloga defenzina i katelicidina u bioloskoj kontroli karijesa

Od svih kariogenih mikroorganizama na dejstvo defenzina i Katelicidina
specifi¢nost delovanja usmerenu na S.mutans, pokazuje hBD-2, ali je pokazuju i svi a
defenzini kao i LL-37 katelicidin®.

Dokazano je da defenzini i katelicidini imaju ulogu 1 u sprecavanju formiranja
dentalnog biofilma*'. Istrazivanja pokazuju da koli¢ina antimikrobnih peptida domacina
moze da utice na kolonizaciju odredenih mikroorganizama, koji ukljucuju i S.mutans®.
Lokalizovana ekspresija hBD-2 u gingivalnim epitelnim ¢elijama favorizuje hipotezu da
se defenzini sintetiSu kako bi ucestvovali u odbrani od supragingivalnog, a ne
subgingivalnog biofilma’.

Osim uloge u sprecavanju formiranja biofilma, defenzini i katelicidin mogu da
stimuli$u i produkciju citokina, IgA, 1gG, povezuju urodeni i ste¢eni imuni odgovor ¢ime

dodatno doprinose kontroli karijesa®.
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2.1.4.1.1.2.  Histatini, staterini, adrenomedulin, azurocidin

lako histatini prevashodno pokazuju antimikoti¢no dejstvo, smatra se da i oni

mogu da inhibiraju kariogene bakterije®®.

Staterini remete kristalizaciju kalcijum fosfata i1 tako ostvaruju zastitnu ulogu
prilikom formiranja dentalnog plaka. Medutim rezultati istrazivanja o povezanosti

salivarne koncentracije staterina i prisustva karijesa su opre¢ni®*®,

Adrenomedulin je zastupljen u gingivalnoj te¢nosti, primarnoj i celokupnoj
pljuvacki i smatra se da su oralne epitelne celije zna¢ajan izvor ovog peptida®.
Azurocidin je prisutan u azurofilnim granulama neutorfila. Zbog visokog afiniteta prema

lipopolisaharidima njihova antibakterjska uloga je usmerena pre svega na G- bakterije®.

2.1.4.2. Salivarni antimikrobni proteini ste¢ene imunosti

Za razliku od urodene imunosti koja posreduje u ranoj zastiti od infekcije, stecena
imunost se razvija sporije i obezbeduje kasniju, ali efikasniju, odbranu od infekcije. Pored
T ¢elija, nosioci specifi¢ne antimikrobne zastite su i imunoglobulini.

lako je poznato da kariogeni mikroorganizmi stimuliSu stvaranje specifi¢nih
antitela, uloga humoralnog imunog odgovora u kontroli karijesa jo§ uvek nije do kraja
razjasnjena. Smatra se da najveci znacaj imaju imunoglobulini klase A (IgA), i njihova
dimeri¢na forma- sekretorni IgA (s-1gA), ali i imunoglobulini klase G (IgG) i klase M
(IgM). Uloga s-IgA u zastiti od karijesa najverovatnije proizilazi iz njihove sposobnosti
da kontroliSu rast oralne mikroflore, sprecavaju adheziju patogena, kao i sposobnosti da
dezaktiviraju bakterijske enzime i toksine. Medutim, za sada dostupna literatura pokazuje
opreéne i nejasne rezultate u pogledu povezanosti s-IgA i prisustva karijesa®®. Pojedini
autori smatraju da su vrednosti s-IgA kod pacijenata prijemcivih karijesu nize zbog
njihovog vezivanja za kariogene mikroorganizme, dok drugi smatratraju da je porast
s-IgA uslovljen imunskim odgovorom®,

U pljuvacki dece dokazano je prisustvo i antitela na S. mutans, ali njihova veza sa

prirodnim imunitetom na karijes nije potpuno jasna®®.
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2.2. Savremeni koncept u klinickom pristupu karijesu

Tokom 20. veka konzervativna sanacija karijesnih zuba u cilju njihove retencije
bila je imperativ stomatoloske struke, a Sto je svakako predstavljalo ogroman pomak u
odnosu na do tada primenjivanu terapijsku metodu-ekstrakciju zuba. Medutim, tokom
ovog perioda epidemioloske studije su pokazivale da je karijes kod dece i dalje glavni
uzrok bola i infekcija oralne regije, uzrokujuéi prerani gubitak zuba, koji za sobom
povlac¢i poremecaj funkcija celokupnog mastikatornog aparata, poremecaj socijalne
interakcije dece, Sto uz ekonomsku komponentu znac¢ajno doprinisi narusavanju kvaliteta
zivota dece, ali i njihovih &itavih porodical®®"-°1, Osim toga, prerani gubitak jednog ili
veéeg broja zuba narusava i dalji razvoj orofacijalne regije, kao i razvoj celokupnog
organizma deteta. Ovakvi podaci su nedvosmisleno sugerisali ha neophodnost promene
pristupu u zbrinjavanju i borbi protiv ovog oboljenja tvrdih zubnih tkiva.

Promena u shvatanju etiopatogeneze karijesa, sa naglaskom na ¢injenicu da je
karijes oboljenje progresivnog toka, u pocetnim fazama reverzibilnog karaktera, ukazala
je na potrebu da karijes treba sagledati u potpunosti, kao jedan sloZen proces, a ne samo
tretirati kavitaciju, koja predstavlja terminalni ishod karijesnog procesa. Konacno,
promena u shvatanju etipatogeneze Kkarijesa, zajedno sa nau¢nim i tehnoloSkim
dostignu¢ima u oblasti dijagnostike karijesa i1 restaurativnih materijala dovela je do
Zeljenih promena u borbi protiv ovog oboljenja, pomerajudi teziSte sa tradicionalnog

konzervativnog na preventivni pristup®°9,

Savremeni koncept u klinickom pristupu karijesu temelji se na slede¢im nivoima:

1. Procena rizika za nastanak karijesa uz individualizovanu prevenciju;

2. Rana dijagnostika pocetnih karijesnih lezija uz minimalnu invazivnu sanaciju
karijesnih lezija;

3. Dijagnostika uznapredovalih lezija sa planom terapije koji ukljucuje restauraciju
lezija i lecenje obolele pulpe;

4. Monitoring karijes rizik statusa pacijenta®®*.
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2.3. Procena rizika za nastanak karijesa

Procena rizika za nastanak karijesa se definiSe kao proces utvrdivanja verovatnoce
da ¢e se kod neke osobe/populacione grupe, tokom odredenog vremena, razviti nova
karijesna lezija®>%. Osnovni je preduslov razvoja efikasnih mera i strategija za primarnu
prevenciju, ali i kontrolu bolesti, i sprovodi se sa ciljem rane identifikacije pojedinca i/ili
populacione grupe u povecanom riziku, kako bi se karijes preventivne i profilakticke mere
sprovele pre pojave bolesti®”%,

Znacaj procene karijes rizika u prevenciji ove bolesti je dokazan mnogim
studijama, ali ga najbolje ilustruju rezultati Axelsson-a i saradnika koji su 1993. godine,
u jednoj oblasti Svedske, konstantnim odredivanjem rizika za pojavu karijesa, uz
odgovarajucu primenu preventivno-profilakti¢kih mera i postupaka, uspeli da za dvanaest

godina KIp dece snize sa 6,5 na 1%,

2.3.1. Utvrdivanje rizika za nastanak karijesa

Proces procene rizika za nastanak karijesa obuhvata identifikaciju karijes rizik
faktora, ispitivanje njihovog uticaja na zdravlje zuba i predvidanje progresije/stabilizacije
karijesnog procesa pra¢enjem Karijes incidencije®>%.

Poslednjih decenija akcenat je stavljen na individualni preventivni pristup, i
shodno tome na individualnu procenu karijes rizik pojedinca. Ovakav pristup je proizasao
iz masovne primene fluorida, koja cesto maskira ulogu ostalih faktora u procesu procene
karijes rizika, ali i ¢injenice da znac¢aj mnogih faktora u velikoj meri zavisi i od uzrasta
pacijenta, rase, etni¢ke pripadnosti, kulturoloskih navika pojedinca®1%.

Sa aspekta primarne prevencije, mogucnost predvidanja pojave karijesa kod dece
koja nisu obolela ima esencijalni znacaj. Ovo predstavlja osnovu svih preventivnih
stomatoloSkih programa Sirom sveta, u kojima je jasno istaknuto da procena rizika za
nastanak karijesa treba da bude neizostavni deo procene celokupnog zdravlja dece i da je
treba izvrsiti u toku prve godine zivota, pre ili u vreme nicanja prvih zuba, a zatim je
periodi¢no ponavljati, jer je rizik za nastanak karijesa tokom vremena sklon
promenama®®. Efikasnost procene Karijes rizika u ogromnoj meri je uslovljena

poznavanjem pouzadnih karijes rizik faktora.
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2.3.2. Karijes rizik faktori-karijes rizik indikatori i prediktori
karijesa

Karijes rizik faktori predstavljaju markere za koje je statistickim metodama

dokazana povezanost sa pojavom/prisustvom bolesti®

. Identifikacija faktora rizika,
uzro¢no povezanih sa pojavom karijesa je od esencijalnog znacaja za prevenciju bolesti,
jer daje mogucnost kauzalnog dejstva. Medutim, postoje i rizik faktori koji nisu uzro¢no-
posledi¢no povezani sa karijesom, ali koji ipak mogu biti od znac¢aja u prognozi bolesti.

Karijes rizik indikatorima se smatraju varijable za koje je u studijama preseka
utvrdeno da se mogu dovesti u vezu sa karijesom, dok se prediktorima karijesa smatraju
varijable ¢&ija je veza sa karijesom potvrdena longitudinalnim studijamal®. Karijes
indikatori mogu imati karakter prediktora karijesa ukoliko to longitudinalne studije
dokazu, ali je takode pokazano da to ne mora uvek nuzno da bude slucaj. Studije pracenja
daju pouzdanije tumacenje povezanosti faktora rizika i pojave karijesa u odnosu na studije
preseka. Pouzdanim karijes rizik faktorom bi se mogla smatrati varijabla koja ima znacaj
indikatora Kkarijes rizika i istovremeno pokazuje karijes prediktivni znacaj.

Identifikacija karijes rizik faktora je sloZena, Sto proizilazi iz multikauzalne
etiologije i kompleksnosti patogeneze oboljenja. Zato se smatra da sve varijable koje su
direktno ili indirektno uklju¢ene u nastanak i razvoj karijesnog procesa mogu biti od
znacaja u oblasti procene rizika za nastanak karijesa. Do sada je identifikovano oko 106
potencijalnih Karijes rizik faktora®®, koje su Fontana i sar.*® klasifikovali na:

- Klini¢ke-prethodno karijes iskustvo (Zkep/KEP>1), gledni defekti,

ortodontske anomalije;

- Bioloske-genetski uticaj, sastav i osobine dentalnog biofilma, sastav i osobine

pljuvacke;

- Sociodemografske i ekonomske- pol, rasa, etnicka pripadnost, ekonomski

standard pojedinca, obrazovni profil, uslovi zivota;

- Sredinske-klima, izloZenost fluoridima;

- Bihejvioralne - temperament pojedinca, tip roditeljstva, higijensko-dijetetske

navike;

- Faktore vezane za roditelje/staraoce dece, a koji mogu biti od znacaja za

procenu Karijes rizika kod dece - karijes roditelja/staraoca, navike roditelja.
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Ove varijable su studijama preseka pokazale znacaj karijes rizik indikatora, ali su
longitudinalne studije ukazale na njihov razliCit karijes prediktivni znacaj. Najvisi karijes

prediktivni nivo je pokazalo prethodno Karijes iskustvo'®*

. Visok prediktivni znacaj su
pokazali i salivarni nivo S. mutansa i Lactobacillus spp., unos fluorida, sekrecija, pH i
puferski kapacitet pljuvacke, sastav i ferkventnost unosa hrane, koli¢ina biofilmal®.
Osim toga prediktivni znac¢aj moze imati i celokupni utisak koji pacijent ostavlja na
stomatologal®®.

Prethodno karijes iskustvo je do sada pokazalo najvisi karijes prediktivni nivo,
zbog &ega mu se pripisuje znacaj najmoénijeg prediktora buduéeg karijesal?’. Istrazivanja
pokazuju da je karijes mle¢nih zuba jedan od najjacih prediktora karijesa stalnih
zubal®1%® Jako se moZe u proceni karijes rizika koristiti kao jednostavna, brza,
neinvazivna metoda, znac¢aj prethodnog karijes iskustva u ovoj oblasti je dosta ogranicen
zbog potrebe da se karijes rizi¢na osoba identifikuje pre pojave bolesti.

Salivarni nivo kariogenih mikroorganizama S. mutansa i Lactobacillus spp. moze
biti znacajan prediktor buduceg karijesa. Salivarni nivo S. mutansa snaZno je povezan sa
pojavom Karijesa kod dece i pokazuje visok nivo karijes prediktivnog znacajal'®1'?, S
druge strane, u predikciji karijesa od znac¢aja mogu biti i Lactobacillus spp. IstraZzivanjem
je utvrdeno da godis$nji prirastaj karijesa kod dece predskolskog uzrasta, kao i kod ranih
adolescenata, pozitivno korelira sa salivarnim nivoom lactobacila’*®. Medutim
povezanost salivarnog nivoa ovih mikroorganizama i karijesa jos uvek je kontradiktorna.
Kako nivo ovih mikroorganizama reflektuje acidogena stanja, on moze da sluzi kao
snazan indikator kariogene ishrane*,

lako dentalni biofilm ima esencijalni znacaj u etiologiji karijesa, U istrazivanjima
su dobijeni oprecni rezultati po pitanju povezanosti indeksa oralne higijene i prisustva
karijesa, pri ¢emu pojedina istrazivanja pokazuju da prisustvo naslaga na zubima kod
nekih osoba nema veliki karijes prediktivni znacaj>'%,

Ishrana bogata karogenim ugljenim hidratima je takode jedan od esencijalnih
faktora u etiologiji karijesa, ali njen znacaj u dijagnostici karijes rizika ¢esto moze da
maskira uc¢estala upotreba fluorida i redovna oralna higijena. Stoga je posmatranje ishrane

kao solo Karijes prediktora nepouzdano®*>16,
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U oblasti primarne prevencije karijesa, posebno mesto zauzima primena fluorida
zbog svog snaznog kariostati¢nog efekta. Aktuelnim protokolom za primenu fluorida u
prevenciji karijesa je istaknut znacaj lokalne-egzogene primene kod dece uz konstantno
prisustvo niskih koncentracija fluorida!'’. Medutim, u zonama nisko fluorisane vode za
pi¢e, uz lokalnu primenu fluorida, vode¢im protokolom preporucuje se i dopunska,
sistemska primena fluorida. Zbog snaznog kariostaticnog efekta, ve¢ina modela za
procenu Karijes rizika u obzir uzima i primenu fluorida prema vaze¢em protokolu.

