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SPIS STOSOWANYCH SKROTOW

AIDS - Acquired Immune Deficiency
Syndrome - zesp6t nabytego niedoboru
odpornosci

AGE - Advanced glycation end -
products- produkty koncowych
zaawansowanej glikacji

BOP - bleeding on probing - krwawienie

podczas sondowania

CAL - clinical attachment loss -
kliniczna utrata przyczepu
tacznotkankowego

CDT - cytolethal-distending toxin -
genotoksyna CDT
COX-2 - cyclooxyganse-2-
cyklooksygenaza typu 2
DNA - deoxyribonucleic acid - kwas
dezoksyrybonukleinowy
EDTA - Ethylenediaminetetraacetic
acid - kwas wersenowy

Etbr - Ethidium bromide - Bromek

etydyny
GspSSD  polymerase - polimeraza
GspSSD
HAD - Helicase Displacement

Amplification - amplifikacja poprzez
przemieszczenie helikazy

HBV- hepatitis B - Wirus zapalenia
watroby typu B

HNB - hydroxynaphthol blue - blekit
hydroksynaftolowy

HSV - herpes simplex virus - wirusy
opryszczki pospolitej

LAMP - Loop-mediated isothermal
amplification - Izotermina amplifikacja
kwasow nukleinowych

LBP - Loop Backward Primer -
zapetlajacy primer wsteczny

LFP - Loop forward primer - zapetlajacy
primer przedni
LPS -

lipopolisacharyd

Lipopolysaccharide -

LRR - leucine rich repeats - powtorzenia
bogate w leucyne
MMP

metaloproteinaza

- Matrix metalloproteinases -
macierzy
zewnatrzkomoérkowej

NASBA - Nucleic Acid Sequences Based
Amplification - Amplifikacja oparta na
sekwencjach kwasow nukleinowych

PCR - polymerase chain reaction -
Reakcja tancuchowa polimerazy
PCR-RFLP -
Length Polymorphism - reakcja PCR

Restriction Fragment

polaczona z  analizg  restrykcyjng
produktow amplifikacji
PD - Probing Depth - (glebokosé¢

sondowania kieszonkowego)

Pl - plaque index - wskaznik plytki
nazebnej

PMN - Polymorphonuclear leukocytes -

granulocyty obojetnochtonne



RANKL - Receptor Activator for Nuclear
Factor « B Ligand - ligand aktywatora
receptora jadrowego czynnika x B)

RPA -

Amplification - Amplifikacja polimerazy

Recombinase  Polymerase

rekombinazy
RT-PCR

polymerase chain reaction - Reakcja

reverse-transcription

tancuchowa polimerazy z odwrotng
transkrypcja

rRNA - Ribosomal RNA - rybosomalny,
rybosomowy RNA

RNA - ribonucleic acid - Kwas

rybonukleinowy

SARS-CoV-2 - Severe acute respiratory
syndrome coronavirus 2 - zespét ostrej
niewydolnosci oddechowej-2

SDA - Strand Displacement Amplification
- Amplifikacja przemieszczenia nici
SYBR Green | - zielen SYBR I

TLR2 - Toll-like receptor-2 - receptory
toll podobne

QPCR - Quantitative PCR - reakcji
ilosciowa PCR w czasie rzeczywistym
VZV - Varicella zoster virus - wirus ospy
wietrznej

WGA - Whole Genome Amplification -

Amlifikacja catego genomu
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WSTEP

1. Zapalenie przyzebia

1.1. Podzial i etiologia

Zapalenie przyzgbia jest przewlektym stanem zapalnym tkanek przyzebia, prowadzacym
do uszkodzenia aparatu podtrzymujacego zeby, ktorego konsekwencja moze by¢
czgsciowa lub catkowita utrata z¢bow. Najczesciej rozpoznanie choroby opiera sie na
badaniu klinicznym i radiologicznym i zasadniczo zalezne od warto$ci nastepujgcych
parametrow: wskaznika/-ow ptytki nazgbnej wskaznika/-6w Krwawienia, utraty
przyczepu Kklinicznego, glebokosci kieszonki przyzebnej (glebokos¢ sondowania
kieszonkowego) (PD), ruchomosci zebéw, zaawansowania odstoniecia furkacji, a takze,
jak juz wspomniano, od oceny radiologicznej architektury kosci. Wskazniki te nie
pokazujg jednak aktualnego stanu choroby oraz nie dostarczajg informacji 0 aktywnosci
ani ryzyku rozwoju choroby [15,16]. Choroby przyzebia dotykaja okoto 20-50%
populacji na catym $wiecie [131]. U nastolatkow zamieszkujacych kraje rozwijajace sie,
obserwuje si¢ czestsze wystgpowanie kamienia nazebnego oraz spontaniczne krwawienie
podczas sondowania [131]. W krajach rozwijajacych si¢, odsetek adolescentow 2z
depozytami kamienia naz¢bnego obejmuje od 35% do 70%, podczas gdy w Kkrajach
rozwinigtych, waha si¢ od 4% do 34%. Podobnie w Kkrajach rozwijajacych sig,
odnotowano wyzszy odsetek osob dorostych, u ktorych stwierdzono ztogi kamienia
nazgbnego, 36-63%, w porownaniu do populacji dorostych w  krajach
uprzemystowionych, gdzie odsetek ten zawiera si¢ pomigdzy 14 a 47%. Z drugiej strony,
w krajach rozwinigtych wykazano wyzszy odsetek osob z kieszeniami przyzebnymi 0
glebokosci 4-5 mm (36-63%). Obecnos¢ kieszeni okoto zebowych 0 glebokosci 6 mm
lub wiekszej, stwierdzono u osob starszych (65-74 lata), zar6wno w krajach rozwinietych,
jak i rozwijajacych sie [13]. Podczas ostatniego zjazdu Europerio 9, ktory odbyt si¢ w
Amsterdamie w dniach 20-23 czerwca 2018 roku, ustalony zostat konsensus, w ktorym
przyjeto nowa klasyfikacje chorob przyzebia. Wezesniejszy podziat zapalenia przyzgbia
na agresywny i przewlekly, zostal zgrupowany jako pojedyncza jednostka chorobowa.
Nowa Klasyfikacja podkresla system etapowy, ktory sktada si¢ z kryteriow, takich jak

stopnien zaawansowania choroby oraz ztozonos¢ leczenia. Etap pierwszy, to poczatkowe
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zapalenie przyzgbia, drugi - umiarkowane zapalenie oraz trzeci i czwarty etap to cigzkie
zapalenie przyzebia, z mozliwoscig utraty zebow. Ponadto, klasyfikacja ta uwzgl¢dnia
trzy stopnie zaawansowania choroby oraz jej umiejscowienie, ktore podzielono na
miejscowe i uogodlnione, dotyczace tylko zgbow trzonowych i siekaczy, a takze ryzyko
szybkiej progresji choroby oraz przewidywanie reakcji na leczenie. Wyroznia si¢ rowniez
stopnie charakteryzujgce si¢ odrebnym tempem progresji:

stopien A - wykazuje wolne tempo progresji,

stopien B - charakteryzuje si¢ $rednim tempem progresji,

stopien C - wskazuje na szybkie tempo progresji,

Wyodrgbniono rowniez martwicze choroby przyzebia, ktore podzielono na martwicze
zapalenie dzigset oraz martwicze zapalenie przyzgbia. Dodatkowo uwzgledniono
martwicze zapalenie jamy ustnej oraz zapalenie przyzebia jako objaw chorob

ogo6lnoustrojowych [14].

Rozwojowi zapalenia przyzebia sprzyja stan zapalny towarzyszacy réznym
ogoblnoustrojowym problemom zdrowotnym. Czynnikami modulujacymi sprzyjajacymi
chorobom przyzebia, sa miedzy innymi: cukrzyca, zesp6t nabytego niedoboru odpornosci
(AIDS; ang. Acquired Immune Deficiency Syndrome), stres i otytos¢. Liczne badania
potwierdzity, iz nadmierny poziom glukozy, jak réwniez nagromadzenie produktow
koncowych zaawansowanej glikacji (AGE; ang. advanced glycation end-products),
zapoczatkowujg kaskadg prozapalng w tkance okalajacej zgby, potencjalnie wptywajaca
na utratg przyczepu tacznotkankowego [2].

Waznym behawioralnym czynnikiem ryzyka zapalenia przyzebia jest palenie tytoniu.
Nikotyna powoduje znaczne zwezenie mikronaczyn krwiono$nych, maskujac w ten
sposob kliniczne objawy krwawienia, ktore sg niewidoczne podczas sondowania,
pomimo postepujacego stanu zapalnego. Takie dtugotrwate niedokrwienie aparatu
przyzebia, moze sprzyja¢ zaawansowaniu stanu zapalnego [3]. Ponadto, nadmierna
konsumpcja srodkéw farmakologicznych wywierajagca wptyw na uktad hormonalny,
moze powodowac zaburzenia produkcji $liny, prowadzac do przerostu dzigset i tworzenia
kieszonek rzekomych, uniemozliwiajac efektywne usuwanie ptytki nazebnej. Niedobory
witaminowe zwigzane z niedozywieniem, takie jak: niewystarczajace stezenie witaminy
C, mogg prowadzi¢ do zaklocen produkcji kolagenu i ostabienia ukladu naczyn
wlosowatych, co z kolei prowadzi do zwigkszonej sktonnosci do krwawienia [4].

