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Wplyw jednorazowej higienizacji jamy ustnej na
prozapalna odpowiedz cytokinowa u pacjentéw
z przewleklym umiarkowanym zapaleniem przyzebia

Effect of single oral cavity hygienization procedure on proinflammatory
cytokine response in patients with chronic moderate periodontitis
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Katedra i Klinika Stomatologii Zachowawczej i Periodontologii, Uniwersytet im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu

Wstep. Prozapalna odpowiedz cytokinowa odgrywa znaczaca role
w patogenezie przewlektego zapalenia przyzebia.

Cel pracy. Dokonanie oceny prozapalnej odpowiedzi cytokinowej
(TNF-o., IL-18 i IL-17), po jednorazowej higienizacji jamy ustnej (scaling
i root planing) u pacjentéw z przewlektym umiarkowanym zapaleniem
przyzebia.

Materiat i metody. Diagnostyka kliniczna obejmowata badanie
podmiotowe oraz stomatologiczne badanie przedmiotowe. Materiat
badawczy stanowity prébki zbiorcze ptynu dzigstowego. Oznaczanie
cytokin prozapalnych (TNF-o, IL-1% i IL-17) wykonano metoda
immunoenzymatyczng (ELISA).

Woyniki. W | terminie badania, tj. przed zabiegiem higienizacyjnym
(skaling, root planing) w grupie badanej (grupa 1) $rednie wartosci
wskaznikéw klinicznych wynosity: PI.1=2,11£0.26, GI=1,6110,27,
SBI=1,89+0,33,PPD=3,54+0,35, CAL=3,31+0,32, natomiast poziomy
cytokin byty nastepujace: TNF-0.=6,0+0,98 pg/ml, IL-16=21,1£2,5 pg/
ml oraz IL-17=18,88+3,37 pg/ml. W Il terminie badania, po dwéch
tygodniach od przeprowadzenia zabiegdw higienizacyjnych u 16 (46%)
oséb (podgrupa 1A) stwierdzono istotne statystycznie obnizenie
$rednich wartosci wskaznikéw klinicznych (PLI, Gl, SBI, PPD, CAL) oraz
obnizenie $rednich wartoséci pozioméw cytokin (TNF-o, IL-1® oraz
IL-17). Natomiast, u 19 (54%) oséb (podgrupa 1B) stwierdzono istotne
zmniejszenie $rednich wartosci wskaznikéw Pl.I oraz Gl. Natomiast nie
wykazano réznic w $rednich wartosciach wskaznikow SBI, PPD i CAL
w porownaniu z | terminem badania. Jednoczesnie, w podgrupie 1B nie
stwierdzono statystycznych zmian w poziomach cytokin (TNF-o, IL-1%
oraz IL-17) w ptynie dzigstowym.

Whioski. W umiarkowanym przewlektym zapaleniu przyzebia
u ponad potowy chorych (54%) jednorazowy zabieg higienizacyjny
nie jest wystarczajaco skuteczny dla poprawy parametréw klinicznych
(w zakresie wskaznikéw SBI, PPD, CAL) i jednoczesnie nie prowadzi
do zmniejszenia poziomu cytokin prozapalnych (TNF-o., IL-1} oraz
IL-17).

Stowa kluczowe: przewlekte zapalenie przyzebia, higienizacja, TNF-o,
IL-19, IL-17

Introduction. Proinflammatory cytokine response plays a significant
role in the pathogenesis of chronic periodontitis.

Aim. Evaluation of proinflammatory cytokine response (TNF-o., IL-1p and
IL-17), following a single procedure of oral cavity hygienization (scaling
and root planing) in patients with chronic moderate periodontitis.

Material & methods. Clinical diagnosis included anamnesis and dental
physical examination. The study material included pooled samples
of gingival fluid. The estimation of proinflammatory cytokine levels
(TNF-o,, IL-1® and IL-17) was conducted using the immunoenzymatic
techniques (ELISA).