Varijable vezane za oralnu higijenu, ishranu i primenu fluorida ¢esto ne pokazuju
visok karijes prediktivni znacaj kao solo faktori. Stoga je preporuka gotovo svih
udruzenja preventivnih i decjih stomatologa da se ove varijable nikada ne posmatraju
odvojeno, ve¢ njihov znacaj uvek treba razmatrati u kombinaciji.

Do sada sprovedena istrazivanja pokazuju oprecne rezultate po pitanju znacaja pH
pljuvacke i njenog puferskog kapaciteta u predikciji karijesa. Uglavnom je studijama
dokazana niska senzitivnost i visoka specifi¢nost karijes prediktivnog znac¢aja puferskog
kapaciteta pljuvacke!'*. lako pojedine studije sugerisu na povezanost niske pH pljuvacke
i karijes iskustva dece, postoji odredeni broj studija koje ovu konekciju negirajul!3118:119,

Posebnu grupu veoma vaznih Kkarijes rizik faktora u de¢jem uzrastu Cine i
sociodemografski i ekonomski faktori. Istrazivanja pokazuju da devojcice iako generalno

imaju bolju oralnu higijenu, imaju veéu prevalenciju i incidenciju karijesa?

. U de¢jem
uzrastu od posebnog znacaja su faktori vezani za roditelje, pre svega njihov obrazovni
profil, kao i stanje njihovog oralnog zdravljal®®121-123,

Nazalost, 1 pored velikog broja identifikovanih varijabli, nijedna od njih kao solo
faktor nije pokazala znacaj visoko pouzdanog prediktora karijesa, te se stepen

124125 polazeéi od

predvidljivosti poveéava kombinacijom veéeg broja varijabli
navedenog, ekspertske grupe su kreirale gotove modele za procenu rizika za nastanak
karijesa, ¢ija je efikasnost testirana na razli¢ite populacione grupe!?®-12, Znagajan korak
u tom smislu su napravili Bratthall i saradnici, koji su 1997. godine razvili Cariogram,
kompjuterski program za procenu rizika za nastanak karijesa'?®. Ovaj program uzima u
obzir interakciju izmedu individalno procenjenih faktora rizika za pojavu karijesa, i pruza

grafi¢ki prikaz procenjenog karijes rizik profila osobe, $to pored informativne ima i

motivacionu ulogu za pacijenta.
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Uzimaju¢i u obzir navedeno, moze se smatrati da je potreba za pouzdanim karijes
rizik faktorom, koji moze na jednostavan nacin da obezbedi ranu identifikaciju karijes
rizicne osobe, 1 dalje visoko aktuelna. U tom smislu posebno je istaknut znacaj
identifikacije razlicitih karijes rizik biomarkera. Prema definiciji, biomarkeri su bioloski
parametri koji se mogu kvantifikovati, a koji predstavljaju indikatore nekog
patofizoloskog stanja®®C,

Biomarkeri bi trebalo da budu neinvazivni, lako merljivi, i da se menjaju sa
stepenom progresije bolesti. Postoji viSe vrsta biomarkera u odnosu na njihovu

primenu*®

. U oblasti dijagnostke karijes rizika od znacaja su tzv. antecedentni
biomarkeri, koji ukazuju na rizik nastanka bolesti.

Identifikacija pouzdanog karijes rizik biomarkera je viSefazni proces. Nakon
studija koje ukazuju na potencijalni znacaj varijable kao karijes rizik biomakrera,
sprovode se studije preseka u kojima se ispituju vrednosti biomarkera kod osoba sa i bez
bolesti, i utvrdivanje njegovog znacaja kao karijes rizik indikatora. Potom, se ispituje
klinicka povezanost biomarkera, iza Cega se longitudinalnim studijama procenjuje
prediktivna vrednost analiziranih varijabli i kona¢no odreduje njihova efikasnost kao
karijes rizik biomarkera, koji mogu imati klinicku odnosno rutinsku primenu.

Efikasne karijes rizik biomarkere u dec¢jem uzrastu treba traZiti medu brojnim
sastojcima pljuvacke, Sto proizilazi iz ¢injenice da se ona moze koristiti kao medijum za
pracenje sva tri primarna faktora u etiologiji karijesa, ali 1 njenog velikog znacaja u
etiopatogenezi ovog oboljenja koji realizuje svojim sastavom i svojstvima!*®3!, Osim
toga, pljuvacka je lako dostupna, lako se uzorkuje neinvazivnim metodama i lako
transportuje $to je od velikog zna¢aja posebno u de¢jem uzrastu.

Mnoge komponente pljuvacke bi mogle biti od znacaja kao karijes rizik
biomarkeri'!8132 ali je zbog infektivne prirode bolesti posebna paznja usmerena na
neimunoglobulinske antimikrobne proteine pljuvacke-esencijalne komponente urodene
imunosti usne duplje’®133. Nedavno je sugerisano, da bi u proceni rizika za nastanak
karijesa kod dece od znacaja mogli da budu defenzini i katelicidini pljuvacke’, katjonski
peptidi koji svojim antimikrobnim svojstvima doprinose bioloskoj kontroli karijesa.
Istrazivanja pokazuju da najsnaznije antibakterijsko dejstvo usmereno na kariogene

mikroorganizne, pre svega S. mutans, pokazuje hBD-2. lako nesto slabije, 0v0 SvOjstvo
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ispoljavaju i LL-37, kao i svi a defenzini koji pokazuju vrlo male razlike u antimikrobnim
svojstvima, najverovatnije zbog minimalnih razlika u amino-kiselinskom sastavu.
Medutim, i pored ukazivanja na njihov potencijalni zna¢aj u oblasti dijagnostike karijes
rizika, do sada sprovedene studije preseka nisu mogle da pruze pouzdane dokaze o
njihovoj efikasnosti kao karijes rizik biomarkera, $to namece potrebu za longitudinalnim

studijama kojima bi se verifikovao ovakav njihov znacaj.
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Naucno radna hipoteza istraZivanja

Polaze¢i od navedenog, postavljena je sledeca hipoteza istrazivanja:

Ho- Nulta hipoteza istrazivanja
Katjonski antimikrobni peptidi, HNP-1, hBD-2 i LL-37 nestimulisane pljuvacke
nisu efikasni karijes rizik biomarkeri u de¢jem uzrastu, i shodno tome ne mogu biti od

znacCaja u proceni rizika za nastanak karijesa kod dece.

Hi-Radna hipoteza istraZivanja
Katjonski antimikrobni peptidi, HNP-1, hBD-2 i LL-37 nestimulisane pljuvacke
su efikasni karijes rizik biomarkeri u de¢jem uzrastu, i shodno tome mogu biti od znacaja

u proceni rizika za nastanak karijesa kod dece.
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Ciljevi istraZivanja

Za proveru navedene nau¢no radne hipoteze, postavljeni su sledeé¢i ciljevi

istrazivanja:

1. Odrediti koncentraciju HNP-1, hBD-2 i LL-37 nestimulisane pljuvacke u

decjem uzrastu,

2. Ispitati povezanost koncentracije HNP-1, hBD-2 i LL-37 nestimulisane

pljuvacke sa njenom pH vrednoscu;

3. lIspitati HNP-1, hBD-2, LL-37 i pH nestimulisane pljuvacke, kao i
sociodemografske karakteristike i dijetetske i oralno-higijenske navike kao

karijes rizik indikatore u de¢jem uzrastu,

4. Pracenjem godiSnjeg priraStaja Karijesa, ispitati karijes prediktivni znacaj
HNP-1, hBD-2, LL-37 i pH nestimulisane pljuvacke, kao i karijes prediktivni
znacaj sociodemografskih karakteristika, dijetetskih i oralno-higijenskih

navika u de¢jem uzrastu.
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5.1. Dizajn studije i ispitanici

Za realizaciju postavljenih ciljeva sprovedena je jednogodis$nja, prospektivna
studija, koja je obuhvatila pacijente Sluzbe za Preventivnu i de¢ju stomatologiju Klinike
za stomatologiju u NiSu, kao i pacijente predskolskih 1 Skolskih stomatoloskih ambulanti
Sluzbe za Preventivnu i decju stomatologiju Doma zdravlja u Nisu. Obuhvacene su dve
starosne grupe ispitanika:

I- 250 ispitanika predskolskog uzrasta sa kompletiranom mle¢nom denticijom,
starosti 36-48 meseci (165 ispitanika sa svim zdravim zubima i 85 sa
karijesnim, ektrahovanim i/ili plombiranim zubima);

II- 213 ranih adolescenta sa kompletiranom stalnom denticijom, starosti 11-13
godina (70 ispitanika sa svim zdravim zubima i 143 sa karijesnim,
ektrahovanim i/ili plombiranim zubima).

Studija nije obuhvatila ispitanike sa meSovitom denticijom zbog kompleksnosti
procene ucestalosti karijesa zuba u ovom razvojnom periodu. Selekcija ispitanika vrSena
je prema slede¢im bazi¢nim kriterijumima: 1) zdravi ispitanici bez akutnih 1 hroni¢nih
sistemskih bolesti u licnoj anamnezi; 2) ispitanici od rodenja sa stalnim prebivaliStem na
teritoriji Grada NiSa (viSegodiSnja prosecna koncentracija fluorida u vodi za pice iznosi
<0,05 mg/mL); 3) ispitanici bez strukturnih defekata na zubima; 4) ispitanici Skolskog
uzrasta bez zapocete terapije fiksnim ortodontskim aparatom. Selekcija ispitanika je
izvr§ena najpre na osnovu podataka iz zvani¢nih registara i medicinske dokumentacije, a
zatim na osnovu podataka dobijenih anketiranjem majki i klinickim pregledom ispitanika.

Veli¢ina uzorka, odredena je na osnovu podataka o populaciji dece Nisavskog
okruga uzrasta 36-48 meseci odnosno 11-13 godina, selektovanoj prema opisanim
kriterijmima i prevalenciji karijesa ispitivanih uzrasta dece, sa nivoom pouzdanosti od
5% i snagom studije 80%. Veli¢ina uzorka izracunata je metodom proporcije u EPI INFO
STATCALC programu verzija 7.2.2.6. Minimalna izraunata veli¢ina uzorka je 247
ispitanika starosti 36-48 meseci, i 180 ispitanika starosti 11-13 godina.

Roditelji ispitanika su dobili neophodne informacije i dali pisanu saglasnost za
uces¢e dece u ovo istrazivanje, koje je sprovedeno prema principima Helsinske
dekleracije. Realizaciju istrazivanja je odobrio Eticki Komitet Medicinskog fakulteta
Univerziteta u NiSu, Republika Srbija, odlukom broj 12-14532-2/3.
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5.2. Prikupljanje podataka

Sprovedena studija bazirana je na podacima prikupljenima na pocetku studije
(mart-maj 2017. godine za ispitanike predskolskog uzrasta odnosno oktobar-novembar

2017. za rane adolescente), i 12 meseci kasnije.

5.2.1. Prikupljanje bazi¢nih podataka

5.2.1.1. Anketiranje majki/staraoca ispitanika

Po dobijanju saglasnosti za uc¢es¢e dece u istrazivanje, majke/staraoci ispitanika
su popunili anketne listove, kako bi se prikupili bazi¢ni socio-demografski podaci o
ispitanicima (datum i mesto rodenja, pol, stalno prebivaliste, stepen obrazovanja i starost
roditelja), kao i podaci o zdravstvenom stanju, upotrebi lekova, oralno-higijenskim i
navikama u ishrani ispitanika, upotrebi fluorida, posetama stomatologu. Modifikacijom
modela anketa za utvrdivanje faktora rizika oralnog zdravlja dece, preporu¢enog od
SZO™*, kreirani su anketni listovi, sa pitanjima prilagodjenim starosnim grupama
ispitanika (Prilog 1, Prilog 2).

5.2.1.2. Klini¢ki pregled ispitanika

Klini¢ki pregled ispitanika izvrSen je u stomatoloSkim ordinacijama SluZzbe za
preventivhu 1 decju stomatologiju Klinike za stomatologiju Ni§ i1 stomatoloskim
ambulantama pri Domu zdravlja Ni§, jedan sat nakon obroka i vremena predvidenog za

oralnu higijenu.

5.2.1.2.1. Procena stanja zdravlja zuba

Stanje zdravlja zuba registrovano je ‘“vizuelno-taktilnom* metodom prema
kriterijumima SZO za epidemioloska istrazivanja'®, i iskazano Klein-Palmer-ovim

kep/KEP sistemom?3,
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5.2.1.2.2. Procena stanja oralne higijene

Stanje oralne higijene procenjeno je indeksom oralne higijene (OHI) po Greene-

Vermilion-u 36

, za ¢ije odredivanje su koriS¢ene povrSine Sest zuba, reprezentativnih za
celu denticiju. Standarno, u stalnoj denticiji merenje je vrSeno na vestibilarnim
povrSinama zuba 16, 11, 26, 31 i oralnim povrSinama zuba 36 i 46, dok je mlec¢noj

137 merenje vrseno na vestibularnim povr§inama zuba 55,

denticiji prema Sowole-a i sar.
51, 65, 71 i oralnim povrSinama zuba 75 i 85. Merenje je vrSeno stomatoloSkom sondom
na potpuno izniklim mle¢nim/stalnim zubima. Nacdin bodovanja prisustva naslaga
prikazan je u Tabeli 2. Prosec¢an indeks mekih naslaga dobijen je sabiranjem vrednosti

dobijenih za pojedina¢ne zube, a zatim je dobijeni zbir podeljen brojem pregledanih zuba.

Tabela 2. Kriterijumi za procenu indeksa oralne higijene po
Green-Vermilion-u

Vrednost Kriterijum

0 Nema mekih naslaga

1 Meke naslage pokrivaju do 1/3 povrSine zuba

2 Meke naslage pokrivaju od 1/3 do 2/3 povrsine zuba
3 Meke naslage pokrivaju vise od 2/3 povrSine zuba

5.2.1.3. Odredivanje pH nestimulisane pljuvacke

Uzorci nestimulisane pljuvacke uzeti su odmah nakon klinickog pregleda
ispitanika, ispljuvavanjem pljuvacke u sterilne tube. Odredenom broju ispitanika
predskolskog uzrasta uzimanje uzorka pljuvacke je vrseno sterilnim pipetama po Paster-
u. Merenje pH pljuvacke izvrSeno je odmah po uzorkovanju dovoljne koli¢ine pljuvacke

pomocu digitalnog, portabl pH metra (Hanna Instruments, USA).

5.2.1.4. Odredivanje salivarne koncentracije HNP-1, hBD-2 i LL-37

Sa ciljem da se utvrdi znac¢aj salivarnih HNP-1, hBD-2, LL-37 kao pouzadnih
karijes rizik biomarkera, postavljeni su dodatni kriterijumi za selekciju ispitanika kojima

je uzet uzorak nestimulisane pljuvacke za odredivanje koncentracije ovih peptida: (1) da
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ispitanici nisu koristili antibiotike najmanje mesec dana pre pocetka studije; (2) ispitanici
bez oboljenja mekih tkiva usne duplje; (3) ispitanici sa svim zdravim zubima; (4)
ispitanici sa aktivnim, nesaniranim karijesom. Ispitanici sa ektrahovanim i plombiranim
zubima su iskljuceni iz ovog dela studije.