Rowniez, stanom hematologicznym - w szczegdlnosci nowotworom Kkrwi, takim jak
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biataczka lub stanom przednowotworowym np. mielodysplazji, towarzyszy zapalenie
dzigset przy braku nadmiernego gromadzenia si¢ ptytki nazgbnej. Objawy takie jak
obrzek, kolor purpury, krwawienie badz blados¢ dzigset (naciekanie komorek
biataczkowych), sa nieadekwatne do poziomu nagromadzenia biofilmu ptytki nazgbne;,
matoptytkowosci i/lub niedoboréw czynnika krzepnigcia [5]. Jako kolejny potencjalny
czynnik utraty przyczepu tacznotkankowego, wskazuje sie¢ wady okluzyjne. Jednakze
zwigzek pomiedzy wadami zgryzu a zapaleniem przyzebia, zaobserwowano jedynie w
modelu zwierzgcym i jak dotad nie uzyskano wystarczajaco przekonujacych dowodow
na podobne zjawisko wystepujace u ludzi. Jakkolwiek, niektore badania wskazuja, iz
mozliwe jest uzyskanie regeneracji poziomu przyczepu przyzebia, po uwzglednieniu
korekty zgryzu jako elementu leczenia przyz¢bia [6,7]. Dodatkowo, do
rozprzestrzeniania si¢ stanu zapalnego przyzgbia, moze przyczyniaé si¢ podatnosé
genetyczna oraz lokalne czynniki jatrogenne i urazy mechaniczne takie jak: jatrogenne
owrzodzenie dzigset, samookaleczenia, oparzenia chemiczne (toksyczne), czy obrazenia
termiczne. Waznymi czynnikami wplywajacymi na podatnos¢ na zapalenie przyzebia, sa
sktadowe uktadu odpornosciowego. Mediatory immunoregulacyjne takie jak: cytokiny,
chemokiny, receptory obecne na powierzchni btony komoérkowej oraz biatka
rozpoznajgce antygen, sa uznawane za kluczowe elementy uczestniczace w procesach
prowadzacych do zapalenia przyzgbia. Wskazano, ze interleukiny (m.in. IL-1a, IL-1,
IL-6 i IL-10), receptory powierzchniowe (m.in. FcyR), cyklooksygenaza typu 2 (COX-2)
I metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomorkowej (MMP), petnia kluczowa role w
rekrutacji komorek nacieku zapalnego, stymulacji osteoklastow oraz w réznicowaniu i
aktywacji limfocytow B [8]. Zmiany polimorficzne w obrgbie genow kodujacych
wymienione molekuty, moga odpowiada¢ za zwigkszone ryzyko rozwoju choroby (9).
Obecnie prowadzone sg intensywne badania asocjacyjne genéw, wykorzystujace m.in.
metode tancuchowej reakcji polimerazy (PCR; ang. polymerase chain reaction),
prowadzace do okreslenia czestoSci wystepowania okreslonych alleli i genotypow,
ktorych celem jest wyjasnienie zwigzku miedzy polimorfizmami wystepujacymi w
genach kodujacych wybrane cytokiny lub inne mediatory zapalne, a rozwojem zapalenia
przyzebia [10,11]. W wyniku przeprowadzonej metaanalizy obejmujacej 71531
uczestnikow (32011 pacjentow z chorobg przyzebia i 39520 kontroli), dotyczacej roznych
klasyfikacji choroby, w ktorej uwzgledniono 25 polimorfizméw wystepujgcych w genach
kodujacych interleukiny (IL-1a, IL-1p, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10 i IL-18), 3 polimorfizmy
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w genach kodujacych receptory komorkowe Fcy (FCGR2A, FCGR3A i FCGR3B) oraz
5 polimorfizmow w genach mediatorow zapalnych (COX-2, MMP-2, MMP-3, MMP-8,
MMP-8 i MMP-9), Silva i wsp. wykazali, iz polimorfizmy obecne w genach dla IL-1a,
IL-1B, IL-6, IL-10, MMP-3 (w postaci przewleklej) i MMP-9 (w postaci przewleklej),
byly istotnie zwigzane z ryzykiem rozwoju choroby, podczas gdy polimorfizmy w genach
kodujacych 1L-4, 1L-18, receptory FcyR, COX-2, MMP-2, MMP-3 (w postaci
agresywnej) oraz MMP-8 i MMP-9 (w postaci agresywnej), nie miaty istotnego wptywu

na rozwoj zapalenia przyzgbia [12].

1.2. Czynniki Bakteryjne

Obok czynnikoéw srodowiskowych, genetycznych i podatnosci organizmu gospodarza,
glowna przyczyng inicjacji i postepu zapalenia przyzebia stanowig drobnoustroje [1]. W
stanie fizjologicznym przyzgbia, liczba bakterii wewnatrz jamy ustnej wynosi $rednio
1x10°, podobnie liczba bakterii naddzigstowych wynosi 1x10°, podczas gdy w stanie
zapalnym przyzebia ilosci te przekraczaja liczbe 1x1087 [10].

W jamie ustnej wystepuje ponad 700 réznych gatunkow bakterii. Ocena sktadu biofilmu
poddziagstowego metodami mikrobiologicznymi i molekularnymi ujawnita, ze w tej
licznej grupie istnieje kilka gatunkéw drobnoustrojow, ktore dzigki swojej patogennosci
i nabytej zdolnosci komunikowania si¢ W ztozonej spotecznosci, powodujg znaczng
destrukcje przyzebia [17,18,19]. W 1998 r. Socransky i wsp. po zbadaniu zachowania si¢
réznych bakterii obecnych w jamie ustnej, w oparciu o0 ich patogenno$¢ i zdolnosci
kolonizacyjne w srodowisku poddzigstowym, stworzyli klasyfikacje obejmujaca kilka
podklas patogendéw. Kazdej z podklas nadali inny kod barwny. Jeden z wazniejszych
kompleksoéw, zwany ,,czerwonym”, sktadat si¢ z 3 $cisle spokrewnionych gatunkow: T.
forsythia, P. gingivalis i T. denticola. Bakterie te sa silnie powigzane z gl¢bokoscia
kieszonek i krwawieniem podczas sondowania. Kolejnym kompleksem, jest kompleks
pomaranczowy, objemujacy podgatunki F. nucleatum / periodonticum, P. intermedia, P.
nigrescens, P. micros, C. rectus, C.gracilis, C.showae, E. nodatum i S. constellatus.
Uwaza si¢, ze SzCzepy wymienione wyzej poprzedzaja kolonizacj¢ przez gatunki
,,czerwonego kompleksu”. ,Zolty kompleks” natomiast, sktadat si¢ z 6 gatunkow
Streptococcus: Streptococcus sp., S. sanguis, S. oralis, S.medius, S. gordonii, S.mitis, a

,zielony kompleks” obejmowat C. ochracea, C. gingivalis., C. sputigena, E. corrodens i
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A.actinomycetemcomitans serotyp a piaty ,,kompleks purpurowy” sktadat si¢ z V.parvula
i A.odontolyticus. A.actinomycetemcomitans serotyp b, S.noxia i A.naeslundii
genospecies 2 (A. Viscosus) nie znalazty si¢ W zadnej z powyzszych grup ani w grupie
ordynacyjnej. Badacze postulowali, iz poczatkowi kolonizatorzy, cho¢ zwykle
niepatogenni nalezacy do kompleksoéw zottych, niebieskich, zielonych i fioletowych,
inicjujg  tworzenie biofilmu. Wykazali rowniez, ze gatunki niewykazujgce
bezposredniego oddzialywania patogennego, stwarzaja warunki sprzyjajace adhezji
drobnoustrojow z kompleksu pomaranczowego, na przyktad P. intermedia, o ktorej
wiadomo, ze bierze udziat w progresywnym pogorszeniu stanu przyzebia (20). To z kolei
moze kreowac¢ idealne warunki ekologiczne dla gatunkow, takich jak P.gingivalis,
T.denticola i T.forsythia, wchodzacych w sktad kompleksu czerwonego, o ktorych
wiadomo, ze sg gtdéwnymi sprawcami przewlektych chordb przyzebia, ktore przyczyniaja
si¢ do poglebienia kieszonek przyzebnych i spontanicznego krwawienia tkanek przyzebia
[21,22]. Wyjatkowe zainteresowanie zwigzane z bakteriami P.gingivalis, T. forsythia,
T.denticola i A.actinomycetemcomitans zwigzane jest z ich szczeg6lnymi cechami
manifestujgcymi si¢ W trakcie progresji choroby przyzebia oraz czgsto$cig ich
wystepowania W przebiegu choroby. Jak stwierdzono, kluczem do sukcesu w procesie
zasiedlania srodowiska jamy ustnej przez te gatunki jest ich bliski zwigzek | mozliwo$é
komunikacji. Opisano unikalny aparat komunikacji migdzykomorkowej, znany jako
,»Quorum sensing”, wyczuwanie kworum, sygnalizator zageszczenia [23,24]. Aparat ten
wykorzystuje sygnaty chemiczne okreslane jako autoindukatory, umozliwiajace
regulacje ekspresji gené6w odpowiedzialng za opornos$¢ bakterii na antybiotyki. Fenomen
ten wigze si¢ rowniez ze zdolnoscia do zahamowania wzrostu gatunkéw bakterii
konkurencyjnych, a jak odkryli Frias i wsp. umozliwia intymng interakcje na poziomie
sygnatow pochodzacych od drobnoustrojow, takich jak P.gingivalis, P.intermedia i
F.nucleatum, zwigkszajacych ich szanse na przezycie [25]. Interakcje zachodzace
pomiedzy réznymi gatunkami i ich dojrzewanie w obrebie biofilmu prowadzi do wzrostu
ilosci bakterii Gram-ujemnych i beztlenowych, czego wynikiem jest rozwoj i postep
stanu zapalnego aparatu przyzebia [26].