Results. At the first stage of studies, before the hygienization
procedure (scaling, root planing) mean values of clinical indices in the
examined group (group 1) amounted to the following: PL.I=2.11%0.26,
GI=1.611+0.27, SBI=1.89£0.33, PPD=3.5410.35, CAL=3.3110.32,
and the following levels of cytokines were noted: TNF-0.=6.0+0.98
pg/ml, IL-13=21.1£2.5 pg/ml and IL-17=18.88+3.37 pg/ml. Two
weeks following the hygienization procedures in 16 (46%) persons
(subgroup 1A) a significant decrease in mean values of clinical indices was
detected (PL.I, G, SBI, PPD, CAL) and a decrease in mean cytokine levels
(TNF-0., IL-18 and IL-17). On the other hand, in 19 (54%) individuals
(subgroup 1B) the significant decrease in mean values of the PI.I and
Gl indices was not accompanied by alterations in mean values of the
SBI, PPD and CAL indices. In parallel, in the subgroup 1B no significant
alterations were noted in the content of cytokines (TNF-a., IL-1f and
IL-17) in gingival fluid.

Conclusions. In moderate chronic periodontitis in over half of the
patients (54%) a single hygienization procedure is not sufficiently effective
to improve clinical parameters (in the form of SBI, PPD, CAL indices)
and it is not accompanied by a decrease in levels of proinflammatory
cytokines (TNF-a, IL-1p and IL-17).
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Wstep i cel pracy

Przewlekle zapalenie przyzebia (ang. chronic
periodontitis) jest chorobg zapalng prowadzaca do
destrukcji dzigset, cementu korzeniowego, ozebnej
oraz wyrostka zebodotowego kosci. W etiopatogenezie
periodontitis podstawowa role odgrywaja bakterie pa-
togenne okreslane jako periodontopatogeny: Porphy-
romonas gingivalis, Prevotella intermedia, Fusobacterium
nucleatum, Tannerella forsythia, Treponema denticola
oraz Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Choroba
ta wystepuje najczesciej u 0oséb dorostych i charakte-
ryzuje si¢ umiarkowanym lub ciezkim przebiegiem
klinicznym [ 1-3]. Badania wykazaty, ze periopatogeny
moga oddziatywaé na komoérki uktadu immunolo-
gicznego, pobudzajac je do wytworzenia mediatorow
reakeji zapalnych [4, 5].

W patogenezie przewleklego zapalenia przyzebia
znaczaca role odgrywa réwniez pro-zapalna odpo-
wiedz cytokinowa. Intensywnos¢ tej odpowiedzi,
wyrazona przez wysoki poziom TNF-a., IL-1 1 IL-17
w kieszonkach przyzebnych, moze determinowac
posta¢ kliniczng choroby [ 6, 7]. Obecnie w leczeniu
periodontitis stosuje si¢ metody niechirurgiczne,
chirurgiczne oraz wspomagajace leczenie farmakolo-
giczne. Pomimo rozwoju metod leczniczych, ztotym
standardem w leczeniu zapalen przyzebia sa zabiegi
higienizacyjne polegajace na usunigciu ptytki i kamie-
nia naz¢bnego (scaling) oraz wygtadzeniu powierzch-
ni korzeni zebéw (root planing) [8].

Biorgc pod uwage powyzsze, celem niniejszej
pracy bylo dokonanie oceny prozapalnej odpowiedzi
cytokinowej (TNF-o., IL-13 1 IL-17), po jednorazowej
higienizacji jamy ustnej (scaling i root planing) u pa-
cjentéw z przewleklym umiarkowanym zapaleniem
przyzebia.