Prema zadatim Kriterijumima, selektovano je ukupno 170 ispitanika: 85 ispitanika
predskolskog uzrasta, 1 85 ranih adolescenata. Prema karijes statusu, obe grupe ispitanika
su podeljene na grupu dece bez karijesa (k/K=0; N=35) i grupu dece sa aktivnim,
nesaniranim karijesom (k/K>1; N=50).

Uzorkovanje nestimulisane pljuvacke kod ispitanika selektovanim prema
dopunskim inkluzionim kriterijumima obavljeno je odmah nakon odredivanja pH
vrednosti pljuvacke ispljuvavanjem pljuvacke u sterilne tube, u trajanju od 5 do 10 minuta
kako bi se sakupilo 2 ml nestimulisane pljuvacke. I u ovom sluc¢aju je odredenom broju
ispitanika predskolskog uzrasta uzimanje uzorka pljuvacke vrseno sterilnim pipetama po
Paster-u Uzorci su ¢uvani na temperaturi od +2°C, i maksimalno jedan sat od uzorkovanja
transportovani u Naucno-istrazivacki centar za Biomedicinska istrazivanja Medicinskog
fakulteta Univerziteta u NiSu Srbija, na dalju analizu gde su centrifugirani na 10 000 rpm,
na temperaturi od +4°C u trajanju od 10 min. Supernatant je odvojen, a uzorci su podeljeni

I zamrznuti na temperaturi od -82 °C do sledece faze (Slika 8 1 9).

Slika 8. Sortirani uzorci nestimulisane pljuvacke grupe ispitanika predskolskog uzrasta
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Slika 9. Sortirani uzorci nestimulisane pljuvacke ispitanika Skolskog uzrasta

Koncentracija antimikrobnih peptida je odredena enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA), upotrebom komercijalnih ELISA kitova prema uputstvu proizvodaca
(Human alpha-Defensin 1- DuoSet ELISA, DuoSet® Ancillary Reagent Kit 2, R&D
System, Minneapolis, USA; Human [-Defensins 2 ELISA Kit, Cusabio Biotech,
Houston, USA; Human LL-37 ELISA kit, HyCult Biotech, Uden, The Netherlands)(Slika
10, 11 i 12). Detekcioni rang za HNP-1 ELISA kit je bio 0.50 - 32 ng/mL, za hBD-2
ELISA kit 62.5 pg/mL - 4000 pg/mL, odnosno LL-37 ELISAkit 0.1 - 100 ng/mL.

Koncentracija svih ispitivanih peptida je izrazena u ng/mL.

Slika 10. Inkubacija uzoraka na temperaturi od 37°C
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Slika 11. Masinsko ispiranje uzoraka

Slika 12. Priprema uzoraka za o¢itavanje koncentracije ispitivanih peptida

5.2.2. Pradenje promene karijes statusa ispitanika

Nakon 12 meseci, ponovljen je sistematski stomatoloski pregled ispitanika kojim
je registrovano stanje zdravlja zuba, prema istoj dijagnostickoj proceduri sa pocetka

studije.
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5.3. Statisticka obrada podataka

Statisticka obrada podataka izvrSena je u statistickom paketu SPSS verzija 16.0
(SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

Ucestalost karijesa zuba na pocetku i na kraju studije izrazena je: statistickim
indeksima (karijes indeks osoba-kio/Klo, karijes indeks zuba-kiz/Klz), indeksima i
merama prosecnih vrednosti (Karijes indeks prosek- kip/Klp, prosecan broj karijesnih
povrsina-Kips/Klps), pokazateljima strukture (struktura kep/KEP-a). Godi$nji prirastaj
karijesa ispitanika (GPK) odreden je direktnim pra¢enjem promena vrednosti kip/KlIp
indeksa.

U okviru deskriptivne statistike numericki podaci su prikazani merama centralne
tendencije (srednja vrednost) i merama varijabiliteta (standardna devijacija).

U okviru analiticke statistike koriS¢ene su metode za utvrdivanje znacajnosti
dobijenih razlika, kao i metode za testiranje povezanosti testiranih varijabli. Poredenje
numerickih vrednosti izmedu ispitanika je u zavisnosti od distribucije dobijenih podataka
vrseno Studentovim t-testom odnosno Mann-Whitney testom, dok je poredenje
kategorijskih varijabli u zavisnosti od distribucija dobijenih podataka vrseno x2 ili Mc
Namer testom. Poredenje izmedu tri i viSe grupa izvrSeno je Kruskal-Wallis testom kod
heterogenih nizova. Uporedivanje frekvencija dobijenih podataka izvrSeno je x2 testom.
Medusobna povezanost potencijalnih faktora karijes rizika, kao 1 njihova povezanost sa
ispitivanim nezavisnim varijablama testirane su Pirsonovim koeficijentom proste linearne
korelacije. Potencijalni karijes prediktivni zna€aj varijabli analiziran je na osnovu
godis$njeg prirastaja karijesa, 1 testiran je linearnom 1 logistickom regresionom analizom.
Kalibracija multivarijablinog modela testirana je Hosmer-Lemeshow testom. Nulta

hipoteza testirana je sa nivoom znac¢ajnosti p<0.05.
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5.4. Institucije u kojima je istrazivanje sprovedeno

Istrazivanje je obavljeno u slede¢im institucijama:

U stomatoloskoj ordinaciji Sluzbe za Preventivnu i decju stomatologiju Klinike
za stomatologiju Nis;

U stomatoloskim ambulantama Sluzbe za Preventivnu i decju stomatologiju
Doma zdravlja Nis pri predskolskim ustanovama, i stomatoloskim ambulantama
pri osnovnim Skolama 0S , Kole Rasi¢“, OS ,,Stefan Nemanja“;

U Naucno-istrazivackom centru za Biomedicinska istrazivanja Medicinskog

fakulteta Univerziteta u NiSu, Republika Srbija.
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Rezultati

6.1. Rezultati studije preseka

6.1.1. Karakteristike ispitanika

Sprovedena jednogodisnja studija je obuhvatila ukupno 463 ispitanika: 250
ispitanika predSkolskog uzrasta, starosti 36-48 meseci i 213 ranih adolescenata, starosti
11-13 godina. Ispitanici predskolskog uzrasta su tokom studije imali kompletiranu
mlec¢nu denticiju, bez zapocete fizioloSke smene mlecnih zuba, dok su rani adolescenti
tokom cele studije imali kompletiranu stalnu denticiju. Obe starosne grupe su ujednacene
u odnosu na pol ispitanika (p=0,315). Polne i starosne karakteristike ispitanika prikazane

su u Tabeli 3.

Tabela 3. Polna i starosna struktura ispitanika

Ispitanici Zenski pol Muski pol Prose¢na starost
AS£SD

Predskolski uzrast 250 121(48,4%) 129(51,6%) 40,9+4,3 meseci

(36-48 meseci)

Rani adolescenti 213 114(53,5%)  99(46,5%) 12,54+0,56 godina

(11-13 godina)

6.1.2. Ucestalost karijesa zuba ispitanika

U obe starosne grupe ispitanika registrovane su uglavnom visoke vrednosti
ispitivanih paramatara ucestalosti karijesa, statisticki je znacajno veca kod ranih

adolescenata (Grafikon 1, Tabela 4)
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Predskolski uzrast Rani adolescenti

B Broj dece sa svim zdravim zubima B Broj dece sa karijesnim, ekstrahovanim, plombiranim zubima

Grafikon 1. Ucestalost karijesa zuba u ispitivanim grupama dece
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Tabela 4. Vrednosti indeksa ucestalosti karijesa zuba u ispitivanim grupama dece

Indeksi ucestalosti karijesa zuba

Predskolski uzrast

Rani p-vrednost!
adolescenti

Kio:/K 10 % 34,0% 70,9% <0,001
Kizy/Klz1 % 10,3% 14,52% <0,001
Kipy/KIps (AS+SD) 1,95+3,71 4,06+3,54 <0,0012
Kipsy/KIps; (ASSD) 4,06+3,54 5,88+6,35 <0,0012

L2 test; 2Mann-Whitney test

U obe starosne grupe ispitanika registrovana je nepovoljna struktura kep/KEP-a,

sa izuzetno visokom zastupljenoséu aktivnog karijesa (Tabela 5, Grafikoni 2 i 3).

Tabela 5. Ucestalost karijesnih, ekstrahovanih i plombiranih zuba u ispitivanim

grupama

Predskolski
uzrast

Rani p-vrednost!

adolescenti

%

N %

Broj dece sa karijesnim zubima 85 34,0% 143 67,1% <0,001*
Prosecan broj zuba sa karijesom 5,7+4,4 4,8+2.9
(ASSD)

Min-Max broj zuba sa karijesom 1-20 1-15

Broj dece sa ekstrahovanim zubima 0 0,0% 20 9,4%
Prosec¢an broj ekstrahovanih zuba / 1,4+0,8
(ASSD)

Min-Max broj ekstrahovanih zuba / 1-4

Broj dece sa plombiranim zubima 1 0,04% 60 28,2%
Prosecan broj plombiranih zuba / / 2,6+1,7
(ASSD)

Min-max broj plombiranih zuba / / 1-9

b2 test
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0,04%

D k-karijes
De-ekstrakcija

I p-plomba

Grafikon 2. Struktura kep-a ispitanika predskolskog uzrasta

@ K-karijes
m E-ekstrakcija
o P-plomba

Grafikon 3. Struktura KEP-a ranih adolescenata
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U pogledu stepena progresija karijesa, u obe grupe ispitanika dominira prisustvo

povr$nog u odnosu na duboki i komplikacije karijesa (Grafikoni 4 i 5).

4%

OKI-povrsni karijes

EKII-duboki karijes

67% lKk-kpmpIikacije karijesa
(pulpitis, gangrena,
parodontitis)

Grafikon 4. Stepen progresije karijesa u grupi ispitanika predskolskog uzrasta

3%

OKI-povrini karijes

BKII-duboki karijes

mKKk-komplikacije
karijesa (pulpitis,
gangrena,
parodontitis)

Grafikon 5. Stepen progresije karijesa kod ranih adolescenata
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6.1.3. Karijes rizik indikatori u de¢jem uzrastu

6.1.3.1. Analiza znac¢aja HNP-1, hBD-2, LL-37 i pH nestimulisane

pljuvacke kao Kkarijes rizik indikatora

Bazi¢ne demografske i klinicke karakteristike ispitanika kod kojih je ispitivan
salivarni nivo peptida, prikazane su u Tabeli 6. Prisustvo karijesa je ujedna¢eno u odnosu
na starost (p=0,336) i pol ispitanika (p=0,401 odnosno p=0,059).

Tabela 6. Bazi¢ne demografske i klini¢ke karakteristike ispitanika

Uzrast ispitanika kip/KIP=0 Kip/KIP>1
(N; AS+SD) (N; ASSD)

Predskolski uzrast 85 41,22+4,49 meseci 35; 0,00+0,00 50; 7,00+4,73

Rani adolescenti 85 12,47+0,60 godina 35; 0,00+0,00 50; 6,04+2,84

Ispitivani antimikrobni peptidi, HNP-1, hBD-2 i LL-37, su detektovani u
uzorcima svih 170 selektovanih ispitanika (Grafikoni 6,7,8,9,10 i 11).
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Grafikon 6. Distribucija koncentracija HNP-1 nestimulisane pljuvacke kod ispitanika
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Grafikon 7. Distribucija koncentracija HNP-1 nestimulisane pljuvacke kod ispitivanih

ranih adolescenata
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Grafikon 8. Distribucija koncentracija hBD-2 nestimulisane pljuvacke kod ispitanika

predskolskog uzrasta
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Grafikon 9. Distribucija koncentracija hBD-2 nestimulisane pljuvacke kod ispitivanih

ranih adolescenata
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Grafikon 10. Distribucija koncentracija LL-37 nestimulisane pljuvacke kod ispitanika
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Grafikon 11. Distribucija koncentracija LL-37 nestimulisane pljuvacke kod ispitivanih

ranih adolescenata

60



Rezultati

Prosecna koncentracija HNP-1 nestimulisane pljuvacke je znacajno veca kod
ispitanika predSkolskog uzrasta (p<0,001), dok je koncentracija hBD-2 zna¢ajno veéa kod
ispitivanih ranih adolescenata (p=0,005). Salivarni nivo LL-37 je veé¢i kod ranih

adolescenata, ali bez statisticke znacajnosti u odnosu na mladu grupu ispitanika

(Tabela 7).

Tabela 7. Prose¢ne vrednosti salivarne koncentracije HNP-1, hBD-2, LL-37

antimikrobnih peptida u ispitivanim grupama dece

Antimikrobni peptid AS+SD p-vrednost!
HNP-1 (ng/mL)
Predskolski uzrast 15,48+2,87 <0,001
Rani adolescenti 12,97+1,14
hBD-2 (ng/mL)
Predskolski uzrast 2,21+1,48 0,005
Rani adolescenti 2,84+1,14
LL-37 (ng/mL)
Predskolski uzrast 1,34+1,69 0,231
Rani adolescenti 1,57+1,77

IMann-Whitney test;
Registrovane vrednosti pH nestimulisane pljuvacke su statisticki znacajno vece

kod ispitanika predskolskog uzrasta u odnosu na rane adolescente (p<0,001) (Tabela 8).

Tabela 8. Vrednosti pH nestimulisane pljuvacke ispitanika

pH pljuvacke AS+SD p-vrednost!
Predskolski uzrast 127 (50,8) 7,26+0,44 <0,001
Rani adolescenti 213 (100%) 7,01+0,39

1t test

Vrednosti ispitivanih parametara pljuvacke su ujednadene u odnosu na pol
ispitanika. Kod decaka su registrovane vece vrednosti pH nestimulisane pljuvacke i
salivarnog nivoa analiziranih defenzina i katelicidina, ali bez znacajne razlike u odnosu
na devojéice (Tabela 9).

Tabela 9. Vrednosti ispitivanih parametara pljuvacke u odnosu na pol ispitanika

Salivarni parametar

p-vrednost!

pH pljuvacke 7,21+0,36 7,14+0,40 0,223
HNP-1(ng/mL) 13,99+4,84  12,88+536 0,081
hBD-2(ng/mL) 2,57+1,25 2,48+1,46 0,551
LL-37(ng/mL) 1,48+1,81 1,44+1,74 0,138

IMann-Whitney test; 2 t test
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Vrednosti koncentracije ispitivanin defenzina i katelicidina nestimulisane
pljuvacke su vece kod ispitanika sa aktivnim-nesaniranim karijesom, ali bez statisticke

znacajnosti u odnosu na ispitanike sa svim zdravim zubima (Tabela 10).

Tabela 10. Vrednosti salivarnih parametara u odnosu na prisustvo Kkarijesa ispitanika

Salivarni parametar Bez karijesa Prisutan karijes p-vrednost!