1.2.1. P. gingivalis

P.gingivalis jest podstawowym czynnikiem etiologicznym ludzkiego brzeznego

zapalenia przyzebia. Bakteria ta wytwarza liczne czynniki patogenne, w tym
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egzotoksyng, endotoksyne (LPS), fimbrie, hemaglutyniny oraz enzymy, ktére indukuja
lokalng przewlekla reakcj¢ zapalng gospodarza, prowadzac w ten sposob do destrukcji
przyzebia. Ten gram-ujemny gatunek rozwija si¢ w warunkach beztlenowych,
wytwarzajac swoja energie W procesie fermentacji aminokwasow, jednakze wymaga
hematyny i witaminy K, jako kluczowych sktadnikéw przetrwania. Poniewaz rézne
gatunki bakterii posiadaja zdolno$ci unikniecia nadzoru uktadu odporno$ciowego
swojego gospodarza, inwazyjny mechanizm tego patogenu obejmuje internalizacje
komorek i tkanek przez wigzanie si¢ z integryng Bl do jej glownego widkna, co w
nastgpstwie prowadzi do destabilizacji cytoszkieletu [27]. P.gingivalis wykazuje rowniez
zdolno$¢ do unikania odpowiedzi immunologicznej poprzez penetracje makrofagow i
przezycie W tych komoérkach, dzieki aktywnemu wydzielaniu enzymu hydrolizujacego
ATP i hamowaniu apoptozy makrofagow [28,29]. Dodatkowo, bakterie te unikajg
zniszczenia przez neutrofile (PMN; ang. Polymorphonuclear leukocytes) poprzez rdzne
czynniki wydzielajace [30]. Dla przyktadu, Fosfataza serynowa wydzielana przez
P.gingivalis, modyfikuje odpowiedzi zapalne poprzez powstrzymanie wytwarzania IL-8
przez komorki nabtonka dzigset poprzez defosforylacje seryny S536 podjednostki p65
NF-kB. Proces ten, unieszkodliwia rekrutacjc PMNow, co w konsekwencji umozliwia
P.gingivalis na kolonizacj¢ kieszonek przyzg¢bnych [30].

Waznym aspektem jest rowniez zjadliwos¢ niektorych szczepoéw P.gingivalis, ktore
moga rozni¢ si¢ migdzy poszczegdlnymi osobami lub nawet w roéznych partiach
przyzebia u tej samej osoby. Na przyktad rodzaje fimbrii, ktore sa krytycznymi
determinantami zjadliwos$ci, roéznig si¢ W stanach fizjologicznych i patologicznych. U
zdrowych os6b dorostych najczestszym obserwowanym genotypem fimA jest typ |
(66,7%), natomiast w grupie chorych z zapaleniem przyzebia, najczesciej wykrywanym
jest typ Il (43,6%) oraz typ IV (30,9%) [26,27]. W celu pozyskania sktadnikow
odzywczych, P.gingivalis wydziela czynniki wirulencji, tzw. gingipainy, czyli proteazy
cysteinowe (rodzina C25), ktore rozszczepiaja wigzania peptydowe Arg-Xaa lub Lys-
Xaa. Poprzez degradacje tego typu wigzan obecnych w strukturach cytokin,
immunoglobulin, sktadowych dopetniacza czy receptoréw komorkowych, patogen moze
W sposob aktywny unika¢ dziatania uktadu odpornosciowego zywiciela [31]. Mechanizm
ten wykorzystywany jest przez P.gingivalis w celu hamowania aktywnos$ci peptydow
sluzowkowych, co sprzyja supresji odpowiedzi zapalnej mediowanej przez ludzkie
fibroblasty dzigstowe. Dodatkowo, gingipainy desensytyzuja patogenne bakterie na stres

oksydacyjny oraz aktywno$¢ fagocytarng neutrofilow [31,32].
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1.2.2. T. forsythia

Patogenami, ktore réwniez majg istotny udziat w procesie destrukcji przyzebia sa
T.forsythia i T.denticola [20]. Bakterie te, podobnie jak P.gingivalis, wtaczono do
»czerwonego kompleksu”. T.forsythia jest Gram-ujemng beztlenowa wrzecionowatg
bakterig, ktora wraz z innymi patogenami, wchodzi w sktad biofilmu bakteryjnego w
miejscach, gdzie postepuje zapalenie przyzebia [33]. Badania wskazuja, ze szczep ten ma
zdolnos¢ do wspdtistnienia w komensalnej harmonii z gospodarzem, aczkolwiek jego
zakazny potencjat moze prowadzi¢ do zachwiania lokalnej homeostazy i przyczynia si¢
do rozwoju choroby. Zaburzenie stanu rownowagi moze by¢ wywotane, miedzy innymi,
poprzez aktywnos$¢ proteazy cysteinowej kodowanej przez gen prtH [34]. Do tej pory
zidentyfikowano kilka czynnikow wirulencji T.forsythia, sa to miedzy innymi: proteaza
podobna do trypsyny (Saito, Ishihara, Kato i Okuda, 1997), sialidaza, wydzielana w
formie rozpuszczalnej oraz zwigzana z powierzchnig komoérki (Braham i Moncla, 1992;
Ishikura, Arakawa, Nakajima, Tsuchida i Ishikawa, 2003), alfa-D-glukozydaza i N-
acetylo-beta-glukozaminidaza-D-glukozydaza (Hughes, Malki, Loo, Tanner i
Ganeshkumar, 2003), hemaglutynina (Murakami, Higuchi, Nakamura, Yoshimura, i
Oppenheim, 2002), sktadniki bakteryjnej warstwy S oraz krystaliczna warstwa
powierzchniowa (S-), umozliwiajaca przyleganie do komoérek nabtonkowych dzigset i ich
zasiedlanie. Ze wzglgdu na obecno$é lipolisacharydu (LPS), warstwa ta ma negatywny
wplyw na wydzielanie cytokin prozapalnych oraz hamuje aktywacje elementow
sktadowych wrodzonej odpowiedzi immunologicznej [35]. Ponadto, biatko BspA,
nalezace do rodziny biatek zawierajacych powtorzenia bogate w leucyne (LRR; ang.
leucine rich repeats), stymuluje synteze cytokin prozapalnych przez monocyty na szlaku
zaleznym od TLR2 (Hajishengallis i wsp. 2002) oraz pobudza ekspresje chemokin typu
CXCL5 w mysich komoérkach preosteoblastycznych (Ruddy, Shen, Smith, Sharma i
Gaffen, 2004). Zwigkszona obecnos¢ prozapalnych mediatorow wplywa na rekrutacje
neutrofili, co w konsekwencji moze wywotywac lokalny stan zapalny i powodowaé
destrukcje tkanek.

Opisana zostata interakcja migdzy P.gingivalis i T.forsythia. Wykazano, iz pgcherzyki
btony zewnetrznej P.gingivalis utatwiaja adhezj¢ i umozliwiaja wnikanie do komorek
nabtonkowych bakteriom T.forsythia. Przy uzyciu mysiego modelu in-vivo wykazano
wyzsze prawdopodobienstwo utworzenia ropnia w trakcie jednoczesnego zakazenia

P.gingivalis i T.forsythia. Dodatkowo, ekstrakt uzyskany z bakterii T.forsythia dodany
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do hodowli wzmagat potencjat wzrostu P.gingivalis. Synergia obserwowana pomigdzy
tymi dwoma patogenami zwigksza ryzyko pogorszenia si¢ stanu zapalnego przyzebia
[36].

1.2.3. F.nucleatum

Innym patogenem zaangazowanym W rozne procesy rozkladu przyzgbia i progresji
choroby sa gram-ujemne gatunki Fusobacterium, zwtlaszcza jadro Fusobacterium.
Patogeny z tej grupy, poprzez biatka RAdD i Fap2 obecne na powierzchni zewngtrzne;j,
rozwingly potencjal do agregacji z wczesnymi i péznymi kolonizatorami. Biatka te
wykorzystywane sg przez bakterie jako czynniki wirulencji, odpowiednio dla przylegania
do patogenéw Gram-dodatnich i P.gingivalis, jak rowniez powoduja $mier¢ ludzkich
limfocytow [37]. F.nucleatum jest gatunkiem beztlenowym, jednakze bakteria ta
rozwingta cechy umozliwiajace jej adaptacje do srodowiska bogatego w tlen, dzieki

czemu wspierajg wzrost innych bakterii beztlenowych, w tym P.gingivalis [38,39].