Materiat i Metody

Badaniami objeto 35 dorostych oséb (18 kobiet
i 17 mezczyzn) wytonionych sposréd pacjentow
Kliniki Stomatologii Zachowawczej i Periodontologii
Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkow-
skiego w Poznaniu. Do badan zostali zakwalifikowani
pacjenci ogolnie zdrowi, nie podajacy w wywiadzie
wystepowania chordéb ogdlnych, nie otrzymujacy le-
kéw przeciwbakteryjnych w ostatnich 3 tygodniach
oraz niepalgcy papieroséw. Pacjenci nie byli leczeni
periodontologicznie w ciggu roku poprzedzajacego
badania, a takze nie stosowali dodatkowych srodkéw
higieny jamy ustnej (nitka dentystyczna, ptyny an-
tyseptyczne, irygatory). Grupe badawczg stanowity
osoby z umiarkowanym przewleklym zapaleniem
przyzebia w wieku 31-46 lat. Sredni czas trwania
choroby wynosit 19.4+2.8 miesi¢cy (18-27 miesig-

cy).

U wszystkich badanych oséb (grupa 1), podczas
wizyty stomatologicznej, pobrano materiat do badan
laboratoryjnych — ptyn dzigstowy z wszystkich kieszo-
nek przyzebnych (I termin badania). Nastepnie u pa-
cjentéw wykonano profesjonalne oczyszczenie zebow
(scaling) wraz z wygladzeniem powierzchni korzeni
(root planing) oraz instruktaz higieny jamy ustnej.
Po 2 tygodniach od przeprowadzonych zabiegéw hi-
gienizacyjnych ponownie pobrano ptyn dzigstowy do
badan laboratoryjnych (II termin badania).

Badania byty przeprowadzone za zgodg Komisji
Bioetycznej, przy Uniwersytecie Medycznym im.
Karola Marcinkowskiego w Poznaniu.

Diagnostyka kliniczna

Diagnostyka kliniczna obejmowata badanie pod-
miotowe oraz stomatologiczne badanie przedmiotowe.
Badanie podmiotowe dotyczyto wystepowania choréb
uktadowych oraz stosowania lekow przeciwbakteryj-
nych w ostatnich 3 tygodniach i palenia papierosow
przez pacjentéw. U kazdego pacjenta oceniano higiene
jamy ustnej, stan dzigset, glebokos¢ kieszonek przy-
zebnych oraz utrate przyczepu tacznotkankowego.

Do oceny stanu higieny jamy ustnej zastosowano
wskaznik ptytki nazebnej—Plaque Index (PL.I) wedtug
Silness i Loe [9]. Do oceny stanu dzigsel zastosowano
wskaznik dzigstowy — Gingival Index (GI) wedtug Loe
i Silness [ 10, 11] oraz wskaznik krwawienia ze szcze-
liny dzigstowej — Sulcus Bleeding Index (SBI) wedtug
Mihlemanna i Sona [12]. Utrate tkanek przyzebia,
w nastepstwie choroby przyzebia, okreslono na pod-
stawie pomiaru glebokosci kieszonek (Periodontal Pro-
bing Depth — PPD) oraz pomiaru potozenia przyczepu
facznotkankowego — CAL (Clinical Attachment Level).
Pomiaru PPD i CAL dokonywano na 6 powierzchniach
przy wszystkich obecnych w jamie ustnej z¢bach
z zastosowaniem skalowanej sondy periodontologicznej

WHO 621 Hu-Friedy (skalado 11,5).

Wyniki badania przedmiotowego stanowily
podstawe do rozpoznania choroby przyzebia. Przy-
jeto kryteria uproszczonej klasyfikacji choréb dzigset
i przyzebia, ktora uwzglednia stopien zaawansowania
przewlektego zapalenia przyzebia [13]. Przewlekte
zapalenie przyzebia umiarkowane rozpoznawano
w przypadkach, gdy:

— Gingival Index GI > 0

— Sulcus Bleeding Index SBI > 0

— Clinical Attachment Level: 3-4 mm

— 2 z¢by z kieszonkami o gtebokosci > 4 mm

[14, 15].