Ck/K=0) Zk/K>1)
AS+SD AS+SD

pH pljuvacke

Predskolski uzrast 7,26+0,44 7,26+0,43 0,9772

Rani adolescenti 7,06+0,48 6,98+0,32 0,411
HNP-1 (ng/mL)

Predskolski uzrast 15,11+2,94 15,79+2,82 0,143

Rani adolescenti 12,72+4,42 13,15+5,01 0,644
hBD-2 (ng/mL)

Predskolski uzrast 2,03+1,50 2,46+1,44 0,208

Rani adolescenti 2,76+1,06 2,89+1,20 0,571
LL-37 (ng/mL)

Predskolski uzrast 1,26+1,41 1,46+2,05 0,862

Rani adolescenti 1,16+1,12 1,85+2,07 0,128

IMann-Whitney test; 2 t-test;

Vrednosti  koncentracije ispitivanih antimikrobnih peptida nestimulisane
pljuvacke pokazuju varijacije u odnosu na broj zuba sa aktivnim karijesom i broj povrsina
zuba zahvacenih karijesom (kips/KlIps indeks) (Tabela 11, Tabela 12). Medutim,
statisti¢ki znacajna razlika utvrdena je samo za vrednost koncentracija hBD-2 u odnosu
na broj karijesnih zuba (p=0,047), i to izmedu ispitanika sa 6-10 zuba sa karijesom i
pacijenata sa >10 zuba sa karijesom (p=0,018) (Tabela 11) (Grafikon 12).

Tabela 11. Koncentracija ispitivanih antimikrobnih peptida pljuvacke u odnosu
na broj karijesnih zuba ispitanika
Antimikrobni Ukupan broj karijesnih zuba; broj ispitanika

peptid p-
0; N=70 1-5; N=44 6-10; N=40 >10; N=16 vrednost?
HNP-1 (ng/mL) 13,89+3,89 14,58+4,60 13,77+4,56 14,43+4,10 0,885

hBD-2 (ng/mL) 2,76£1,13 2,38+1,41 2,94+1,212 2,04£1,15 0,047
LL-37( ng/mL) 1,34+1,66 1,56+1,47 1,47+2,11 1,62+1,79 0,596
1 Mann-Whitney test 6-10 zuba sa karijesom u odnosu na >10 Karijesnih zuba; ? Kruskal-Wallis test;
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Grafikon 12. Vrednosti salivarne koncentracije hBD-2 u odnosu na broj zuba sa
aktivnim karijesom

Tabela 12. Koncentracija ispitivanih antimikrobnih peptida pljuvacke u odnosu na
broj karijesnih povrSina
Antimikrobni Kategorije Kips/Klps indeksa p-vrednost!

peptid 1-10 11-20
HNP-1(ng/mL) 12,72+441 1348+560 11,03+4,08 1252+1,37 0,615

hBD-2( ng/mL) 2,76+1,06 3,06+1,26 2,36+0,98 2,72+0,32 0,426
LL-37( ng/mL) 1,19+1,10 1,98+2,33 1,42+1,10 1,74+0,52 0,524
IKruskal-Wallis test

Korelacionom analizom je utvrdena obrnuta (negativna) povezanost pH
nestimulisane pljuvacke i starosti ispitanika (r=-0,396, p<0,001) (Tabela 13). Obrnuta
povezanost je utvrdena i izmedu pH nestimulisane pljuvacke i salivarnog nivoa HNP-1,
hBD-2 i LL-37 (r=-0,287, p=0,013; r=-0,227, p=0,003; r=-0,165, p=0,032- za svaki
ispitivani peptid ponaosob)(Tabela 13).

Statisticki znacajna direktna (pozitivna) povezanost postoji izmedu starosti
ispitanika i salivarnog nivoa hBD-2 (r=0,217, p=0,004), dok salivarna koncentracija
HNP-1 statisticki znac¢ajno obrnuto korelira sa uzrastom ispitanika (r=-0,311, p<0,001).
Salivarna koncentracija HNP-1 znacajno pozitivno korelira sa salivarnom koncentracijom
LL-37 (r=0,207, p=0,008) i hBD-2 (r=0,454, p<0,001)(Tabela 13).
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Korelacionom analizom nije utvrdena povezanost salivarne koncentracije
HNP-1, hBD-2, LL-37 sa prisustvom Karijesa u ispitivhim grupama dece (Tabela 13).

Tabela 13. Pearson-ova korelacija salivarne koncentracijeantimikrobnih peptida i
uzrasta, pH pljuvacke, karijesa zuba ispitanika
Parametar HNP-1 hBD-2  LL-37 pH k K

-0,311 0,217 0,075 -0,396 0,105 0,218
<0,001 0,004 0,333 <0,001 0,338 0,045
0,041 0,061 0,169 -0,098
0,724 0,581 0,123 0,370
-0,081  -0,080 0,105 -0,123

Uzrast '
p
r
p
r
p 0,465 0,466 0,339 0,263
r
P
r
p
r

0,287 -0,227  -0,165
0,013 0,003 0,032
0,207 0,139
0,008 0,071
0,454

p  <0,001

hBD-2

r-koeficijent proste linearne korelacije; p-vrednost;

Korelacionom analizom nije utvrdena povezanost izmedu ukupne koncentracije
ispitivanih peptida i karijesa mle¢nih/stalnih zuba (Tabela 14).

Tabela 14. Pearson-ova korelaciona analiza kombinacije salivarnih
koncentracija antimikrobnih peptida i prisustva karijesa dece

HNP-1, hBD-2

HNP-1, LL-37
hBD-2, LL-37
HNP-1, hBD-2, LL-37

r-koeficijent proste linearne korelacije, p-vrednosti

6.1.3.2. Sociodemografske karakteristike i higijensko-dijeteske navike kao

karijes rizik indikatori u de¢jem uzrastu

Analiza povezanosti karijes iskustva (X kep>1) dece predskolskog uzrasta sa
sociodemografskim karakteristikama i higijensko-dijetetskim navikama dece, pokazuje
da su u predskolskom uzrastu najznacajniji karijes rizik indikatori pol (p=0,021), starost
majki (p=0,028), duzina dojenja (p=0,042), visoka frekventnost unosa rafinisanih
ugljenih hidrata (p<0,001) i visoke vrednosti indeksa oralne higijene (OHI) (p=0,009). Po

pitanju povezanosti frekventnosti dnevnih obroka i karijes iskustva dece ovog uzrasta

64



Rezultati

utvrdena je grani¢na p vrednost od 0,051. Deca ovog uzrasta sa ukupnim kep-om >1
statisticki ¢eS¢e imaju izabranog stomatologa, i znacajno ¢eS¢u posetu stomatologu u

odnosu na decu sa svim zdravim zubima (Tabela 15).

Tabela 15. Sociodemografske karakteristike i higijensko-dijeteske navike u odnosu na
karijes iskustvo ispitanika predskolskog uzrasta

Karijes iskustvo

Parametar Bez karijes Sa karijes p-
iskustva iskustvom vrednost!
Xkep=0 Ykep=>1

Pol

Muski 76 46,1 53 62,4 0,021

Zenski 89 539 32 37,6

Starost majki (AS+SD god,) 35,21+4,57 33,73+4,12 0,0282

Starost oceva (AS£SD god, ) 37,62+5,13 36,88+4,21 0,1392

Obrazovanje majki N % N %

<12 godina 44 26,7 31 36,5 0,145

>12 godina 121 73,3 54 63,5

Obrazovanje oceva

<12 godina 75 455 38 44,7 1,000

>12 godina 90 545 47 55,3

DuZina dojenja u mesecima 9,67+6,44 11,34+6,59 0,0422

(AS£SD)

Prose¢an broj dnevnih obroka 4,64+0,86 4,73+1,04 0,0512

(AS£SD)

Frekventnost unosa rafinisanih UH

<1 dnevno 59 35,8 28 32,9 0,009

1 dnevno 70 46,1 27 31,8

> 2 dnevno 30 182 30 35,3

OHI (AS+SD) 0,90+0,35 1,37+0,40 <0,0012

Frekventnost izvodenja oralne

higijene

< 1 dnevno 10 6,1 7 8,2 0,325

1 dnevno 104 630 59 69,4

> 2 dnevno 51 30,9 19 22,4

Upotreba suplemenata sa 4 2,4 7 8,2 0,072

fluoridima (da)
Izabrani stomatolog

Drzavna sektor 46 27,9 42 49,4 0,004
Privatni sektor 32 194 11 12,9
Ne 87 52,7 32 37,6
Godisnji broj poseta stomatologu
Jednom 59 358 23 27,1 <0,001
2-4 puta 20 12,1 24 28,2
Vise od 5 puta 6 3,6 13 15,3
Nijednom 80 48,5 25 29,4

L2 test;? Mann-Whitney test
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Znacaj Karijes rizik indikatora u periodu rane adolescencije su pokazali
obrazovanje majki (p<0,001) i o¢eva <12 godina (p=0,002), visoke vrednosti indeksa
oralne higijene (OHI) (p<0,001), niska frekventnost i kra¢e vreme izvodenja oralne

higijene (p=0,029 odnosno p<0,001). Rani adolescenti sa ukupnim KEP-om >1 statisticki

¢eS¢e imaju izabranog stomatologa, u odnosu na decu ovog uzrasta sa svim zdravim

zubima (Tabela 16).

Tabela 16. Sociodemografske karakteristike i higijensko-dijeteske navike u odnosu na
karijes iskustvo ispitivanih ranih adolescenata

Karijes iskustvo

Parametar Bez karijes Sa karijes
iskustva iskustvom
Ykep>1

Pol
Muski 31 50,8 68 44,7 0,514
Zenski 30 492 84 55,3
Starost majki (AS£SD) 41,98+3,16 41,03+3,59 0,614
Starost oceva (AStSD) 43,05+3,45 43,54+4,01 0,871
Obrazovanje majke
<12 godina 29 475 113 74,3 <0,001
>12 godina 32 525 39 25,7
Obrazovanje oca
<12 godina 25 41,0 98 64,9 0,002
>12 godina 36 59,0 53 35,1
Prose¢an broj dnevnih obroka (AS+SD) 4,85+1,00 4,57+1,01 0,0512
Frekventnost unosa rafinisanih UH
<1 dnevno 21 34,4 59 38,8 0,777
1 dnevno 12 19,7 31 20,4
> 2 dnevno 28 45,9 62 40,8
OHI (AS£SD) 0,81+0,46 1,26+0,54 <0,0012
Frekventnost izvodenja oralne higijene
< 1 dnevno 2 33 16 10,5 0,029
1 dnevno 18 29,5 61 40,1
> 2 dnevno 41 67,2 75 49,3
Duzina izvodenja oralne higijene
<1 min 4 6,6 38 25,0 <0,001
1-2 min 32 52,5 86 56,6
>2min 25 41,0 28 18,4
Upotreba suplemenata sa fluoridima 4 24 6 7,1 0,152
Izabrani stomatolog

Drzavni sektor 42 68,9 78 51,3 0,029

Privatni sektor 6 98 37 24,3

Ne 13 21,3 37 24,3
Godisnji broj poseta stomatologu

Jednom 22 36,1 47 30,9 0,568

2-4 puta 21 34,4 49 32,2

Vise od 5 puta 8 13,1 34 22,4

Nijednom 10 16,4 22 14,4

L2 test;?> Mann-Whitney test
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6.2. Rezultati jednogodiSnje studije pracenja
6.2.1. GodiSnji prirastaj karijesa
Godinu dana nakon pocetka studije, u obe starosne grupe ispitanika registrovano

je statisticki znaCajno povecanje Svih ispitivanih parametara ucestalosti karijesa
(Tabela 17).

Tabela 17. Vrednosti indeksa ucestalosti karijesa na po¢etku i na kraju studije

Parametri prevalencije Predskolski  p-vrednost Rani p-vrednost!
karijesa uzrast adolescenti

kioyKloy 34,0% <0,001 70,9% <0,001
kioz/Klo, 82,2% 81,7%

kizyKlz, 10,3% <0,001 14,59% <0,001
kizoKlz, 16,7% 19,7%

kipyKlp1 1,95+3,71 <0,0012 4,06£3,54 <0,0012
Kip2/Klp2 3,41+4,38 5,51+4,44

Kipsy/Klps: 2,98+6,52 <0,0012 5,88+6,35 <0,0012
Kips2KIps; 5,45+8,30 8,28+1

142 test, 2 Wilcoxon test

I pored znacajnog porasta broja saniranih zuba, u obe ispitivane grupe dece
struktura kep/KEP-a je ostala nepovoljna (Grafikoni 13 i 14), uz povecanje u progresiji

karijesa, ali uglavnom bez statisticke znacajnosti (Tabela 18).
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Grafikon 13. Struktura kep-a ispitanika predskolskog uzrasta nakon godinu dana
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Grafikon 14. Struktura KEP-a ispitivanih ranih adolescenata nakon godinu dana
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Tabela 18. Progresija karijesa u ispitivanim grupama dece na pocetku i na kraju

studije
Stepen progresije karijesa Predskolski p- Rani p-vrednost!
uzrast vrednost! adolescenti
Kl 69% 0,027 85% 0,300
Kl 53% 81%
Klly 27% 0,071 12% 0,534
Kll; 39% 15%
Kk 4% 0,233 3% 0,700
Kk 8% 4%
142 test

Povecanje broja karijesnih, ekstrahovanih i/ili plombiranih zuba registrovano je
kod 49,2% ispitanika predskolskog i 56,3% ispitivanih ranih adolescenata, bez znacajne

razlike izmedu ispitivanih starosnih grupa dece (Tabela 19).

Tabela 19. Porast broja kep/KEP zuba tokom studijskog perioda

Predskolski uzrast Rani adolescenti p-vrednost!
N % N %
Bez porasta broja 127 50,8 93 43,7
kep/KEP zuba 0,150
Sa porastom broja 123 49,2 120 56,3
kep/KEP zuba
Ly2 test

U predskolskom uzrastu, porast broja karijesnih, ekstrahovanih i/ili plombiranih
zuba registrovan je kod 38,8% ispitanika koja su na pocetku studije bila sa svim zdravim
zubima, kao i kod 61,2% ispitinika, na pocetku studije sa prethodnim karijes iskustvom
(kep>1). Kod ispitivanih ranih adolescenata, porast broja karijesnih, ekstrahovanih i/ili
plombiranih zuba registrovan je kod 14,6 % ispitanika bez prethodnog Kkarijes iskustva,

kao i kod 85,4% ispitanika sa prethodnim karijes iskustvom (Tabela 20).

Tabela 20. Povecanje ucestalosti karijesa zuba ispitanika u odnosu na prethodno karijes

iskustvo

Prethodno

karijes iskustvo  Porast broja kep zuba Porast broja KEP zuba
N[ Da N[ Da

Bez prethodnog 111 100 54 38,8 44 100,0 26 15,38
karijes iskustva
Sa prethodnim 0 0,0 85 61,2 0 0,0 143 84,62
karijes iskustvom

p-vrednost? p<0,001 p<0,001

IMcNemar test
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Distribucija povecanja broja karijesnih, ekstrahovanih i/ili polombiranih zuba

tokom studijskog perioda od godinu dana prikazana je u Tabeli 21.