1.2.4. A.actinomycetemcommitans

Chociaz bakterie ,,czerwonego kompleksu” dominujg W kieszonce przyzebnej, inny
patogen, A.actinomycetemcomitans, bakteria Gram-ujemna, a zwlaszcza serotypy A, B i
C, s3 znane z odgrywania znaczacej roli w przewlektych i agresywnych postaciach
chordb przyzgbia. Interakcja jego czynnikow wirulencji z fibroblastami i komoérkami
nabtonkowymi gospodarza, moze prowadzi¢ do ciezkiej reakcji zapalnej [40,41].
Gléwnym sktadnikiem wirulentnym tego patogenu indukujacym stan zapalny jest
leukotoksyna. Substancja ta aktywuje i nasila resorpcj¢ kosci przez kaspazg-1
syntezowang przez monocyty i makrofagi [42]. Dodatkowym czynnikiem odgrywajacym
istotng role w patogenezie A.actinomycetemcomitans sa cytoletalne toksyny rozciagajace,
tzw. toksyny CDT (CDT; ang. cytolethal-distending toxins). Toksyny te poprzez indukcje
ekspresji biatka RANKL, generuja produkcje osteoklastow oraz wywierajg negatywny
wplyw na fibroblasty i limfocyty T, prowadzac do postepu choroby przyzebia [43,44]
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1.2.5. Inne patogeny

Wsrod wielu innych bakterii zaangazowanych w progresje i rozwdj zapalenia przyzgbia
znajdujg si¢ P.intermedia, C.rectus, P.micros i gatunki Spirochetes [45]. Wskazano
réwniez, ze rézne Wirusy, np. wirus opryszczki, sa aktywnie zaangazowane W proces
agresywnego zapalenia przyzebia [46]. Dodatkowo, wiele roéznych grzybow, w tym
C.albicans, zostato wyizolowanych u oséb z pierwotnymi i nabytymi niedoborami
odpornosci, odgrywajacymi role w destrukcyjnym procesie utraty przyzgbia we

wspotpracy z innymi periodontopatogenami [47,48].

1.3.1. Diagnostyka periodontopatogenow

W toku ewolucji mikroorganizmy rozwingty wiele sposobow, dzigki ktorym moga
przyczyniaé si¢ do utraty przyczepu tacznotkankowego przyzebia [49]. Opisano kilka
metod umozliwiajacych, w warunkach Kklinicznych, okreslenie dotychczasowego stanu
przyzebia. Obejmuja one ustalenie glebokosci kieszonki przyzgbnej (PD; ang periodontal
depth). przy uzyciu sondy peridontologicznej, oszacowanie obecno$ci spontanicznego
krwawienia (BOP; ang bleeding on probing) oraz okreslenie ilosci ptytki naz¢bnej (PI;
ang plague index). Pomocniczg metoda diagnostyczng jest sondowanie kosci, a takze
analiza radiograficzna [15], jednakze diagnoza kliniczna charakteryzuje si¢ pewnymi
ograniczeniami i nie pozwala w pelni na okresSlenie podstawowej przyczyny
rozwijajacego si¢ procesu chorobowego, jego patogenezy lub rokowania. Dlatego tez
mozliwos¢  szybkiej analizy molekularnej przeprowadzanej w  warunkach
ambulatoryjnych w celu jakosciowego i ilosciowego okreSlenia sktadu i rodzajow
patogenow przyzgbia, odgrywa zasadnicza role w planowaniu szczegotowych procedur

terapeutycznych, majacych za zadanie ustabilizowanie postepu choroby [50].

1.3.2. Metody mikrobiologiczne

Przez wiele lat metody mikrobiologiczne, tzw. posiewowe, uznawano jako ztoty standard
diagnostyczny. Rozne metody hodowli umozliwity badaczom identyfikacj¢ ponad 700
réznych gatunkow bakterii. Zaletg owej metody jest mozliwos$¢ oceny zywych mikrobow,
rozpoznanie zywych komorek bakteryjnych, a takze ilosciowe oznaczenie komoérek w

probee. [52]. Ponadto, przy odpowiednich mediach, mozliwe jest uzyskanie wysokiej
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czuto$ci. Chociaz tradycyjne metody mikrobiologiczne maja swoje oczywiste zalety,
posiadaja roéwniez Kilka ograniczen. Wigkszo$¢ patogenéow obecnych w giebokich
kieszonkach przyzgbia jest beztlenowa i wymaga specyficznych warunkow wzrostu. Taki
rodzaj metabolizmu utrudnia hodowlg, powoduje problemy z pobieraniem i transportem
probek, co w konsekwencji moze prowadzi¢ do btednych wynikéw | wnioskoéw
diagnostycznych. Trudnosci obejmujg rowniez: utrzymanie zywotnos$ci bakterii, dtugi
czas oczekiwania na diagnozg, niezdolno$¢ do rozroznienia migdzy blisko
spokrewnionymi taksonami oraz niskie wartosci wykrywania 10%-10* bakterii. Metody
hodowlane umozliwiaja identyfikacje wigkszosci patogenow zasiedlajacych jame ustna,
ale nie daja mozliwosci identyfikacji T.forsythia. W poroéwnaniu do technik
mikrobiologicznych, techniki molekularne pozwalajg na bardzo szczegdtows detekcje
zroéznicowanych taksondéw poprzez amplifikacje fragmentow DNA specyficznych dla
konkretnych patogenow [51,52,53].

Rosngce zapotrzebowanie na precyzje, szybkie wykrywanie i oznaczanie ilosciowe
patogenoéw przyzebia wymagalo zaangazowania nowoczesnych metod analitycznych,
takich jak cytofluorymetria przeptywowa, hybrydyzacja DNA-DNA, testy
immunochemiczne lub metody enzymatyczne. Niestety, ich niedostatecznie
zadowalajgca specyficznosc¢ i czuto$é, a takze czas i koszty wykonania sktonity badaczy
do poszukiwania nowych sposobow detekcji [54,55]. Aby poprawi¢ precyzje i znacznie
skroci¢ czas identyfikacji patogenow, zaprojektowano testy bazujace na technikach
molekularnych, umozliwiajace identyfikacje jeszcze bardziej zréznicowanych taksondw,
poprzez specyficzng amplifikacic DNA oraz identyfikacj¢ réznych wymagajacych
gatunkow, aktywnie uczestniczacych w rozpadzie przyzebia, ktorych hodowla jest

znacznie utrudniona badz niemozliwa [56)].

1.3.3. PCR (Reakcja Polimerazy Lancuchowej)

Wraz z pojawieniem si¢ technik molekularnych, opracowano reakcje tancuchowsg
polimerazy (PCR), stosowang jako narzedzie diagnostyczne do precyzyjnego, czulego i
szybkiego oznaczenia wielu patogendéw przyzebia, takich jak: A.actinomycetemcomitans,
P.gingivalis, P.intermedia, T.forsythensis i T.denticola [59,60].

PCR jest czutg metoda wykrywania drobnoustrojow, jednakze jej skuteczno$¢ moze by¢
ograniczana poprzez podatno$¢ na bledy spowodowane obecno$cig inhibitoréw

polimerazy DNA obecnej w probkach klinicznych. Substancje takie jak hemoglobina,
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heparyna i EDTA obecne podczas pobierania materiatu do badan, a takze alkohole,
detergenty i sole wykorzystywane w procesie izolacji DNA, mogg obnizaé¢ efektywnosé
reakcji, a nawet ja hamowac. Ponadto nieodpowiednie przechowywanie probek czy zbyt
czeste ich zamrazanie | rozmrazanie, rdwniez moga znaczaco zmieni¢ potencjal
diagnostyczny tej metody. Istotnym ograniczeniem ambulatoryjnego wykorzystania
techniki PCR jest konieczno$¢ posiadania wysoce specjalistycznego sprzetu, ktory poza
wysokimi kosztami, wymaga profesjonalnej obstugi, co dyskwalifikuje jego uzytkowanie
poza dobrze kontrolowanymi warunkami laboratoryjnymi [61,62].

W celu przeprowadzenia oceny obecnosci patogenow bakteryjnych w probkach materiatu
klinicznego metoda PCR, najczesciej wykorzystuje sie, tzw. rybotypowanie. W tym celu
stosuje si¢ sekwencje genow kodujgcych mate (16S) i duze (23S i 5S) podjednostki
bakteryjnych rybosomow. Najpowszechniej wykorzystuje si¢ sekwencj¢ odpowiadajaca
za syntezg rybosomalnego genu 16 rRNA. Jest to wysoce konserwatywna sekwencja
pozwalajaca na konstrukcje uniwersalnych starteréw dla bardzo zréznicowanej grupy

patogendéw [131]

Jednakze uwaza si¢, ze sekwencja ta ma ograniczona warto$¢ przy identyfikacji
gatunkow, ze wzgledu na stabg rozdzielczo$¢ i niskg skutecznos$¢ doktadnego
rozréznienia blisko spokrewnionych gatunkéw [57]. Z tego powodu, inne wysoce
konserwatywne regiony, staja si¢ bardzo interesujagce w celu dokladnego

przeprowadzenia badan taksonomicznych prokariontow [58].