Pobieranie probek ptynu dzigstowego

Materiat badawczy stanowily probki zbiorcze
plynu dziastowego. Plyn ten pobierano strzykawka
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Hamilton 25 pl (Hamilton, USA) z cienks igla en-
dodontyczng ($rednica 0,3 mm, dtugos¢ 25 mm)
z wszystkich kieszonek przyzebnych po izolacji od do-
stepu $liny. Przed pobieraniem prébek, pacjentéw nie
poddawano zadnym zabiegom higienizacyjnym. Igte
wprowadzano do kieszonek przyzebnych, ostroznie
aspirujac material. Nastepnie pobrany ptyn dziastowy
umieszczano w jalowych probéwkach typu Eppendorf
opisujac numerami odpowiadajacymi numerom kart
pacjentow [16, 17].

Oznaczanie cytokin

Oznaczanie TNF-o. w ptynie dziastowym

Oznaczanie TNF-o. wykonano w plynie dzig-
sfowym metodg immunoenzymatyczng (ELISA),
przy uzyciu zestawu wysokiej czutosci — Quantikine
HS ELISA Human TNF-o. (R&D Systems), charak-
teryzujacy si¢ Srednig minimalng wykrywalnoscia
(MDD) wynoszaca 0,106 pg/ml. Wartos¢ absorbancji
odczytywano przy dtugosci fali A=490 nm za pomoca
czytnika Reader 250 (bioMerieux). Wyniki obliczano
z wyznaczeniem krzywej standardowe;j.

Oznaczanie IL-1 w ptynie dziagstowym

Oznaczanie IL-I wykonano w ptynie dzigsto-
wym metoda immunoenzymatyczng (ELISA), przy
uzyciu zestawu wysokiej czuloéci — Quantikine HS
ELISA Human IL-I}/IL-1F2 (R&D Systems), cha-
rakteryzujacy sie Srednig minimalna wykrywalnoscia
(MDD) wynoszaca 0,057 pg/ml. Wartos¢ absorbancji
odczytywano przy dtugosci fali A=490 nm za pomocg
czytnika Reader 250 (bioMerieux). Wyniki obliczano
z wyznaczonej krzywej standardowej.

Oznaczanie IL-17 w plynie dzigstowym

Oznaczanie IL-6 wykonano w plynie dzigstowym
metodg immunoenzymatyczng (ELISA), przy uzyciu
zestawu Human IL-17 Platinum ELISA (eBioscience),
charakteryzujacy si¢ Srednig minimalng wykrywalnos-
cig (MDD) wynoszaca 0,5 pg/ml. Warto$¢ absorbancji
odczytywano przy dtugosci fali A=450 nm za pomocg
czytnika Reader 250 (bioMerieux). Wyniki odczyty-
wano po wyznaczeniu krzywej standardowej.

Metody statystyczne

Uzyskane w badaniach wyniki analizowano
przy uzyciu programu komputerowego STATISTICA
8 dla systemu operacyjnego Windows. W analizie
wskaznikéw klinicznych (PLI, GI, SBI, PPD, CAL)
zastosowano test nieparametryczny Mann-Whitney’a
oraz test Kruskal-Wallis’a. W analizie poréwnawczej
poziomdw cytokin w badanych grupach zastosowano
test nieparametryczny Kruskala-Wallisa z testem
Dunn’a. Réznic¢ uznawano za istotng statystycznie

jesli p<0,05.