Tabela 21. Distribucija broja novodijagnostikovanih karijesnih,
esktrahovanih i/ili plombiranih zuba nakon godinu dana

Predskolski uzrast Rani adolescenti
0 127 50,8 93 43,7
1 27 10,8 39 18,3
2 36 14,4 33 15,5
3 20 8,0 22 10,3
4 22 8,8 13 6,1
>5 18 7,2 13 6,1
Ukupno 250 100, 0 213 100,0
AS+SD 1,46+2,00 1,15+1,81

Analizom je utvrdeno da godisnji priraStaj karijesa kod ispitanika predskolskog

uzrasta iznosi 1,46, a kod ranih adolescenata 1,15 (Grafikon 15).
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Grafikon 15. Godis$nji prirasStaj karijesa u ispitivanim grupama dece
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6.2.2. Prediktori karijesa u de¢jem uzrastu

6.2.2.1. Analiza karijes prediktivnog zna¢aja HNP-1, hBD-2, LL-37 i

pH nestimulisane pljuvacke

U obe starosne grupe ispitanika vrednosti pH nestimulisane pljuvacke 1
koncentracija HNP-1, hBD-2 i LL-37 nestimulisane pljuvacke nisu pokazale statisticki
znacajnu povezanost u odnosu na porast ucestalosti karijesa zuba tokom studijskog

perioda od godinu dana (Tabela 22, Tabela 23).

Tabela 22. Vrednosti HNP-1, hBD-2, LL-37 i pH nestimulisane pljuvacke u odnosu
na porast ucestalosti karijesa zuba kod ispitanika predskolskog uzrasta

Parametar Povecéan broj kep  Nepromenjen broj kep p-vrednost!
zuba zuba

pH pljuvacke (AS£SD) 7,37+0,31 7,26+0,27 0,1172

HNP-1 ng/mL (AS+SD)  13,57+5,59 14,78+4,79 0,196

hBD-2 ng/mL (AStSD) 2,03+1,48 2,50+1,45 0,124

LL-37 ng/mL (AS%SD) 1,44+1,87 1,18+1,36 0,399

IMann-Whitney test; 2t test

Tabela 23. Vrednosti HNP-1, hBD-2, LL-37 i pH nestimulisane pljuvac¢ke u odnosu na
porast ucestalosti karijesa zuba kod ranih adolescenata

Parametar Povecan broj Nepromenjen broj KEP  p-vrednost?
KEP zuba zuba

pH pljuvacke (AS£SD) 6,94+0,34 7,07+0,30 0,7022

HNP-1 ng/mL (AS£SD) 12,6945,61 13,02+3,78 0,376

hBD-2 ng/mL (AStSD) 2,84+1,30 2,84+0,91 0,554

LL-37 ng/mL (AS+SD) 1,74+2,03 1,35+1,30 0,569

1 Mann-Whitney test; 2t test

Univarijantna logisti¢ka regresiona analiza je pokazala da u predskolskom uzrastu
dece ispitivani antimikrobni peptidi i pH nestimulisane pljuvacke nemaju znacaj
nezavisnih prediktora karijesa (Tabela 24), dok je kod ranih adolescenata samo pH

nestimulisane pljuvacke pokazala ovaj znacaj (Tabela 25).
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Tabela 24. Potencijalni karijes prediktivni znacaj ispitivanih peptida i pH nestimulisane
pljuvacke u predskolskom uzrastu
(univarijantna logisticka regresiona analiza)

Potencijalni prediktori karijesa 95%ClI p-vrednost
pH 3,383 0,709-16,150 0,126
HNP-1 0,954 0,871-1,045 0,308
hBD-2 0,800 0,591-1,085 0,151
LL-37 1,107 0,833-1,470 0,484

OR — unakrsni odnos, 95% CI — 95% interval poverenja

Tabela 25. Potencijalni karijes prediktivni znacaj ispitivanih peptida i pH nestimulisane
pljuvacke ranih adolescenata
(univarijantna logisticka regresiona analiza)

Potencijalni prediktori karijesa 95%CI p-vrednost
pH 0,270 0,076-0,962 0,043
HNP-1 0,986 0,903-1,077 0,752
hBD-2 1,002 0,686-1,464 0,991
LL-37 1,145 0,875-1,498 0,322

OR — unakrsni odnos, 95% CI — 95% interval poverenja

6.2.2.2. Karijes prediktivni znacaj sociodemografskih karakteristika i

higijensko-dijetetskih navika u de¢jem uzrastu

Kod ispitanika predskolskog uzrasta godiSnji prirastaj karijesa je znacajno veéi
kod dece sa predhodnim karijes iskustvom (p<0,001), zatim kod dece koja su duze dojena
(p=0,005), koja ¢es¢e konzumiraju rafinisane ugljene hidrate (p=0,0014), kao i kod dece
sa vis$im vrednostima OHI (p<0,001), i nizom frekventnos¢u izvodenja oralne higijene
(p=0,042) (Tabela 26).
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Tabela 26. Sociodemografske i higijensko-dijetetske karakteristike u odnosu na porast
ucestalosti karijesa kod ispitanika predskolskog uzrasta

Analizirani parametar Povecan broj kep  Nepromenjen broj p-
zuba kep zuba vrednost!
N \

% %
123 49,8 127 50,8

Prethodno karijes iskustvo

Ne (kep=0) 54 43,9 111 87,4 <0,001
Da (kep>1) 69 56,1 16 12,6
kip(AS+SD) 123 2,84+3,67 127  1,09+3,57 <0,0012
kips index (AS+SD) 123 4,41+7,02 127  1,5945,70 <0,0012
Pol
Muski 71 57,7 58 45,7 0,075°
Zenski 52 42,3 69 54,3
Obrazovanje majke
<12 godina 36 29,3 39 30,7 0,9123
>12 godina 87 70,7 88 69,3
Obrazovanje oca
<12 godina 52 42,3 61 48,0 0,4313
>12 godina 71 57,7 66 52,0

Prosecna duZina dojenja (meseci) 123  11,5046,94 127 9,02+5,87 0,005?
Prosecan broj dnevnih obroka 123 4,67£0,91 127  4,66+0,94 0,9222
Frekventnost unosa rafinisanih UH

< 1 dnevno 44 35,8 43 33,9 0,0143
1 dnevno 41 33,3 62 48,8
> 2 dnevno 38 30,9 22 17,3
OHI (AS+SD) 123 1,27+0,41 127  0,86+0,34 <0,0012
Frekventnost pranja zuba
< 1 dnevno 5 4.1 12 9,4 0,0423
1 dnevno 89 72,4 74 58,3
> 2 dnevno 29 23,6 41 32,3
Godi$nji broja poseta stomatolog
Jednom 45 36,6 37 29,1 0,0213
2-4 puta 27 22,0 17 13,4
Vise od 5 puta 12 9,8 7 55
Nijednom 39 31,7 66 52,0

L2 test; 2 Mann-Whitney test; SMcNemar test;

Univarijanta logisticka regresiona analiza pokazuje da su u ovom uzrastu
najznacajniji nezavisni prediktori karijesa: duzina dojenja (OR 1,063, p=0,003), OHI (OR
19,219. p<0,001) i odsustvo poseta stomatologu (OR 0,481, p=0,015)(Tabela 27).

73



Rezultati

Tabela 27. Potencijalni nezavisni prediktori karijesa u predSkolskom uzrastu
(univarijantna logisticka regresiona analiza)

Potencijalni prediktori karijesa 95%ClI p-vrednost
Muski pol 0,616 0,373-1,015 0,057
Obrazovanje majke <12 godina 1,071 0,623-1,840 0,804
Obrazovanje oca <12 godina 1,262 0,766-2,079 0,361
DuZina dojenja 1,063 1,021-1,107 0,003
Broj obroka 1,016 0,776-1,330 0,908
Unos rafinisanih ugljenih hidrata

1 dnevno 0,646 0,363-1,150 0,138

> 1 dnevno 1,688 0,862-3,307 0,127
OHI 19,219 8,161-45,263 <0,001
Frekventnost izvodenja oralne higijene >2 0,647 0,370-1,131 0,127
dnevno
Godis$nji broj poseta stomatologu

Jednom Referentna kategorija

2-4 puta 1,306 0,619-2,755 0,484

Vise od 5 puta 1,410 0,504-3,943 0,513

Nijednom 0,481 0,266-0,868 0,015

OR — unakrsni odnos, 95% CI — 95% interval poverenja

Multivarijantni  model, kojim su  ukljueni  parametri  pljuvacke,
sociodemografske, dijetetske i oralno-higijenske karakteristike ispitanika pokazuje da su
najznacajniji prediktori karijesa u predskolskom uzrastu vrednosti OHI i odsustvo poseta
stomatologu. Povecanje OHI za jednu jedinicu povecava Sansu za dobijanje karijesa za

60%. Model je dobro kalibrisan (Hosemer-Lemeshow test p>0,05) (Tabela 28).
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Tabela 28. Potencijalni prediktori karijesa u predSskolskom uzrastu
(multivarijantni model)

Potencijalni prediktori karijesa 95%ClI
pH 8,960 0,736-109,061 0,086
HNP-1 0,926 0,817-1,049 0,228
hBD-2 0,907 0,598-1,375 0,646
LL-37 1,197 0,863-1,661 0,281
Muski pol 0,924 0,279-3,061 0,897
Obrazovanje majke <12 godina 3,939 0,684-22,676 0,125
Obrazovanje oca <12 godina 0,625 0,136-2,880 0,547
Duzina dojenja 1,019 0,928-1,118 0,696
Broj obroka 1,095 0,551-2,175 0,796
Unos rafiniranih ugljenih hidrata
<1 dnevno 10,249 0,907-115,800 0,060
>2 dnevno 2,580 0,179-37,260 0,487
OHI 7,755 1,835-32,777 0,005
Frekventnost izvodenja oralne higijene 0,561 0,291-1,083 0,075
>2 dnevno
Godis$nji broj poseta stomatologu
Jednom Referentna kategorija
2-4 puta 0,514 0,060-4,425 0,544
Vise od 5 puta 0,251 0,036-1,767 0,165
Nijednom 0,136 0,028-0,665 0,014

OR — unakrsni odnos. 95% CI — 95% interval poverenja, Hosmer-Lemeshow test p=0,286

Kod ranih adolescenata godisnji prirastaj karijesa je znacajno veci kod ispitanika
sa prethodnim karijes iskustvom (p<0,001), kod ispitanika zenskog pola (p=0,007),
ispitanika ¢ije su majke nizeg stepena obrazovanja (p=0,028), kao i kod ispitanika sa
visim vrednostima OHI i niskom frekventni§¢u izvodenja oralne higijene (p=0,046)
(Tabela 29).
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Tabela 29. Sociodemografske i higijensko-dijetetske karakteristike u odnosu na porast
ucestalosti karijesa ranih adolescenata

Analizirani parametar Poveéan broj KEP Nepormenjen broj [oF
Zuba KEP zuba vrednost

N % %
120 56,3 43,7

Prethodno karijes iskustvo

Ne (KEP=0) 26 21,7 35 37,6 <0,001?
Da (KEP >1) 94 78,3 58 62,4
Pol
Muski 46 38,3 53 57,0 0,0072
Zenski 74 61,7 40 43,0
Klp indeks (AS£SD) 120 4,5+3,6 93 3,4+3,4 0,0322
KIPs index (AS+SD) 120 6,94+6,94 93 4,51+5,20 0,0082
Obrazovanje majke
<12 godina 88 73,3 54 58,1 0,0282
>12 godina 32 26,7 39 41,9
Obrazovanje oca
<12 godina 73 61,3 50 53,8 0,3322
>12 godina 46 38,7 43 46,2
Prosecan broj dnevnih 4,72+1,01 4,56+1,00 0,250?
obroka(AS+SD)
Frekventnost unosa rafinisanih UH
< 1 dnevno 42 35,0 38 40,9 0,4822
1 dnevno 23 19,2 20 21,5
> 2 dnevno 55 45,8 35 37,6
OHI (AS%SD) 120 1,21+0,55 93 1,02+0,55 0,014?
Frekventnost pranja zuba
< 1 dnevno 11 9,2 9 9,7 0,0462
1 dnevno 53 44,2 26 28,0
> 2 dnevno 58 46,7 58 62,4
DuZina pranja zuba
<1 min 26 21,7 16 17,2 0,166
1-2 min 70 58,3 48 51,6
>2 min 24 20,0 29 31,2

I McNemar test ; 2 Mann-Whitney test;

Univarijantna logistiCka regresiona analiza je pokazala da su u ranoj adolescenciji
najznacajniji nezavisni prediktori buduceg karijesa pol (OR 2,132, p=0,007), nizi stepen
obrazovanja majke (OR 1,986, p=0,020), OHI (OR 1,886, p=0,015), frekventnost
odrzavanja oralne higijene (OR 0,565, p=0,042) (Tabela 30).
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Tabela 30. Potencijalni nezavisni prediktori karijesa u periodu rane adolescencije

(univarijantna logisticka regresiona analiza)

Potencijalni prediktor OR 95%ClI p-vrednost
Zenski pol 2,132 1,228-3,699 0,007
Obrazovanje majke <12 godina 1,986 1,115-3,538 0,020
Obrazovanje oca <12 godina 0,733 0,423-1,270 0,268
Broj obroka 1,168 0,892-1,528 0,259
Frekventnost unosa rafinisanihUH

1 dnevno 1,040 0,495-2,187 0,917

>2 dnevno 1,422 0,772-2,617 0,258
OHI 1,886 1,130-3,14 0,015
Frekventnost izvodenja oralna higijene >2 0,565 0,325-0,980 0,042
dnevno
DuZina pranja

<1min Referentna kategorija

1 -2min 0,897 0,436-1,849 0,769

>2 0,509 0,223-1,162 0,109

OR — unakrsni odnos, 95% CI — 95% interval poverenja

Multivarijantnom logisti¢kom regresionom analizom je utvrdeno da su statisticki

najznacajniji prediktori buduceg karijesa zenski pol, indeks oralne higijene i frekventnost

pranja zuba korigovan za sve ostale parametre u modelu. Zenski pol povecava Sansu za

pojavu karijesa za skoro tri puta (OR 2.908). Povecanje OHI za jednu jedinicu kod ove

populacije povecava Sansu za pojavu karijesa 76% (OR 1.764). Frekventnost pranja zuba

je protektivni faktor (OR 0.519) i za skoro 2 puta smanjuje Sansu za pojavu novog

karijesa. Model je dobro kalibrisan (Hosemer-Lemeshow test p>0.05)(Tabela 31).