1.3.4. Real-Time PCR (Reakcja PCR w czasie rzeczywistym)

Od 1983 roku, kiedy to Kary Mullis opracowat tancuchowa reakcje polimerazy, technika
ta ulegata licznym modyfikacjom, umozliwiajac rozszerzenie jej mozliwosci. PCR
potaczono m.in. z reakcja odwrotnej transkrypcji fragmentu RNA-RT-PCR (RT, ang.
reverse transcription); PCR-RFLP (ang. Restriction Fragment Length Polymorphism) -
reakcja PCR potaczona z analizg restrykcyjng produktow amplifikacji. Wprowadzenie
reakcji PCR w czasie rzeczywistym (ang. real-time PCR) inaczej tzw. reakcji ilosciowe;j
(QPCR; ang. quantitative PCR), wykorzystujacej barwniki fluorescencyjne, umozliwito
pelne monitorowanie reakcji i analiz¢ iloSciowg produktow amplifikacji [59].
Wyjatkowo$¢ tego analitycznego podejscia polega na chemii reakcji. Metoda Real-time

PCR moze by¢ przeprowadzona poprzez wykorzystanie niespecyficznych barwnikow
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oraz specyficznych sond. Dostepne sg barwniki wigzace DNA, takie jak EtBr lub SYBR
Green | oraz sondy do hydrolizy, sondy hybrydyzujace, latarnie molekularne, sondy do
roz$wietlania kwasu nukleinowego peptydow, sondy do starteréw wschodu i skorpiona.
Dla przyktadu, podczas niespecyficznej reakcji amplifikacji z wykorzystaniem barwnika
Sybr Green 1, barwnik wiaze si¢ z mniejszym rowkiem dwuniciowego kwasu
dezoksyrybonukleinowego (dsDNA), umozliwiajgc 1000-krotnie wieksza fluorescencje
niz W sytuacji, w ktorej dsDNA wystepuje W wolnej jego formie. Rosngca ilo$¢ dsDNA
obecna w probowce reakcyjnej, prowadzi do wiekszej ilosci zwigzanych barwnikow oraz
wzrostu sygnatu fluorescencyjnego z SYBR Green |. Zaleta owej metody jest stosunkowo
niski koszt oraz tatwo$¢ uzycia. Jednakze, zastosowanie metody, w ktorej dSDNA wigze
si¢ z niespecyficznymi barwnikami, moze znacznie zaburzy¢ swoisto$¢ testu [64].
Niespecyficzne produkty odzwierciedlone sg na krzywej dysocjacji amplifikowanego
produktu jako niespecyficzne piki. Niezmiernie wazne jest precyzyjne zaprojektowanie
podktadu, w celu unikni¢cia uzyskania niespecyficznych produktow koncowych.
Problem specyficznosci testu zostat potencjalnie zredukowany poprzez wykorzystanie
sondy hydrolitycznej, Tag-man, specyficznej dla danej sekwencji, poprzez podwdjne
znakowanie fluoroforem oligonukleotydy DN [63]. Metoda ta wykorzystuje 2 fluorofory
znane jako wygaszacz oraz reporter. Wygaszacz i reporter znajduja si¢ w bliskiej
odlegtosci na tych samych krotkich oligonukleotydach. Wygaszacz, posiada zdolno$é
absorbcji sygnatu z reportera podczas amplifikacji. Podczas wzmozonej aktywnoSci
polimerazy 5’-nukleazy DNA, dochodzi do rozerwania oligonukleotyd, a reporter i
wygaszacz oddzielaja si¢, umozliwiajac uwolnienie sygnatu fluorescencyjnego reportera.
Precyzja Sond hydrolitycznych jest bardzo zblizona do SYBR Green I, aczkolwiek sonda
Taq Man daje w wyniku zwigkszong fluorescencje, ktora jest wprost proporcjonalna do
sekwencji docelowej, w efekcie prowadzac do wysoce specyficznego produktu, z

powodu doktadnej hybrydyzacji miedzy sonda a sekwencja docelowa [63,64].

W wigkszosci przypadkoéw badania molekularne przyzebia skupiajg si¢ na wykrywaniu
pojedynczych bakterii, jednakze grupa badawcza z Hiszpanii przeprowadzita
wielowymiarowg analiz¢ analityczng patogenow przyzebia. Wykorzystujac specyficzne
sondy typu TagMan, przeprowadzono reakcje QqPCR  wobec bakterii
A.actinomycetemcomitans ~ (Aa), F.nucleatum  (Fn), P.micra  (Pm), P.gingivalis
(Pg), P.intermedia (Pi), T.forsythia (Tf), and T.denticola (Td) [65].
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Analiza statystyczna przeprowadzona za pomoca krzywej ROC, wskazujacej czuto$¢ i
swoistos¢ modelu skupiajagcego osiem bakterii, wykazata warto$¢ powyzej 75%
AUC=0,760. Analiza oraz wewngtrzna weryfikacja modeli patogennych bakterii,
umozliwity identyfikacje roznych stanow zapalenia przyzgbia oraz ujawnity mozliwosc¢
wystepowania skupisk utworzonych przez gatunki bakterii o roznej roli etiopatogennej
[65].

1.3.5. Multipleksowy Real-Time PCR

Kolejnym innowacyjnym podejsciem, byto utworzenie przez grupe Lochmana szybkiej
multi-pleksowej reakcji PCR w czasie rzeczywistym, ktorej gtéwnym celem bylo 10
gatunkow bakterii zwigzanych z prochnica (kompleks ,,prochnicowy”), patogenoéw z
kompleksow czerwonych i pomaranczowych oraz Aggregatibacter
actinomycetemcomitans [66]. Celem tego badania bylo opracowanie iloSciowego
narzedzia do specyficznej oraz czulej analizy mikrobiologicznej probek biofilmu
poddzigstowego 1 ptytki nazgbnej pobieranych zarowno od dorostych, jak i dzieci (2-6
lat). Efektywnos¢ amplifikacji oraz granica wykrywalnosci (LOD; ang Limit of
detection), zostaty okreslone przy uzyciu zoptymalizowanego st¢zenia oligonukleotydow
I profilu amplifikacji oraz z wykorzystaniem mieszaniny plazmidéw zawierajacych
matryce bakteryjnego DNA wszystkich czterech grup bakterii. Skuteczno$¢ amplifikacji
R2 miescita si¢ w zakresie od 0,93 do 1,16, gwarantujgc wysoka spdjnos¢ i powtarzalnosé
testu. [66]. Wartos¢ catkowitej zawartosci bakterii (TB) dla bakterii prochnicowych i
patogendéw z kompleksu czerwonego, wykorzystano w testach multipleksowych w celu
wyeliminowania roznic w ilosciach spowodowanych pobraniem probek. W wyniku
przeprowadzonej analizy zaobserwowano roznice istotng Statystycznie miedzy
kompozycjami drobnoustrojow wykrytych w grupie kontrolnej oraz w probkach z

prochnicg oraz chorobg przyzebia (p <0,05) [66].

1.3.6. Systemy diagnostyczne do analizy periodontopatogenow

Bardzo istotnym parametrem analitycznym jest czas detekcji patogenu. W zwigzku z tym,
z klinicznego punktu widzenia, jego maksymalne skrocenie jest wysoce pozadane. Aby
utatwi¢ skrupulatne wykrywanie patogendw przyzebia, powstalo wiele testow

umozliwiajacych lekarzom diagnostyke w gabinecie stomatologicznym. Jedng z takich
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propozycji jest system DiamondProbe/Perio 2000, sktadajacy si¢ z sondy okreslajacej w
obrebie bruzdy dzigstowej st¢zenie wielu form siarczkow (HS, H2S i CH3SH), co
pozwala na wykrycie gatunkow beztlenowych bakterii Gram-ujemnych [67]. Kolejnym
testem jest Evalusite. Jest to enzymatyczny test immunologiczny (ELISA) opracowany
do wykrywania specyficznych antygenow patogenow poddzigstowych, takich jak
P.gingivalis, P.intermedia oraz A.actinomycetemcomitans. Podstawowg zaletg tej metody
jest mozliwos$¢ jednoczesnego badania wielu probek. Wykazano, ze wykrywalnosé
patogenow przyzebia byta bardziej prawdopodobna, gdy probki pobierano z glebszych
kieszonek. Glowng wada tego testu jest subiektywny punkt koncowy kalorymetrii oraz
niska czuto$¢ na poziomie 28% dla A.actinomycetemcomitans i 52% dla P.gingivalis.
Jakkolwiek, swoistos¢ testu siegata 98% dla obu powyzszych patogenow [67].

Bardziej przyjazne dla uzytkownika systemy, takie jak PerioScan, Oral-B Laboratories,
DentoCheck, PerioCheck, wykorzystuja syntetyczny substrat hydrolizowany przez
peptydazy bakterii P.gingivalis, T.forsythia i T.denticola, tzw. BANA (Na-benzoilo-DL-
arginino-2-naftyloamid), umozliwiajgc wizualizacje kolorymetryczng odczytywanego
wyniku. Czutos¢ tego markera siega 99%, a jego swoisto$¢ osigga wartos¢ 55%. Niestety,
jezeli badany organizm nie syntetyzuje enzymu podobnego do trypsyny, taki patogen nie
zostanie wykryty. Podobnie jak w przypadku testu Evalusite, skutecznos¢ wykrywania w
systemie PerioScan polega na ocenie kalorymetrycznego punktu koncowego, co czyni
ten test dos¢ subiektywnym [67].

Testy takie jak Micro-IDent® i micro-IDent®plus wraz z PerioBac Test, DMDx-
PathoTek, IAl PadoTest 4.5 pozwalaja na jakosciowe I ilosciowe wykrywanie od 5 do 9
roznych periopatogenéw oraz grupowanie ich w specyficzne kompleksy Socransky'ego
za pomoca sond DNA wykorzystujgcych reakcje PCR [68].