Wyniki

W Iterminie badania, przed zabiegiem higieniza-
cyjnym (skaling, root planing) w grupie badanej (grupa
1) $rednie wartosci wskaznikow klinicznych wynosity:
PLI=2,11+0.26, GI=1,61%+0,27, SBI=1,89+0,33,
PPD=3,54+0,35, CAL=3,31+0,32; natomiast pozio-
my cytokin byty nastepujace: TNF-0.=6,0+0,98 pg/
ml, IL-18=21,1+2,5 pg/mloraz IL-17=18,88+3,37
pg/ml. W analizowanej grupie pacjentéw (grupa 1)
w II terminie badania — po dwéch tygodniach od prze-
prowadzonych zabiegéw higienizacyjnych (skaling,
root planing), na podstawie oceny klinicznej, wyod-
rebniono dwie podgrupy pacjentéw: podgrupe 1A
obejmujaca 16 (46%) oséb oraz podgrupe 1B liczaca
19 (54%) oséb. W podgrupie 1A stwierdzono istotne
statystycznie obnizenie Srednich wartosci wszystkich
wskaznikéw klinicznych (PLI, GI, SBI, PPD, CAL)
oraz obnizenie $rednich wartosci pozioméw cytokin
(TNF-o., IL-1§ oraz IL-17) wzgledem wynikéw uzy-
skanych w terminie I. Natomiast, w podgrupie 1B
stwierdzono istotne zmniejszenie Srednich wartosci
wskaznikéw PLI oraz GI w II terminie badania, pod-
czas, gdy Srednie wartosci wskaznikéw SBI, PPD i CAL
nie réznily sie od wartosci z terminu I. Jednoczesnie,
w podgrupie 1B nie stwierdzono statystycznych zmian
w poziomach cytokin (TNF-a., IL-1§ oraz IL-17)
w plynie dzigstowym. Uzyskane $rednie wartosci ba-
danych wskaznikéw klinicznych zestawiono w tabeli I.
Wyniki pozioméw TNF-a., IL-1) oraz IL-17 w ptynie
dzigstowym pacjentéw przedstawiono w tabeli II.

Tabela I. Wartosci wskaznikow klinicznych (Srednia+SD) u pacjentdéw z umiar-
kowanym przewlektym zapaleniem przyzebia w | i Il terminie badania

Table 1. Values of clinical indices (mean+SD) in patients with moderate
chronic periodontitis in 1st and 2nd term of study

Termin badania

Wskazniki Termin | Termin I

kliniczne Paqe?]czlggupy 1 Podgr;i]p)g 1A Podgrupa 18 n=19
PLI 2,11+0.26 1,35+0,31* 1,56+0,26*
Gl 1,61+0,27 1,21+£0,31* 1,31+£0,32*
SBI 1,89+40,33 1,28+0,34* 1,66+0,36
PPD 3,54+0,35 3,09+0,44* 3,23+0,28
CAL 3,31+0,32 2,89+0,35* 3,05+0,24

* roznica istotna statystycznie wzgledem uzyskanych wynikéw w terminie I.

Tabela Il. Poziomy TNF-o, IL-19 i IL-17 (pg/ml) w ptynie dzigstowym

u pacjentéw w | i Il terminie badania

Table I1. Levels of TNF-o., IL-18 and IL-17 (pg/ml) in gingival fluid of patients
in 1st and 2nd term of study

Termin Grupy pacientow TNF-o. IL-1B IL-17
badania PY pag (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
Termin | Grupa 1 n=35 6,0+0,98 21,1+2,5 18,88+3,37
Termin Il Grupa 1 Podgrupa 4,12+0,72* 11,5+2,21* 12,3+2,17*
n=35 1An=16
Podgrupa  5,48+0,96 20,6+2,67 17,63+3,27
1B n=19

*réznica istotna statystycznie wzgledem uzyskanych wynikéw w terminie 1.
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Dyskusja

Zabiegi higienizacyjne (scaling i root planing) sa
tradycyjnym, niechirurgicznym sposobem leczenia
przewlektego zapalenia przyzebia. Zabiegi te prowa-
dza do usunigcia kamienia naz¢bnego, zmniejszenia
ilosci ptytki nazebnej oraz zmniejszenia ogdlnej liczby
drobnoustrojow w kieszonkach przyzebnych [18].
Ponadto, prowadza do powstania dlugiego przyczepu
nablonkowego oraz ponownego przyczepu taczno-
tkankowego. W zwiazku z tym, tkanki gospodarza
skuteczniej chronig przed mikroorganizmami, co
prowadzi do ograniczenia zmian zapalnych tkanek
miekkich i redukeji glebokosci kieszeni dzigstowych
[19]. Zabiegi higienizacyjne wptywaja réwniez na
zmniejszenie odczynu zapalnego w obrebie przyze-
bia. Wilson i wsp. [ 20] wykazali, ze po 6 miesigcach
od wykonania scalingu i root planingu dochodzi do
zaniku histologicznych wykladnikéow przewlektego
zapalenia w tkankach przyzebia oraz do naprawy kosci
wyrostka zebodotowego. Stwierdzane w przewlektym
zapaleniu przyzebia znaczne zwigkszenie prozapalnej
odpowiedzi cytokinowej wydaje si¢ by¢ efektem za-
burzen jej regulacji wewnatrzkomoérkowej lub silnej
ekspresji genow docelowych w nastepstwie aktywacji
ich transkrypcji przez periopatogeny [21, 22].