Tabela 31. Potencijalni prediktori karijesa u periodu rane adolescencije

Potencijalni prediktor

(multivarijantna logisticka regresiona analiza)

95%ClI

p_

Donja Gornja vrednost
granica granica
pH pljuvacke -1,281 0,278 0,041 1,882 0,189
HNP-1 - 0,000 0,000 30,264 0,688
20,437
hBD-2 85,109 9169167 0,000 47,231 0,688
LL-37 0,127 1,135 0,830 1,552 0,428
Zenski pol 1,067 2,908 1,575 5,369 0,001
OHI 0,567 1,764 1,015 3,065 0,044
Obrazovanje majke -0,599 0,549 0,265 1,140 0,108
Obrazovanje oca -0,006 0,994 0,494 2,001 0,987
Prosecan broj dnevnih obroka 0,284 1,328 0,984 1,792 0,063
Frekventnost izvodenja oralne -0,656 0,519 0,274 0,984 0,044
higijene
Konstanta -2,222 0,108 0,035

B koeficijent regresije; OR — unakrsni odnos; 95% CI- 95% interval poverenja
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Diskusija

Karijes je najucestalije progresivho oboljenje tvrdih zubnih tkiva u decjem
uzrastu, kompleksne i multikauzalne etiologije. Epidemioloski podaci pokazuju da karijes
jos uvek predstavlja veliki dentalni, medicinski, socijalni, ekonomski i javno-zdravstveni
problem, zbog Cega primarna prevencija ovog oboljenja ostaje imperativ stomatoloske
struke, ali i celokupne drustvene zajednice. Nazalost, univerzalno i jednostavno karijes
preventivno resenje jo§ uvek ne postoji'?®, te procena rizika za nastanak karijesa ostaje
osnovni preduslov efikasne prevencije bolesti i bazi¢ni je korak u savremenom klinickom
pristupu upravljanja karijesnim procesom®’,

Efikasnost procene rizika za nastanak karijesa u ogromnoj meri je uslovljena
poznavanjem pouzadnih Karijes rizik faktora. Zbog polivalentnog karaktera bolesti,
identifkovano je preko 100 karijes rizik faktora, klasifikovanih na bioloske, klinicke,
bihejvioralne i druge faktore, ¢ija efikasnost u dijagnostici karijes rizika zavisi od uzrasta,
rase, kulturoloskih navika osobe i drugih faktora®-1%,

Identifikovati dete u karijes riziku pre pojave bolesti predstavlja osnovu svakog
preventivnog stomatoloskog programa. Kako nijedna varijabla, kao solo faktor nije
pokazala znacaj apsolutno pouzdanog Karijes rizik faktora, istrazivanja u ovoj oblasti su
I dalje visoko aktuelna i u velikoj meri fokusirana na utvrdivanju salivarnog karijes rizik
biomarkera, koji ¢e na jednostavan i efikasan na¢in omoguéiti ranu identifikaciju karijes
rizi¢ne osobe.

Do sada je analizirana efikasnost mnogih komponenti pljuvacke kao karijes rizik
biomarkera kod dece®''8, Zbog infektivne prirode Karijesa, sugerisano je da bi ovaj
znacaj u de¢jem uzrastu mogli da imaju i mnogi salivarni antimikrobni proteini urodene

imunostit?’

. U tom smislu, poslednjih desetak godina je posebno istaknut znacaj
defenzina 1 katelicidina pljuvacke, mo¢nih antibiotika urodene imunosti usne duplje.
Ovakva sugestija je bazirana na rezultatima studija preseka, kojima su pojedini autori
ukazali na moguéu povezanost salivarnog nivoa ovih antimikrobnih peptida sa karijesom
i u skladu sa time sugerisali na njihov moguéi znacaj u oblasti dijagnostike karijes rizika’~

957 Pravilno tumadenje efikasnosti nekog karijes rizik biomarkera zahteva adekvatno

79



Diskusija

vreme pracenja, zbog ¢ega prospektivne studije daju pouzdanije rezultate u odnosu na
studije preseka. Nazalost, za sada gotovo i da nema prospektivnih studija koje bi
verifikovale zna¢aj pomenutih peptida kao pouzdanih Karijes rizik biomarkera i time dale
dugo ocekivani doprinos u ovoj vaznoj oblasti karijesologije. Upravo iz tog razloga
sprovedena je jednogodi$nja prospektivna studija sa ciljem da ispita efikasnost defenzina
(HNP-1, hBD-2) i katelicidina LL-37 kao karijes rizik biomarkera u de¢jem uzrastu.
Studijom je ispitivan znacaj pomenutih peptida nestimulisane pljuvacke, zbog njihovog
dokazanog jakog baktericidnog dejstva usmerenog na kariogene mikroorganizme,
prevashodno S. mutans®**12, U cilju dobijanja pouzdanih podataka o zna¢aju ovih
peptida u proceni rizika za nastanak karijesa u de¢jem uzrastu, razmatrana su dva uzrasta
dece sa razli¢itim denticijama odnosno deca predskolskog uzrasta sa kompletiranom

mle¢nom denticijom i rani adolescenti sa kompletiranom stalnom denticijom.

7.1. Koncentracije HNP-1, hBD-2 i LL-37
nestimulisane pljuvacke u deCjem uzrastu

Studija je utvrdila da u de¢jem uzrastu koncentracije HNP-1, hBD-2 i LL-37
nestimulisane pljuvacke pokazuju individualne varijacije. Dobijeni rezultat je u skladu sa
literaturnim podacima'®, i moZe se smatrati o¢ekivanim rezultatom, buduéi da na
salivarnu ekspresiju ovih peptida uz genetske faktore, uti¢u infektivni i inflamatorni
agensi, §iroko zastupljeni u usnoj duplji®®.

Vrednosti salivarnog nivoa HNP-1 peptida registrovane ovom studijom nije
moguce komparirati sa literaturnim podacima, budu¢i da je s jedne strane vecina
dosadasnjih studija bila fokusirana na adultnu populaciju, a da je s druge strane u vecini
ovih studija upotrebom komerijalnih ELISA Kkitova procenjivan salivarni nivo
istovremeno, za sva tri humana o defenzina (HNP1-3), zbog njihove veoma male razlike
u amino-kiselinskom sastavu.

Registrovane vrednosti salivarnog nivoa hBD-2 su uglavhom u skladu sa
vrednostima utvrdenim u de¢jem uzrastu od strane drugih autora”®%°. Nasuprot ovome,
studijom su registrovane znacajno manje vrednosti salivarnog nivoa LL-37 katelicidina,

u odnosu na do sada registrovane vrednosti salivarnog nivoa ovog peptida u de¢jem
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uzrastu’®140 a najpribliznije su vrednostima koje je registrovala grupa $vedskih autoral4!,
Moguce je da uzrok ovih odsupanja, treba traziti i u ¢injenici da se ekspresija LL-37 u
pljuvacki osim sa genetskim, infektivnim i inflamatornim, moze dovesti u vezu i sa
drugim faktorima. Sugerisano je da bi jedan od takvih faktora mogao da bude i vitamin
D zajedno sa UVB zracima neophodnim za njegovu sintezu**1%2, Ovo bi istovremeno
moglo da bude deo objasnjenja varijacija u salivarnom nivou ovog peptida registrovanog

78140.141,143 4lj su svakako potrebne dalje studije

kod dece razlicitih geografskih lokaliteta
da to i potvrde.

Podaci iz dostupne literature pokazuju da nivo pojedinih antimikrobnih peptida u
pljuvacki raste sa uzrastom dece, dok drugi peptidi adultni nivo dostizu ve¢ u ranom
detinjstvu®. Za defenzine i katelicidine potpuno preciznih ovakvih podataka za sada
nema, ali bazirano na rezultatima ove studije uzrast dece se moze smatrati faktorom koji
uti¢e na salivarni nivo ispitivanih peptida nestimulisane pljuvacke.

Studijom je utvrdena znacajna obrnuta (negativna) povezanost koncentracije
HNP-1 nestimulisane pljuvacke sa uzrastom dece. S obzirom na poreklo ovog peptida,
njegova veca koncentracija u pljuvacki predskolske dece najverovatnije proizilazi iz
fizioloski veceg broja neutrofila u krvi dece ovog uzrasta, buduc¢i da koncentracija
defenzina pljuvacke (ukljucujuc¢i i HNP-1) pozitivno korelira sa brojem neutrofila u
krvit*, a da sama pljuvacka predstavlja ultrafiltrat krvne plazme. Nasuprot ovome,
utvrdeno je da su vrednosti koncentracije hBD-2 i LL-37 nestimulisane pljuvacke vece u
grupi ranih adolescenta, ali je statisticka znacajnost uvtrdena samo za hBD-2. Verovatno
je da u osnovi ove pozitivne korelacije stoji konstantna promena oralne mikroflore tokom
detinjstva’4®, koja konstantno stimuliSe efektorne mehanizme urodene imunosti usne
duplje uslovljavajuci porast nivoa peptida u pljuvacki sa uzrastom dece. Ovo se u prvom
redu odnosi na hBD-2 koji potic¢e samo od ¢elija oralnog epitela, za razliku od LL-37
pljuvacke koji vodi poreklo i od neutrofila. Za hBD-2 dobijeni rezultat je nemoguce
komparirati, jer u dostupnoj literaturi ovakvih podataka nema. S druge strane, za LL-37

dobijeni rezultat je u skladu sa sugestijama pojedinih autora®#’.
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7.2. Korelacija koncentracije HNP-1, hBD-2 1 LL-37
peptida i pH nestimulisane pljuvacke

Jedan od najja¢ih modulatora antimikrobne aktivnosti katjonskih antimikrobnih
peptida, kojima priadaju defenzini i katelicidini, je pH sredine’. Medutim, i pored
poznavanja ove ¢injenice u dostupnoj literaturi za sada ne postoje konkretni podaci o
mogucéem uticaju pH pljuvacke na salivarni nivo ovih peptida i kako bi se to eventualno
moglo da odrazi na njihovu antimikrobnu aktivnost.

Rezultati sprovedene studije su pokazali da je koncentracija aktivnih formi
ispitivanih defenzina i katelicidina obrnuto proporcionalna pH vrednosti nestimulisane
pljuvacke. Kako je ovo prva studija koja je ispitivala ovu korelaciju, dobijeni rezultat nije
moguée komparirati, ali njemu u prilog je ¢injenica da LL-37 nije detektovan u visoko
baznoj, parotidnoj, pljuvacki, ¢ija pH ide i do 872,

Precizan mehanizam ove korelacije nije jasan. Kao §to je istaknuto, defenzini i
katelicidin su pozitivho naelektrisani peptidi, okarakterisani prisustvom disulfidnih
mostova i amfifilnom strukturom, u kojoj su pozitivno naelektrisani i hidrofilni dobro
odvojeni od hidrofobnih domena. Zahvaljujuéi takvoj strukturi, ovi peptidi mogu da
reaguju sa mikrobnim membranama, narocito onima koje su negativno naelektrisane,
uslovljavajuci osmolizu i bakterijsku smrt- §to predstavlja bazi¢ni mehanizam bioloskog
dejstva ovih peptidal®. Medutim, zbog svog naelektrisanja, vrlo je verovato da oni mogu
da stupe u interakciju i sa drugim komponentama pljuvacke*®118,

Dobijeni po pitanju ove korelacije se moze dobrim delom pripisati i ¢injenici da
su defenzini i katelicidin peptidi bogati argininom. Arginin je bazna amino-kiselina. To
je bipolarni molekul, istovremeno i sa pozitivnim i sa negativnim grupama (Slika 13).
Zbog toga se defenzinima i katelicidinima pljuvacke mogu pripisati i puferska svojstva,
Sto bi mogao da bude jo§ jedan mehanizam kojim doprinose odrzanju oralne homeostaze.
Medutim, bazirano na samo ovom rezultatu nije moguce precizirati njihov potencijalni

puferski kapacitet, zbog ¢ega su neophodna dalja istrazivanja u ovoj oblasti.

82



Diskusija

NH )

HoN N OH

ba o

NH

Slika 13. Strukturna formula argininal#®

Obrnuta povezanost salivarnog nivoa ispitivanih peptida i pH nestimulisane
pljuvacke sugeriSe da je koncentracija aktivnih formi ovih antimikrobnih peptida, a
samim tim i njihova antimikrobna aktivnost, veca u kiseloj sredini. Ovo je od velikog
znacaja, s obzirom da se patoloski procesi u usnoj duplji, ukljucujuéi i karijesni proeces,
odigravaju upravo u kiseloj sredini. Ovi peptidi mogu iz pljuvacke da migriraju u dentalni
biofilm niske pH vrednosti, gde mogu da ispolje svoje baktericidno dejsvo usmereno na
kariogene mikroorganizme i dovedu do nestanka odredenih bakterijskih vrsta neotpornih
na kiselu sredinu. Osim toga, ovo bi moglo da ide u prilog nespecifi¢noj hipotezi dejstva
dentalnog biofilma u etiologiji karijesa?®, ali su svakako neophodna dalja istraZivanja da

ovo i potvrde.

Studijom utvrdena obrnuta korelacija salivarnog nivoa ispitivanih peptida i pH
pljuvacke doprinosi boljem razumevanju fiziologije i bioloskih funkcija ovih peptida,
istovremeno inicirajuci dalja istrazivanja, tim pre, ako se u obzir uzme moguca primena
ovih peptida u terapijske svrhe, ukljucujuéi i primenu u terapiji karijesa®. Zato je u
buduc¢im studijama neophodno utvrditi u kojoj meri se pH salivarnog medijuma moze
odraziti na antmikrobnu aktivnost peptida usmerenu na kariogene mikroorganizme, kao i
pri kojoj pH vrednosti ovakve sredine je njihova antimikrobna aktivnost najveca, i

suprotno tome pri kojoj pH sredine oni gube svoja antimikrobna svojstva.
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7.3. Znacaj HNP-1, hBD-2 i LL-37 nestimulisane

pljuvacke kao Kkarijes rizik indikatora u de¢jem
uzrastu

Sprovedenom studijom je utvrdeno da je u obe starosne grupe ispitanika salivarna
koncentracija HNP-1, hBD-2 i LL-37 veca u grupi dece sa aktivnim, nesaniranim
karijesom, ali bez statisticke znacajnosti u odnosu na decu sa svim zdravim zubima.

U obe starosne grupe ispitanika, studijom preseka nije utvrdena statisticki
znacajna povezanost salivarnog nivoa testiranih peptida i karijesa. Dobijeni rezultati su u
skladu sa rezultatima Phattarataratip i sar.'*°, a za LL-37 i sa rezultatima Tao i sar.®’.
Nasuprot ovim, Davidopoulou i sar.® su utvrdili da su vrednosti salivarnog nivoa LL-37
nize kod dece sa svim zdravim zubima u odnosu na decu sa aktivnim/nesaniranim
karijesom. Kod dece predskolskog uzrasta Colombo i sar.” su utvrdili slabu pozitivnu
povezanost kep indeksa i salivarnog nivoa hBD-2 i LL-37, dok su Jurczak i sar.® utvrdili
da salivarni nivo hBD-2 statisticki znacajno korelira sa progresijom karijesa ranog
detinjstva. U dosadaSnjim istraZivanjima dobijeni oprecni rezultati, u pogledu ove
korelacije, delimi¢no se mogu pripisati razli¢itim definisanjem grupe dece sa karijesom
(na osnovu kep/KEP indeksa ili na osnovu samo Karijes aktiviteta). U ovoj studiji, u cilju
dobijanja §to validnijih rezultata, grupu dece sa karijesom €inila su deca samo sa aktivnim
karijesom, uz maksimalno nastojanje da se iskljuCe stanja koja bi mogla da uti¢u na
dobijene rezultate (komplikacije karijesa, plombe, ekstrakscije). lako je ocekivano
suprotno, studijom nije utvrdena povezanost koncentracije HNP-1, hBD-2, LL-37
nestimulisane pljuvacke sa prisustvom karijesa, kao ni povezanost sa brojem karijesnih
povrsina (Tabela 11, Tabela 12). Takode, studijom nije utvrdena povezanost ukupne
koncentracije ispitivanih peptida, i/ili njihove kombinacije sa prisustvom karijesa dece.