Ponadto test diagnostyczny PET (MipPharma, Niemcy) wykrywa wiele fragmentow
DNA 9 réznych patogenow za pomoca testu Real-Time PCR. Jednakze test
wykorzystujacy reakcje Real-Time PCR wymaga specjalistycznego sprzetu w warunkach
laboratoryjnych. Fakt ten sprawia, iz ambulatoryjne okreslenic metody leczenia jest
utrudnione, a przez to nieatrakcyjne [67].

W ostatnim czasie zespot naukowcow z Austrii, wybral mieszaning 16 losowo zebranych
szczepOow bakteryjnych jako wzorzec odniesienia do nastgpujacych zestawow testowych:
ParoCheck®Kit 20, micro-IDent®plus11 i Carpegen® Perio Diagnostik. Uzyskany DNA
zostat sprawdzony za pomocg specyficznych wewnetrznych starterow PCR i przestany

do analizy. W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono, ze zestaw Carpegen® Perio
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Diagnostik wykazat zdolnos¢ do wykrywania sze$ciu gatunkow z czerwonego, zielonego
I pomaranczowego kompleksu w oparciu o Real-Time PCR, umozliwiajagc W ten sposéob
poréwnania ilosciowe. Chociaz pozostate dwa zestawy umozliwiajg przeprowadzenie
jedynie analizy potilosciowej bazujacej na wykorzystaniu technologii paskow DNA lub
chipow DNA, to pozwalaja na detekcj¢ szerszej gamy gatunkow bakterii. Na przyktad
testem micro-IDent®plus11 mozna wykry¢ patogeny zaliczane do zottego kompleksu,
podczas gdy ParoCheck®Kit 20 kompleksy fioletowe i niebieskie, co zapewnia

dodatkowa warto$¢ diagnostyczna i terapeutyczng [69].

1.3.7. LAMP - Loop Mediated Isothermal Amplification

W odpowiedzi na wzrost zapotrzebowania na nowe metody detekcji patogendow
niewymagajace zaawansowanego sprzetu, Notomi wraz ze wspolpracownikami
opracowali technike amplifikacji izotermicznej za posrednictwem petli (LAMP; ang
Loop mediated Isothermal amplification.) [70]. To nowe narz¢dzie molekularne
stworzono w celu identyfikacji i diagnostyki bakterii. O wyjatkowym charakterze tej
metody $wiadczy wysoka specyficzno$¢ i skutecznos$¢ analizy oraz tatwo$¢ zarzadzania.
Ostatnio na rynek wprowadzono rézne zestawy komercyjne LAMP, w tym testy do
wykrywania bakterii Salmonella, Escherichia coli i Listeria monocytogenes [71].
Technika LAMP umozliwia rowniez identyfikacje wielu wirusow DNA, takich jak HSV,
Adenowirus, HBV, HSV-1, HSV-2 i VZV-1 [72,73,74]. Ponadto metod¢ amplifikacji
izotermiczne] wykorzystano réwniez do wykrywania pasozytow, np. Toksoplazmozy
[75]. Postugujac si¢ bromkiem etydyny oraz CuSO4 opracowano test dla LAMP stuzacy
do identyfikacji ptci bydlecej, natomiast potaczenie LAMP z immunochromatografia
umozliwito wykrywanie genetycznie modytfikowanej zywnosci [76]. Przydatnos¢ LAMP
jako narzgdzia diagnostycznego wigze si¢ ze znacznym uproszczeniem procedury
analitycznej. Dotyczy to gltownie znacznego skrocenia czasu reakcji, dzigki
wyeliminowaniu konieczno$ci cyklicznego osiggania roznych temperatur przez blok
grzejny oraz eliminacji wstgpnego etapu denaturacji DNA, dzigki zastosowaniu
polimerazy DNA (GspSSD) wykazujacej zdolno$¢ do przemieszczania splotu DNA
wysokiej specyficznosci reakcji, poprzez zastosowanie czterech starterow, a takze
zwigkszenia wydajnosci reakcji [70,77]. Inng zaletag metody LAMP jest minimalizacja
kosztu aparatury niezbednej do przeprowadzenia testu. Wymaga jedynie inwestycji w

konwencjonalny blok grzewczy lub tazni¢ wodna konieczng do uzyskania warunkow
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izotermicznych [78]. Ponadto, technika ta daje mozliwos$¢ szybkiego wykrywania
bakterii nawet w obecno$ci niespecyficznych sekwencji DNA, ktére moglyby
potencjalnie zaburzy¢ specyficzno$¢ reakcji [79]. LAMP, a takze inne techniki
izotermiczne, takie jak, WGA (ang Whole Genome Amplification), (SDA; ang Strand
Displacement Amplification), HAD ang Helicase Displacement Amplification) (RPA:
angRecombinase Polymerase Amplification, NASBA: ang Nucleic Acid Sequences
Based Amplification), eliminuja potrzebg etapu denaturacji DNA poprzez zastosowanie
polimeraz takich jak Polymeraza Bst, Polymeraza Phi 29, Klenow Fragment (3'—5' exo)
oraz Polimeraza T7 RNA [156].

Metoda LAMP sktada sie¢ z mieszaniny co najmniej czterech specyficznych sekwenciji,
ktore obejmujg dwa startery zewnetrzne, F3 i B3, dwa wewnetrzne, FIP i BIP oraz startery
petlowe. Petla macierzysta jest zbudowana z sekwencji DNA pochodzacych z
wewngtrznej struktury starterow [78]. Miejscem inicjacji syntezy DNA jest glowny
koniec petli macierzystej 3'. Nastepnie jeden wewnetrzny Starter wigze si¢ z petla do
produktu LAMP, zapewniajgc aktywnos$¢ przesunigcia nici i w efekcie wytwarzajgc
oryginalny DNA trzpien-petla wraz z nowym DNA trzpien-petla, ktory jest dwa razy

dhuzszy niz petla pierwotna.
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Rycina 1 - Amplifikacja izotermiczna za posrednictwem petli (LAMP) wykorzystuje mieszaning 4-6
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inicjuje synteze, a 2 startery tworzq struktury petlowe, w celu utatwienia kolejnych etapow amplifikacji
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Koncowymi produktami sg petle macierzyste oryginalnej docelowej sekwencji DNA,
wygenerowane W ciggu okoto godziny [79]. Metoda ta pozwala na bardzo wydajng i
specyficzng amplifikacje danego fragmentu DNA, przy wykorzystaniu co najmniej
dwoch komplementarnych starterow DNA, ale jesli to konieczne, istnieje réwniez
mozliwo$¢ zastosowania do szesciu starterow, CO zapewnia wyjatkowo wysoka
specyficznos¢ reakcji. Hybrydyzacja do 100-250 par zasad (pz) pozwala na szybka
identyfikacje patogenu; 10 ° kopii utworzonych w mniej niz 30 minut [79].

1.3.8. Modyfikacje metody LAMP

W 2017 roku w celu ulepszenia metody LAMP, Martineau i wsp. zastosowali wysokie
stezenie starterow tzw. ,,Swarm primers”, ktoére umozliwiaja tworzenie nowych
amplikonow. Unikalng zaletg tych starterow jest ich zdolnos¢ do przytaczenia si¢ do
regionu znajdujacego si¢ powyzej Sekwencji rozpoznajacych startery FIP/BIP na
przeciwnych niciach, pokrywajacych sie zasadniczo z miejscami F1/B1, bez znacznego
przecigzania kompleksowosci testu. Do stworzenia testu wykorzystano 3 matryce DNA:
faga Lambda, gen RbcL Synechocystis sp. pcc 6803 oraz ludzki gen HFE. Dodanie
»Swarm primers” spowodowato zwigkszong szybkos¢ amplifikacji, uzyskano
zwickszony kontrast wskaznika oraz zwigkszong ilo$¢ produktow reakcji. Monitorowanie
w czasie rzeczywistym i tworzenie wielu kopii DNA w systemie zamknietych probowek,
zminimalizowato ryzyko zanieczyszczenia. Ponadto, jezeli jest konieczno$¢ wykonania
testu w warunkach pozalaboratyjnych, koncowy wynik reakcji mozna zaobserwowac
gotym okiem, za pomocg dodania zwigzkoéw takich jak pirofosforan magnezu (Mg2P207,
kalceina, zielen SYBR | lub biekit hydroksynaftolowy. (HNB). [80,75].

W ostatnim czasie technologia LAMP zostata wykorzystana do opracowania nowego,
dwukolorowego testu RT-LAMP, stuzacego wykrywaniu RNA wirusa SARS-COV-2. W
tym celu matrycg dla specyficznych starterow jest sekwencja genu kodujacego biatko
nukleokapsydu wirusa (N). Porownanie testu RT-LAMP do RT-qPCR wykazato, iz
wskaznik wykrywania RNA wirusa SARS-CoV-2 miescit sie w zakresie czutosci i
swoistosci odpowiednio 97,5% i 99,7%. Opracowano réwniez test wymazowy,
niewymagajacy etapu izolacji RNA, ktory wykazywat wysoka warto$¢ specyficznosci na
poziomie 99,5%, aczkolwiek w poréownaniu z oryginalnym testem RT-LAMP,

charakteryzowat si¢ zmniejszong wartoscig czuto$ci wynoszaca 86% [81].