W przedstawionej pracy wykazano, ze po 2
tygodniach od zastosowania zabiegéw higienizacyj-
nych u46% pacjentéw (podgrupa 1A) dochodzi do
istotnego statystycznie obnizenia $rednich wartosci
wszystkich badanych wskaznikéw klinicznych (PLI,
GI, SBI, PPD, CAL) oraz obnizenia $rednich warto-
Sci pozioméw cytokin prozapalnych (TNF-o., IL-1§
oraz IL-17) w plynie dzigstowym. Natomiast u 54%
pacjentéow (podgrupa 1B) zabiegi higienizacyjne
powoduja redukcje wartosci wskaznikéw PLI i GI.
Jednak zmianom nie ulegaja wartosci wskaznikéw
klinicznych (SBI, PPD, CAL) oraz poziomy cytokin
prozapalnych w ptynie dzigstowym.

Wplyw niechirurgicznego leczenia na poziomy
IL-1B, byly badane przez rézne zespoty badawcze, kto-
re wykazaty, ze scaling i root planing powoduja zmniej-
szenie wartosci IL-1 w ptynie dzigstowym [23-25].
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Sextoniwsp. [ 26 ] stwierdzili, ze po 16 tygodniach od
scalingu i root planingu dochodzi do istotnego zmniej-
szenie poziomu IL-1 w §linie. Engebretson iwsp. [ 24 ]
wykazali silng korelacje pomiedzy poziomem IL-1§
a warto$ciami wskaznikéw PPD i CAL. Zmniejszenie
wartosci poziomow IL-18 w ptynie dzigstowym oraz
poprawe kliniczng w zakresie wskaznikéw dzigsto-
wych, z wyjatkiem CAL, po 4 tygodniach od zabiegu
higienizacyjnego wykazali Konopka i wsp. [27]. Du-
arte 1 wsp. [ 28] wykazali natomiast po 6 miesigcach
od zabiegéw higienizacyjnych poprawe kliniczng oraz
spadek pozioméw TNF-0.11L-17 w plynie dzigstowym
u pacjentéw z przewleklym, jak i agresywnym zapa-
leniem przyzebia. Z kolei Dag i wsp. [29] stwierdzili
zmniejszenie warto$ci wskaznikéw klinicznych oraz
redukcje poziomu TNF-o. w surowicy po 3 miesigcach
od zastosowania niechirurgicznego leczenia zapalenia
przyzebia.

Dobrze juz udokumentowano, ze cytokinowa od-
powiedz prozapalna moze odgrywac wazng role w re-
akcji odpornosciowej wobec patogenéw bakteryjnych
i grzybéw [30]. Ponadto, intensywnos¢ cytokinowej
odpowiedzi prozapalnej wydaje si¢ determinowac
umiarkowang i cigzka postac kliniczng przewleklego
zapalenia przyzebia. Zmniejszone, zatem poziomy
cytokin prozapalnych (TNF-a., IL-1§ i IL-17) moga
zapobiegal progresji przewlektego zapalenia przyzebia

[6,7,31].
Whiosek

W umiarkowanym przewlektym zapaleniu przy-
zebia u ponad potowy chorych (54%) jednorazowy
zabieg higienizacyjny nie jest wystarczajaco skutecz-
ny dla poprawy parametréw klinicznych (w zakresie
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