Karijes je kompleksno, multikauzalno oboljenje infektivne prirode. Nakon
kolonizacije usne duplje kariogenim mikroorganizmima dolazi do oslobadanja
proinflamornih citokina (IL-1p, IFN-y, TNF-a, IL-6, IL-8) koji kompleksnim signalnim
putevima stimuliSu ekspresiju antimikrobnih HNP-1, hBD-2 i LL-37 peptida u
pljuvackil®®15l, Shodno tome, moZe se smatrati da nivo ovih salivarnih antimikrobnih

peptida vise korelira sa salivarnim nivoom kariogenih mikroorganizama, nego sa
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prisutnim karijesnim lezijama kao krajnjim simptomom karijesnog procesa, na Sta je
nedavno i sugerisano®?. Studije pokazuju da salivarni nivo HNP-1, hBD-2 i LL-37
peptida pozitivno korelira sa salivarnim nivoom kariogenih bakterija, u prvom redu S.
mutansom za koji je pokazano da je od velikog znacaja u proceni rizika za nastanak
karijesa’'%’. Zbog toga je ocekivano da salivarni nivo ovih peptida moze imati znacaj
karijes rizik indikatora, Sto ova studija to nazalost nije potvrdila.

lako studija nije pokazala korelaciju salivarnog nivoa ispitivnih peptida sa
prisustvom karijesa, dobijeni rezultat ne negira i/ili umanjuje njihov znacaj u bioloskoj
kontroli karijesa. Za to postoji nekoliko objasnjenja: 1) baktericidna/bakteriostatska
aktivnost peptida je usmerena i na kariogene bakterije®l; 2) stimuli$u ste¢eni imuni
odgovor i pojadavaju produkciju IgA i IgG®; 3) udestvuju u prevenciji formiranja
dentalnog biofilma®’; 4) antimikrobnu aktivnost ispoljavaju samostalno, ali i/ili
sinergisticki medusobno ili sa drugim antimikrobnim proteinima®®. Zbog svega
navedenog, ovim peptidima se najveci znacaj pripisuje u inicijalnoj fazi karijesnog
procesa. Sa time u vezi, istaknut je potencijalni zna¢aj ovih peptida u tretmanu dentalnog
karijesa, ali i njihov moguéi znacaj u preventivnoj stomatologiji*>31%4,

Baktericidno svojstvo ostvaruju direktnim dejstvom, ekstracelularnim i
intracelularnim mehanizmima, ali sposobno$¢u da utiCu na steCeni imuni odgovor i
pojacaju njegov uticaj. Medutim, razli¢ite salivarne komponente, poput mucina, visoke
koncentracije NaCl, monovalentnih i dvovalentnih jona, mogu da stupe u interakciju sa
ovim peptidima i da inhibiraju antimikrobnu aktivnost peptida, direktno se odrazavajuéi
na njihov salivarni nivo®® %1% 7Zato je veoma vazno da se prilikom ispitivanja
povezanosti nivoa ovih peptida sa prisustvom karijesa, u obzir uzmu i drugi parametri
kao $to je jonski sastav pljuvacke, njen viskozitet, koncentracija mucina, ali i
koncentracije drugih antimikrobnih proteina pljuvacke.

Kako studijom nije utvrdena povezanost salivarnog nivoa HNP-1, hBD-2 i LL-37
sa prisustvom karijesa dece, moZe se smatrati da ovi peptidi nemaju znacaj karijes rizik
indikatora u de¢jem uzrastu.

U predskolskom uzrastu sa karijes iskustvom dece znacajno su povezani muski
pol, starost majki, duzina dojenja, frekventnost unosa rafinisanih ugljenih hidrata, visoke

vrednosti indeksa oralne higijene dece, zbog cega se mogu smatrati znacajnim karijes
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rizik indikatorima u decjem uzrastu. Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa do sada
dostupnim literaturnim podacima®®1>-167 Posebno je interesantno da je studija pokazala
da je duzina dojenja znacajan karijes rizik indikator u ovom uzrastu, s obzirom na jos
uvek kontradiktorne podatke po pitanju njegovog znacaja za pojavu karijesa kod
dece88168-170.

U ranoj adolescenciji sa karijes iskustvom dece znaCajno su povezani stepen
obrazovanja roditelja, visoke vrednosti indeksa oralne higijene, frekventnost i duzina
pranja zuba. | ovi rezultati su u skladu sa nalazima mnogih autora'®>!"1-13 " Interesantno
da je da dobijeni rezultati pokazuju da navike u ishrani nemaju znacaj karijes rizik
indikatora u ovoj starosnoj grupi dece.

U obe starosne grupe ispitanika varijable vezane za oralnu higijenu (vrednosti
indeksa oralne higijene, odnosno frekventnost i duzina izvodenja pranja zuba) su
pokazale znacaj karijes rizik indikatora. Mada je sugerisano da znacaj ovih varijabli ne bi
trebalo posmatrati izolovano od navika u ishrani i primene fluorida, njegov znacaj kao
solo Karijes rizik indikatora svakako nije zanemarljiv i od ogromnog je znacaja U
svakodvenom klinickom radu. Posebno je interesantno to $to je studija pokazala da je
indeks oralne higijene u obe starosne grupe dece pokazao znacaj indikatora karijes rizika.
Ovakav rezultat sugeriSe na znacaj redovnosti i uestalosti pranja zuba u proceni karijes
rizika, ali i pravilnosti tehnike pranja zuba koju deca, i njhovi roditelji ¢esto ne primenjuju

na pravilan i adekvatan nacin.

7.4. Karijes prediktivni zna¢aj HNP-1, hBD-21 LL-37
nestimulisane pljuvacke u deCjem uzrastu

Kao $to je istaknuto, karijes je visoko rasprostranjeno oralno oboljenje u dece, Cija
ucestalost raste sa njihovim uzrastom, S§to je potvrdila i sprovedena studija. U obe
starosne grupe dece, registrovano je statisticki znacajno povecanje ucestalosti karijesa, uz
visoke vrednosti godiSnjeg priraStaja karijesa.

Kod ispitanika predskolskog uzrasta godiSnjih prirastaj karijesa iznosi 1,46 kep
zuba, dok je kod ranih adolescenata registrovan godisnji prirastaj karijesa od 1,15 KEP

zuba. Dobijene vrednosti su u skladu sa Republickim prosekom, po kome svako dete u

86



Diskusija

Srbiji tokom perioda od godinu dana u proseku dobije 1-2 Kkarijesna, ekstrahovana i/ili
plombirana zuba'".

Registrovana visoka prevalencija karijesa na pocetku studije, uz visok godisnji
prirastaj karijesa kod ispitanika predSkolskog uzrasta i ranih adolescenata potvrduju da
oba ispitivana uzrasta predstavljaju visoko karijes rizi¢ne periode, zbog ¢ega je potreba
za identifikacijom pouzdanih prediktora karijesa i dalje neophodna.

Do sada je u svim razvojnim fazama deCjeg uzrasta najvisi karijes prediktivni
znadaj pokazalo prethodno Karijes iskustvo®*1>178 ‘medutim, kao $to je istaknuto ono
nije od velikog znac¢aja u oblasti primarne prevencije karijesa. Zato je ova studija bila
fokusirana na ispitivanju prediktivnog znac¢aja varijabli koje mogu identifikovati dete u
riziku, pre klini¢ke manifestacije bolesti.

Primarno, studija je bila fokusirana na karijes prediktivni znacaj HNP-1 i hBD-2
I LL-37 peptida nestimulisane pljuvacke, koji kao esencijalne komponente urodene
imunosti usne duplje doprinose bioloskoj kontroli karijesa. Studijom pracenja je
ispitivana korelacija salivarnog nivoa pomenutih peptida sa porastom karijesa i njihov
moguci karijes prediktivni znacaj, sa ciljem da se oni potvrde kao efikasni karijes rizik
biomarkeri u de¢jem uzrastu, Sto bi napravilo ogroman pomak u dijagnostici karijes
rizika, a posledi¢no i u oblasti primarne prevencije karijesa. Nazalost, studijom ovaj
njihov znacaj nije potvrden. Dobijeni rezultat je u skladu sa rezultatima studije Simon
Sora-a i saradnika, koji su pokazali da ispitivani HNP 1-3 defenzini i katelicidin LL-37
nemaju znaéaj prediktora karijesa kod dece predskolskog uzrastal®?. Kako je ovo prva
studija koja je znacaj peptida u predikciji karijesa ispitivala kod ranih adolescenata,
dobijeni rezultat je nemoguce komparirati za ovaj uzrast dece, ali je on svakako u skladu
sa za sada jedinom studijom koje je ovo ispitivala kod dece predskolskog uzrasta.
Medutim, kako je ovo prvi put da je nekom studijom analiziran karijes prediktivni znacaj
hBD-2 peptida, dobijene rezultate nije moguce komparirati.

Rezultati ove studije pokazuju da su u decjem uzrastu sociodemografske
karakteristike i oralno-higijenske navike dece i dalje vazni prediktori karijesa.

U predskolskom uzrastu znacaj nezavisnih prediktora karijesa pokazali su duzina
dojenja, vrednosti indeksa oralne higijene i odsustvo poseta stomatologu. Najveci karijes

prediktivni znacaj su pokazali vrednosti indeksa oralne higijene i odustvo poseta
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stomatologu. Prema sprovedenoj studiji povecanje indeksa oralne higijene za jednu
jedinicu povecava Sansu za dobijanje karijesa za 60%. Dobijeni rezultati su u najvecoj
meri u skladu sa podacima iz dostupne literature®16917%18 7 napomenu da je
predskolski uzrast dinami¢an razvojni period okarakterisan brojnim razvojnim i drugim
promenama deteta, Sto za sobom povlaci i razli¢itu efikasnost karijes rizik faktora u
karijes rizik dijagnostici u razli¢itim razvojnim fazama. Osim toga, u ovom uzrastu deca
u najvecoj meri zavise od svojih roditelja. Stoga je vrlo verovatno da prediktivni znacaj
mogu imati i mnogi faktori vezani za roditelje koji nisu analizirani ovom studijom.

U periodu rane adolescencije znacaj nezavisnih prediktora karijesa su pokazali
pol, nizak stepen obrazovanja majki, vrednosti indeksa oralne higijene, frekventnost
pranja zuba i pH nestimulisane pljuvacke. U ovom uzrastu najve¢i karijes prediktivni
znacaj su uz pol pokazale i varijable vezane za oralnu higijenu. Dobijeni rezultati su
uglavnom u skladu sa nalazima drugih autora, koji su karijes prediktivni znacaj varijabli
&esto ispitivali studijama preseka, ili retrospektivnim studijamal0%108.171.181

Nizak obrazovni profil majki pokazao je znacajnu karijes prediktivnu vaznost, §to
je u skladu s rezultatima drugih autoral®% koji to objasnjavaju nedovoljnim
razumevanjem znacaja oralnog zdravlja majki nizeg obrazovnog profila 1 nesposobnoscu
davanja adekvatnih saveta deci u pogledu ocuvanja njihovog oralnog zdravlja.
Interesantno je da je studija pokazala da niska pH pljuvacke moZe imati znacaj nezavisnog
prediktora karijesa, i pored u dostupnoj literaturi priliéno opreénih rezultata®?®,

Pol 1 varijable vezane za oralnu higijenu ranih adolescenata su pokazale najveci
prediktivni znacaj. DevojCice imaju tri puta vecu Sansu za pojavu karijesa, Sto verovatno
proizilazi iz ranije erupcije stalnih zuba kod devocica u odnosu na decake i njihove duze
izloZenosti kariogenim noksama 2°. Ugestalost pranja zuba je preventivni faktor i deca
koja peru zube dva ili viSe puta dnevno imaju dvostruko manju Sansu da razviju karijes.
Prediktivhu vaznost pokazao je i indeks oralne higijene, Sto ukazuje da je pored
pravilnosti i uCestalosti, za predvidanje karijesa vazna i tehnika pranja zuba. Zanimljivo
je da uprkos suStinskom znacaju ishrane u etiologiji karijesa, navike u ishrani ranih
adolescenata nisu pokazale prediktivni znacaj, Sto je verovatno zbog Cinjenice da je
njihova prediktivna vaznost ¢esto maskirana upotrebom fluorida i higijenskim navikama

decel®,
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7.5. Znacaj HNP-1, hBD-2 i LL-37 nestimulisane
pljuvacke kao karijes rizik biomarkera u dec¢jem
uzrastu

U obe starosne grupe ispitanika, sprovedenom studijom nije utvrdena povezanost
koncentracija HNP-1, hBD-2 i LL-37 nestimulisane pljuvacke sa prisustvom karijesa, $to
sugeriSe da ispitivani antimikrobni peptidi pljuvacke nemaju znacaj karijes rizik
indikatora u de¢jem uzrastu. S druge strane, u obe starosne grupe dece studijom nije
utvrdena ni povezanost koncentracije ovih peptida sa godi$njim priraStajem karijesa, a
logisticka regresiona analiza je pokazala da ispitivani HNP-1, hBD-2 i LL-37 nisu
pokazali znacaj pouzdanih prediktora karijesa. Stoga, na osnovu ovako dobijenih
rezultata mogla bi se prihvatiti nulta hipoteza, odnosno da ispitivani defenzini i katelicidin
nestimulisane pljuvacke nisu pouzdani karijes rizik biomarkeri u de¢jem uzrastu, te da
nisu od znacaja u proceni rizika za nastanak karijesa kod dece.

Kako za sada nema dovoljno longitudinalnih studija koje su analizirale znacaj
defenzina 1 katelicidina, ali 1 drugih antimikrobnih proteina pljuvacke, kao karijes rizik
biomarkera u de¢jem uzrastu, dobijene rezultate je teSko komparirati.