WSTEP 26

1.3.9. Wady metody LAMP

Podobnie jak inne techniki, takze LAMP wykazuje pewne ograniczenia. Poniewaz
koncowy produkt reakcji sktada si¢ z wielu konkatameréw 0 duzych rozmiarach i struktur
petlowych, ich obecno$¢ utrudnia jego wykorzystanie w procesie klonowania [82].
Wysoka czutos¢ 1 specyficznos¢ LAMP moze by¢ osiggnieta dzieki zastosowaniu
wigkszej liczby starterow (4-6). Jednakze uzyskanie prawidlowej sekwencji docelowej
do amplifikacji dla stosunkowo silnie konserwowanego regionu specyficznego dla
danego drobnoustroju w 6-8 regionach DNA moze by¢ znacznie utrudnione. Ponadto,
wykorzystanie tak duzej liczby starterow zwigksza ryzyko falszywie pozytywnego
wyniku zwigzanego z powinowactwem naktadania si¢ sekwencji starter-starter, co
wymagatoby dalszej walidacji [77]. W zwiazku z tym, Ze stabilno$¢ produktu LAMP jest
bardzo wysoka, a sam produkt bardzo trudno ulega degradacji, moze to zwickszy¢
prawdopodobienstwo zanieczyszczenia, a w efekcie generowa¢ wyniki falszywie
dodatnie. Mozna temu zapobiec poprzez stosowanie koncoéwek do pipet automatycznych
zawierajacych filtry, specjalnie zaprojektowanych pipet oraz uzycie komory z
laminarnym przeptywem powietrza [83]. Problematyczna moze by¢ wizualna ocena
produktu powstajacego w trakcie testow turbidymetrycznych i kolorymetrycznych, co
sprawia, ze analiza reakcji LAMP moze mie¢ wysoce subiektywny charakter, zalezny od
percepcji koloru [83]. Dodatkowo, model drabinkowy produktu koncowego, a nie
specyficzny wzor prazkow obserwowany w klasycznej reakcji PCR, uniemozliwia

okreslenie rozmiaru produktu [82,84].

1.3.10. Detekcja periodontpatogenéw metodg LAMP

Pomimo potencjalnych ograniczen, technik¢ LAMP mozna z powodzeniem wykorzystac¢
do wykrywania patogendéw przyzebia. Yoshida i wsp. przeprowadzili oceng czutosci tej
metody w te$cie umozliwiajagcym detekcje gatunkow periodontopatycznych. W celu
okres$lenia dolnej granicy czulosci testu, badacze wykonali seryjne rozcienczenia
chromosomow. W wyniku przeprowadzonych analiz ustalono, ze w czasie jednej godziny
reakcji z zastosowaniem zestawu starterow dla P.gingivalis, bez wykorzystania zestawu
starterow petlowych, granica wykrywalno$ci wynosita 1 ug/probowke. Jednak po
dodaniu starterow petlowych, wspotezynnik wykrywania danych sekwencji istotnie

wzrastal | porownywalny wynik osiggni¢to juz po 30 minutach reakcji [85]. Meada i wsp.
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osiagneli kwantyfikacje P.gingivalis poprzez monitorowanie reakcji LAMP w czasie
rzeczywistym za pomocg barwnika fluorescencyjnego SYBR Green | z liniowos$cig W
zakresie 10 (2) -10 (6) komorek, pokazujac prawie identyczne wyniki, jak w przypadku
konwencjonalnego PCR w czasie rzeczywistym, z przewaga szybkosci na korzys¢
metody LAMP [86]. W innym badaniu Mijagawe i wsp. wykorzystujac technikg¢ LAMP
zbadali obecnos¢ 8 rdéznych patogenow. W tym badaniu wykorzystano 6 odrgbnych
sekwencji w obrebie genu 16s. Produkty reakcji wykryto metodg elektroforezy w 2% zelu
agarozowym. We wszystkich reakcjach zaobserwowano obecno$¢ amplikonéw dla
wszystkich badanych patogenow przyzgbia z wyekstrahowang matrycag DNA zawierajaca
10% komoérek. Po przeprowadzeniu reakcji, w ktorej potaczono matryce DNA wszystkich
gatunkow (po 10° komorek kazdego gatunku), nie wykazano amplikonu [87].

Sumay i wsp. opracowali metode kolorymetryczng do wykrywania P.gingivalis,
T.forsythia i T.denticola. W tym celu wykorzystano klasyczng metodg fenotypowa oraz
metod¢ kolorymetryczng LAMP. W reakcji LAMP zastosowano cztery pary starterow
ukierunkowanych na geny 16S rRNA wraz ze starterami petlowymi kolorometrycznego
Master Miksu zawierajacego polimeraze¢ DNA Bst i czerwien fenolowg do wykrywania
tworzonych amplikonow. Badanie fenotypowe wykazato roznorodnos¢ cech izolatow
tego samego szczepu. W ciggu zaledwie 30 minut, LAMP umozliwit identyfikacje
poszczegdlnych szczepdw periopatogendw W wysoce specyficzny i szybki sposob w
polaczeniu z wizualng interpretacjg wynikoéw, zarowno z wyekstrahowanego DNA, jak i
bezposrednio z catych komorek [88].

Liu i wsp. opracowali metod¢ detekcji izotermicznej zwang MB-LAMP (amplifikacja
molekularnej petli izotermicznej), taczaca LAMP i gPCR. Zaleta tego testu jest
zastosowanie molekularnej sondy ostrzegawczej, LFP (ang. Loop Forward Probe) lub
LBP (ang. Loop Backward Probe), ktora minimalizuje niespecyficzng amplifikacje
fragmentéw DNA i umozliwia wyzsza specyficzno$¢ niz tradycyjna metoda LAMP.
Metoda ta oferuje zwigkszony potencjat wykrywania P.gingivalis, poprzez celowanie w
okres$lony fragment genomu patogenu, a takze uzyskanie wysokiej czutosci. W ciggu 20
minut granica wykrywalnosci wynosita tylko 10-* pM lub 10" ng L. Istotnym aspektem
tej metody byt fakt, iz wydtuzenie czasu reakcji nie pozwolito na wykrycie nizszych
stezen kwasow nukleinowych, ktore moglyby by¢ uznane za falszywie dodatnie. W
przypadku reakcji gPCR, wyniki pozytywne uzyskiwane powyzej 35 cyklu, uwazano za
falszywie dodatnie. Metoda nie wykazata reakcji krzyzowych z 14 innymi patogenami, a

takze wykazala wysoka czuto$¢ oraz swoistos¢ na poziomie 100%. Ponadto, MB-LAMP
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okazata si¢ metodg znacznie szybsza niz qPCR w czasie rzeczywistym, co pozwolito na

skuteczniejszg diagnostyke badanych patogenow [89].

1.3.11. Wizualna detekcja produktow LAMP

Wigkszo$¢ z wymienionych metod analitycznych moze by¢ wykonywana jedynie w
idealnych warunkach laboratoryjnych przy uzyciu skomplikowanego sprzetu i w
wydtuzonym czasie pracy. Jednakze zastosowanie wielu metod wykrywania produktow
koncowych znacznie poszerza dostepnos¢ techniki LAMP. Jedna z odmian tej metody
pozwala na wykrycie produktu koncowego powstajacego W formie zmetnienia,
uzyskanego dzigki zastosowaniu pirofosforanu magnezu (Mg.P207) przy gestosci
optycznej 650. Metode t¢ wykorzystano do monitorowania w czasie rzeczywistym
obecnosci mikroorganizmow, takich jak Mycoplasma pneumoniae [90]. Wada tej
techniki jest to, ze wymaga dtugiego czasu inkubacji (>60 min), a wizualizacja
uzyskanego produktu moze by¢ utrudniona nawet w idealnych warunkach [91].

Inne metody bezposredniego wykrywania produktow koncowych reakcji wykorzystuja
interkalacje kalceiny, zieleni SYBR | i bigkitu hydroksynaftolowego (HNB). Dla
przyktadu, dodanie kalceiny przed inkubacjg izotermiczng, umozliwia utworzenie
nierozpuszczalnego kompleksu, powodujgc fluorescencyjng reakcje pirofosforanu
manganu [92]. Reakcja pozytywna prowadzi do powstania koloru pomaranczowego,
podczas gdy negatywny wynik koncowy pozostaje ciemny [92]. Alternatywnym
podejsciem jest zastosowanie barwnika SYBR green I. Chociaz ten interkalujacy
fluorochrom wykazuje dobrg czuto$¢, jego wada jest zdolnos¢ do inhibicji reakcji LAMP
przez zanieczyszczenie aerozolem [93]. Problem zwigzany z zanieczyszczeniem
produktu reakcji aerozolem rozwigzano przez zastosowanie HNB, co pozwolito uzyskaé
niebieska barwe koncowego produktu reakcji LAMP [93]. Jednakze substancja ta nie
wykazuje aktywnosci fluorescencyjnej, dlatego jej zastosowanie umozliwia jedynie
oceng¢ reakcji barwnej [93].