Medutim, i pored prihvatanja nulte hipoteze, njihov moguéi znacaj u proceni
rizika za nastanak karijesa kod dece ne treba odbaciti. Pre svega, znacaj antimikrobnih
HNP-1, hBD-2 i LL-37 analiziran je jednogodisnjom studijom pracenja, $to se moze
smatrati kratkim vremenskim periodom i jednim od glavnih ograni¢enja sprovedene
studije. S druge strane, analiza zna¢aja HNP-1 hBD-2 i LL-37 kao Kkarijes rizik
biomarkera u de¢jem uzrastu nije tako jednostavna. Ovo proizilazi iz Cinjenice da
salivarni nivo ovih peptida u de¢jem uzrastu pokazuje individualne varijacije. S druge
strane u dinami¢nom salivarnom medijumu, salivarni nivo ovih peptida se moze dovesti
u vezu sa mnogim faktorima. To potvrduju i rezultati sprovedene studije koji pokazuju
korelaciju salivarnog nivoa ovih peptida sa uzrastom dece, ali i to da koncentracija
aktivnih formi ispitivanih peptida zavisi od pH pljuvacke. Osim toga, vrlo je verovatno
da mnoge salivarne komponente mogu da stupe u interakciju sa ovim peptidima i time

uti¢u na koncentraciju aktivnih formi ovih peptida. Ovome, treba dodati i kompleksan
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mehanizam antimikrobnog dejstva defenzina i ketelicidina, koji osim bazi¢nog, direktnog
mehanizma antimikrobnog dejstva podrazumeva i stimulaciju ste¢enog imunog odgovora
uz produkciju IgA. Zbog svega navedenog se moze smatrati nerealnim ocekivati da ¢e
jedan salivarni peptid sam po sebi biti dovoljan o pouzdan karijes rizik biomarker i da
omoguci ranu identifikaciju karijes prijemc¢ive osobe. Stoga bi pri utvrdivanju znacaja
defenzina i katelicidina kao karijes-rizik biomarkera bilo sasvim opravdano razmotriti
primenu multimarker pristupa, pre nego analize njihove efikasnosti kao solo karijes rizik-
biomarkera. Sve ovo je neophodno razmotriti pri dizajniranju buduc¢ih longitudinalnih
studija, koje su neophodne da bi se detaljno ispitala efikasnost ovih peptida pljuvacke kao
karijes rizik biomarkera. Pored toga, daljim studijama treba razmotriti i potencijalnu
ulogu ostalih neimunoglobulinskih antimikrobnih proteina kojima je pljuvacka bogata.
Dokazivanje njihove uloge kao pouzadih Karijes rizik biomarkera bi napravio ogroman
pomak u oblasti dijagnostike karijes rizika, a posledi¢no i u primarnoj prevenciji karijesa.

Za sada, bazirano na rezultatima sprovedene studije, uz socio-demografske
karakteristike, najznacajnijim karijes rizik faktorima u de¢jem uzrastu se mogu smatrati
varijable vezane za oralnu higijenu, sto sugeriSe da je klju¢ prevencije karijesa u
odgovornom ponasanju dece prema oralnom zdravlju i da mehanicka kontrola plaka
ostaje centralna karijes preventivna mera. Stoga programom zdravstvenog vaspitanja,
treba obuhvatiti i decu i njihove roditelje, a sam program se nikako ne bi smeo da zasniva
samo na pruzanju informacija jer to obi¢no daje kratkoro¢ne rezultate. Stvaranje zdravih
navika sloZen je 1 dugotrajan proces, za ¢iju efikasnost je potrebna i snazna motivacija i
remotivacije dece da ih usvoje i kasnije primenjuju kroz zivot. To je ono na ¢emu se
zasniva koncept promocije oralnog zdravlja i posebno je vazan u svim razvojnim fazama

detinjstva.
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Zakljucak

Na osnovu sprovedenog istrazivanja i dobijenih rezultata mogu se izvesti sledeci

zakljucci:

Koncentracija HNP-1, hBD-2 i LL-37 nestimulisane pljuvacke u decjem
uzrastu pokazuje individualne varijacije, i korelira sa uzrastom dece. Salivarni
nivo HNP-1 obrnuto, dok suprotno tome salivarni nivo hBD-2 i LL-37

direktno korelira sa uzrastom dece;

Utvrdena je obrnuta povezanost salivarnih koncentracija HNP-1, hBD-2 i

LL-37 sa pH vrednostima nestimulisane pljuvacke;

Ispitivani HNP-1, hBD-2 i LL-37 nestimulisane pljuvac¢ke nisu pokazali

znacaj karijes rizik indikatora u de¢jem uzrastu.

Najznacajniji karijes rizik indikatori u predskolskom uzrastu su pol, starost
majki, duzina dojenja, frekventnost unosa rafinisanih ugljenih hidrata i
vrednosti indeksa oralne higijene, dok su kod ranih adolescenata znacaj karijes
rizik indikatora pokazali obrazovanje roditelja, vrednosti indeksa oralne

higijene, frekventnost 1 duzina izvodenja oralne higijene;

Ispitivani HNP-1, hBD-2 i LL-37 nestimulisane pljuvacke nisu pokazali

znacaj prediktora karijesa u de¢jem uzrastu.

U predskolskom uzrastu najznacajniji prediktori karijesa su indeks oralne
higijene i odsustvo poseta stomatologu, a kod ranih adolescenata uz pol,
najveci karijes prediktivni znacaj su pokazale varijable vezane za oralnu

higijenu.

I pored nesumnjivog znacéaja u bioloskoj kontroli karijesa, ispitivani defenzini i

katelicidin nisu pokazali znacaj pouzdanih karijes rizik biomarkera kod dece. Medutim,

rezultati sprovedene studije sugeriSu da analiza znacaja defenzina i katelicidina pljuvacke
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Zakljucak

u proceni rizika za nastanak karijesa kod dece nije tako jednostvana, buduci da se u
dinami¢nom salivarnom medijumu njihov salivarni nivo moze povezati sa brojnim
faktorima. Sprovedena studija je pokazala da salivarni nivo ovih peptida korelira sa
uzrastom dece i pH pljuvacke, ali je vrlo verovatno da se on moze dovesti u vezu i sa
mnogim salivarnim komponentama, sa kojima ovi peptidi mogu da stupe u interakciju,
Sto znacCajno otezava precizno utvrdivanje njihovog znacaja u proceni rizika za nastanak
karijesa kod dece. Stoga bi se moglo smatrati sasvim opravdanim sprovesti multimarker
pristup pri utvrdivanju znacaja defenzina i katelicidina kao karijes rizik biomarkera kod
dece, pre nego analize njihove efikasnosti kao solo Karijes rizik biomarkera. Sve ovo je
neophodno razmotriti pri dizajniranju budu¢ih longitudinalnih studija, koje su neophodne
da bi se detaljno ispitala efikasnost ovih, ali i mnogih drugih, antimikrobnih peptida i
proteina pljuvacke u oblasti procene rizika za nastanak karijesa kod dece. Do tada,
bazirano na rezultatima sprovedene studije, socio-demografske karakteristike i oralno-
higijenske navike ostaju vazni karijes rizik faktori u de¢jem uzrastu, sugeriSuci da kljuc
prevencije karijesa lezi u odgovornom ponaSanju osobe prema oralnom zdravlju i da

mehanicka kontrola dentalnog biofilma ostaje centralna karijes preventivna mera.
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10. PRILOG




Prilog

10.

Prilog 1

Datum anketiranja:
Sifra ispitanika:
Pol deteta: M Z
ANKETNI LIST 1
(za decu predskolskog uzrasta)

Datum i mesto rodenja deteta:

Mesto stalnog prebivalista deteta:

Starost majke u trenutku pregleda deteta:
Starost oca u trenutku pregleda deteta:

Da li Vase dete boluje od neke sistemske bolesti?
1. Ne
2. Da, (dopisati od koje bolesti boluje dete)

Da li je VaSe dete u poslednjih mesec dana iz bilo kog razloga koristilo antibiotike?
1. Ne
2. Da

Obrazovanje roditelja:

a) Majke b) Oca
| Zavrsen fakultet ili visa $kola | Zavrsen fakultet ili visa $kola
| Zavriena srednja §kola | Zavriena srednja 8kola
| Zavrena osnovna §kola | Zavriena osnovna §kola

Dali je dojeno Vase dete? Ukoliko jeste, koliko dugo je dojenje trajalo?
1. Ne
2. Da, meseci (dopisati)

Koliko obroka u toku dana ima Vase dete?
1. 3 glavna bez uzina (meduobroka)

2. 3glavna + (dopisati broj uzina-meduobroka)

Koliko ¢esto navedene namirnice jede/pije Vase dete?

Manje od Jednom Dva i viSe
jednom dnevno puta dnevno
dnevno

Voéne sokove, gazirane napitke

SlatkiSe

Grickalice

Koliko ¢esto VaSe dete pere zube?
Ne pere zube

Retko, u proseku jednom nedeljno
Svakog dana, samo ujutru

Svakog dana, samo uvece

Svakog dana, ujutru i uvece

Posle svakog obroka

ok wnPE
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Prilog

11.

12.

13.

14.

Koju pastu koristite za pranje zuba Vaseg deteta?

1. Decju pastu za zube/500 ppm F

2. Komercijalnu pastu za zube za odrasle/1450 ppm F
3. Pastu za zube bez fluorida

4. Ne Koristi pastu za pranje zuba

o oye o

1. Ne
2. Da, svakodnevno
3. Ponekad

Da li VaSe dete ima svog stomatologa?
1. Da, udrzavnoj sluzbi
2. Da, u privatnom sektoru

3. Ne

Koliko puta je u poslednjih 12 meseci Vase dete posetilo stomatologa?
1. Jednom

2. 2-4puta

3. Vise od 5 puta

4. Nijednom
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Prilog

Prilog 2

Datum anketiranja:
Sifra ispitanika:
Pol deteta: M z
ANKETNI LIST 2
(za rane adolescente)

Datum i mesto rodenja deteta:

Stalno prebivaliSte deteta:

Starost majke u trenutku pregleda deteta:
Starost oca u trenutku pregleda deteta:

Da li VaSe dete boluje od neke sistemske bolesti?
1. Ne
2. Da, (dopisati od koje bolesti boluje dete)

Da li je VaSe dete u poslednjih mesec dana iz bilo kog razloga koristilo antibiotike?
1. Ne
2. Da

Obrazovanje roditelja:

a) Majke b) Oca
| Zavrsen fakultet ili visa $kola | Zavrsen fakultet ili visa §kola
| Zavrsena srednja §kola | Zavrsena srednja §kola
| Zavrena osnovna §kola | Zavriena osnovna §kola

Koliko obroka u toku dana ima Vase dete?
1. 3 glavna bez uzina (meduobroka)
2. 3 glavna+ (dopisati broj uzina-meduobroka)

Koliko ¢esto navedene namirnice jede/pije Vase dete?

Manje od Jednom Dva i vise
jednom dnevno puta dnevno
dnevno

Voéne sokove, gazirane napitke

SlatkiSe

Grickalice

Koliko ¢esto Vase dete pere zube?
Ne pere zube

Retko, u proseku jednom nedeljno
Svakog dana, samo ujutru

Svakog dana, samo uvece

Svakog dana, ujutru i uvece

Posle svakog obroka

ouprwhE
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Prilog

10. Koju pastu za pranje zuba koristi VaSe dete?
1. Komercijalnu pastu za zube za odrasle/1450 ppm F
2. Decju pastu za zube/500 ppm F
3. Pastu za zube bez fluoride
4. Ne Koristi pastu za pranje zuba

T

1. Tabletice sa fluoridima Ne.....Da, svakodnevno.....Ponekad
2. Rastvori za ispiranje usta Ne.....Da, svakodnevno.....Ponekad
3. Profesionalna primena lakova/gelova  Ne.....Da, svakodnevno.....Ponekad
4. Nista od navedenog

12. Dali VaSe dete ima svog stomatologa?
1. Da, udrzavnoj sluzbi
2. Da, u privatnom sektoru

3. Ne
13. Koliko puta je u poslednjih 12 meseci Vase dete posetilo stomatologa?
1. Jednom
2. 2-4puta
3. Vise od 5 puta
4. Nijednom
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N3JABA O AYTOPCTBY

U3jaBibyjeM 1a je JOKTOpPCKa AMCepTaIlrja, Mo HACJIOBOM

3HAYAJ CAJIMBAPHUX JE®PEH3UHA U KATEJIUMIUINHA Y IPOHEHU
PU3UKA 3A HACTAHAK KAPUJECA KO/l JELIE

Koja je ogOpameHa Ha MenunuHcKoM (dakynrery YHuBepsurera y Humry:

® pEe3yiTaT COICTBEHOI UCTPAKUBAYKOT Paja;

® J1a OBY ):[I/IcepTaquy, HHU y OCJIWHU, HUTH Y ACJIOBHUMA, HUCAM HpI/IjaBJ'bI/IBaJ'Ia Ha
APpyrum (baKyj'ITeTI/IMa, HUTHU YHUBCP3UTCTUMA,

e Jla HUCAM MOBpeIWJIa ayTOpCcKa IpaBa, HUTU 3JI0YMOTPEeOHJIa MHTEIEKTYaIHy
CBOJUHY JPYTUX JIUIIA.

Jlo3BospaBam 11a ce 00jaBe MOjH JIMYHH MO/IAIHU, KOJU CY Y BE3H ca ayTOPCTBOM U
Jo0MjamkeM aKaJeMCKOT 3Bamba JOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy UME M Ipe3uMe, FOJHHA U
MecTo pohema u aarym oaOpaHe pama, U To y Karajory bubmuoteke, ururamHom
pero3utopujymy YHuBep3utera y Humry, kao m y myOnukanujama YHHBEp3HTETa y
Humy.

Y Humy,

HOTHI/I_CF ayTopa Jucepraiuje:
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p bpanucnasa b. CtojkoBuh



MN3JABA O UHICTOBETHOCTHU IITAMITAHOI' U
EJIEKTPOHCKOI' OBJIUKA JOKTOPCKE JUCEPTALIMJE

HacnoB nuceprarnuyje:

3HAYAJ CAJIMBAPHUX JE®PEH3UHA U KATEJIUMIUIUHA Y IPOHEHU
PU3UKA 3A HACTAHAK KAPUJECA KO/ JELIE

W3jaBibyjeM 1a je eIeKTPOHCKH OOJMK MOje JOKTOPCKE IucepTaiuje, Kojy cam
npefana 3a yHouiewme y JIMruTajHu pemo3uTopujym YuuBep3utera y Humry,
HUCTOBCTAH IITaMIIaHOM O6JII/IKy.

Y Humy,

[Tormuc .aFyTopa JycepTanyje:

p bpanucnasa b. CrojkoBuh




MN3JABA O KOPUIITREDY

Osnamhyjem YHuUBep3uTeTCKY OnOMmoteky ,,Hukoma Tecna® na y Jururanau

peno3utopujyM YHuBepautrera y Humry yHece MOjy ITOKTOPCKY OHUCEpTalujy, MO
HaCJIOBOM:

3HAYAJ CAJIMBAPHUX JE®PEH3UHA U KATEJIUMIUIUHA Y ITPOINEHA
PU3UKA 3A HACTAHAK KAPUJECA KO/ JELIE

Hucepranujy ca CBUM NpWUJIO3MMa TIpeaaja caM Yy EIIEKTPOHCKOM OOJHKY,
MOTO/THOM 32 TPajHO aAPXUBHUPAHE.
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onabpanom tuny auneHie Kpearusue 3ajeanuiie (Creative Commons), 3a kojy cam ce
OJITy4HIIA.
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