Powaznym ograniczeniem zastosowania kalceiny jest konieczno$¢ wiaczenia do
mieszaniny reakcyjnej jonowej formy manganu, ktéora moze mie¢ hamujacy wptyw na
aktywnos¢ polimerazy [94]. Stabg strong barwnikéw takich jak kalceina oraz HNB jest
réwniez wydtuzony czas reakcji oraz stosunkowo niskie wartosci czutosci >100-1000
kopii docelowego DNA [95,96]. Wprowadzenie barwnikéw wrazliwych na zmiany pH

umozliwito pokonanie tych wad. W trakcie procesu wiaczania deoksynukleozydow
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trifosforanu do nowej nici DNA ,polimeraza DNA uwalnia dwa produkty uboczne: grupg
pirofosforanowg i jon wodorowy. Uwalnianie protonéw podczas tego procesu zostato
wykorzystane jako podstawa r6znych metod wykrywania. Zdolno$¢ polimerazy DNA do
petnienia swojej funkcji w zakresie wartosci pH obnizonej 0 2-3 jednostki, pozwolita na
szybkie wykrycie produktu reakcji LAMP bez utraty jego skuteczno$ci. Taka zmiana pH
jest wystarczajgca dla barwnika wskaznikowego do wizualizacji koncowego produktu
amplifikacji [97,98,99].

1.3.12. Multipleksowy/panelowy test LAMP

Ponadto, poniewaz wigkszo$¢ testow diagnostycznych wymaga indywidualnego
testowania kazdego patogenu, bardzo cennym bytoby zaprojektowanie multipleksowego
testu LAMP, ktory stworzyltby realne rozwigzanie do wykrywania wielu patogenow
symultanicznie w jednej probowce. Pozwolitoby to na znaczne skrocenie czasu
potrzebnego do identyfikacji patogenu, prowadzac w konsekwencji do doktadniejszej
diagnostyki roznicowej 1 Szybszego wdrozenia leczenia. Do tej pory nie zostal
zaprojektowany multipleksowy test do detekcji periopatogenow, natomiast
multipleksowy test LAMP zostat opracowany do wykrywania wirusa dengi. W celu
identyfikacji tego wirusa wykorzystano cztery specyficzne zestawy starterow,
ukierunkowane na 30 niekodujgcych regiondow, po czym umieszczono w jednej
probowce. Zastosowano reakcj¢ kolorymetryczng wykorzystujaca barwnik interkalujacy
HNB, umozliwiajac wizualizacj¢ gotym okiem. Bardzo waznym aspektem tego testu byt
fakt, iz nie zgtoszono zadnej reaktywnosci krzyzowej, co §wiadczy 0 wysokim potencjale
detekcji tego testu [100]. W 2017 roku Strakos i wsp. opracowali multipleksowy test
LAMP do wykrywania patogennych i niepatogennych szczepéw E.coli,
ukierunkowanych odpowiednio na gen phoA i stx1 oraz stx2 [101].

Nie zaobserwowano zadnych powiazan krzyzowych u 58 szczepdw bakterii, co czyni te
metode zadowalajgcym narzedziem monitorujgcym [101]. W ostatnim czasie
przeprowadzono réwniez multipleksowa metode amplifikacji izotermicznej za
posrednictwem petli (LAMP) w potaczeniu z technologia chromatografii paskowej DNA.
Test ten umozliwit detekcj¢ SFG Rickettsia spp. i Plasmodium spp. Wykorzystanie
syntetycznych nukleotydow umozliwito detekcje oznaczonych gendéw, z czutoscig testu
siggajacej tysigca kopii na przeprowadzong reakcje, natomiast gdy zastosowano natywne,

genomowe DNA, zaobserwowano znaczny spadek czutosci. Wartos¢ czutosci byta rowna
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100 i 10 rownowaznikow genomu na reakcje, odpowiednio dla Rickettsia monacensis i

Plasmodium falciparum [102].
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CEL PRACY

Cel ten realizowano poprzez:

1. Oznaczenie (detekcja) periopatogenow w przewleklym zapaleniu przyzebia za

pomoca trzech r6znych metod: PCR, Real Time PCR i LAMP.

2. Porownanie czulosci i specyficznosci trzech metod: PCR, Real Time PCR i
LAMP zastosowanych do detekcji periopatogenéw w przewleklym zapaleniu

przyzebia.

3. Zbadanie zwiazku mig¢dzy ocenianymi klinicznymi wskaznikami stanu przyzg¢bia,

a danymi uzyskanymi w trakcie molekularnych analiz mikrobiologicznych.

4. Zbadanie zalezno$ci migdzy wynikami badan molekularnych i klinicznych, a
zmiennymi niezaleznymi o charakterze socjo-demograficznym, takimi jak wiek,

pte¢ oraz palenie papierosow.

5. Detekcja liczby kopii DNA poszczegdlnych patogendow z wykorzystaniem
krzywych wzorcowych uzyskanych z seryjnych rozcienczen bakteryjnego DNA.
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MATERIAL I METODY

Zaproponowane W prezentowanej pracy metody badan i sposob gromadzenia danych
uzyskaty zgode Komisji Bioetycznej 912/17 przy Uniwersytecie Medycznym im. Karola

Macinkowskiego w Poznaniu.

3.1. Selekcja Pacjentow

Badaniami obje¢to 118 osob obojga ptci w wieku od 18 — 40+ lat, pacjentow Kliniki
Stomatologii Zachowawczej i Endodoncji UMP w Poznaniu. Do grupy oséb z objawami
choroby przyzgbia zakwalifikowano 62 pacjentow - 24 mezczyzn (38,71%) oraz 38
kobiet (61,21%). 3 pacjentow bylo w wieku 18-29 lat (4,84%), 25 pacjentow byto w
wieku 30-40 lat (40,32%), 34 pacjentow byto w wieku powyzej 40 lat (54,84%). U 50
pacjentow (80,65%), zdiagnozowano przewlekta posta¢ choroby, u 12 wystapita postac
agresywna (19,35%). 23 pacjentéw jest palaczami (37,10%), 39 nie jest palaczami
(62,90%). Grupa kontrolna ztozona byta z 56 pacjentow - 33 mezczyzn (58,93%) oraz 23
kobiet (41,07%). 21 pacjentéw byto w wieku 18-29 lat (37,50%), 25 pacjentéw bylo w
wieku 30-40 lat (44,64%), 10 pacjentow byto w wieku powyzej 40 lat (17,86%). 16
pacjentow jest palaczami (28,57%), 40 nie jest palaczami (71,43%). W tekscie rozprawy
doktorskiej zostaty uzyte zamiennie okre$lenia ,,grupa badana” ,,grupa chorych” oraz

,uczestnicy”.

Tabela 1 - Zmienne dla grupy badanej (chorych) oraz grupy kontrolnej

e mezczyzni 24 (38,7) 33(58,9)
e
F kobiety 38 (61,2) 23 (41,0)
18-29 lat 3 (4,84) 21(37,5)
. 30-40 lat 25 (40,3) 25 (44,6)
wiek
40 lat i wiecej 34 (54,84) 10(17,8)
agresywna 12 (19,3)
postaé choroby
przewlekta 50 (80,6)
. palacy 23(37,1) 16 (28,5)
status palenia
niepalacy 39 (62,9) 40 (71,4)
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W pierwszym etapie przeprowadzono kliniczne badanie stomatologiczne (od maja 2017
do wrzesnia 2018) w celu kwalifikacji pacjentow w zaleznosci od stanu przyzebia.
Podstawowym kryterium wiaczenia pacjentow do grupy badanej bylo rozpoznanie
przewleklego oraz agresywnego zapalenia przyzebia.

Przeprowadzono badanie podmiotowe (wywiad ogolnolekarski i stomatologiczny) w celu
zweryfikowania chorob wspétistniejagcych oraz ustalenia okresu ich trwania.
Zweryfikowano wiek, pte¢ pacjentow oraz status palenia tytoniu. Badania zostaty
wszczete przed wdrozeniem nowej nomenklatury periodontologicznej, dlatego tez
manuskrypt zawiera odniesienie do zapalenia przyzebia wedtug starej nomenklatury, jak
rowniez nowej, bazujac na profilu stanu przyzebia i liczbie z¢béw oraz na okresleniu
stanu przyze¢bia wedlug parametrow, takich jak stan dzigsel, glebokos$¢ kieszonki
przyzebnej i klinicznej utraty przyczepu nabtonkowego.

Pacjentow podzielono na trzy podgrupy wiekowe:

1) Podgrupa 1: 18-30

2) Podgrupa 2: 30-40

3) Podgrupa 3: >40

Kliniczng oceng Stanu przyzgbia przeprowadzono na podstawie wybranych wskaznikow
periodontologicznych. Stan dziaset okreslono na podstawie wskaznika dzigstowego (Gl;
ang. Gingival Index) wg i Loe i Silness [141], wskaznika krwawienia z kieszonki (SBI;
ang. Sulcus Bleeding Index) wg. Muhlemanna i Sona [140] a stan przyzebia na podstawie
glebokosci kieszonki przyzgbnej (DPT; ang. probing depth) oraz (CAL; ang Clinical
attachment loss).

W trakcie procesu kwalifikacji, pacjentow poinformowano o sposobie oraz celu badan
oraz o koniecznos$ci podpisania formularza swiadomej zgody na przeprowadzenie badan.
Jednym z warunkow decydujacych 0 wiaczeniu danego pacjenta do badania byta choroba
przyzebia W jej przewleklym lub agresywnym stanie. U wytypowanych pacjentow
oceniono réwniez zachorowalno$¢ na prochnice na podstawie liczby PUW-Z stosujac
kryteria oceny prochnicy wedtug Swiatowej organizacji zdrowia (18 World Health
Organization. Oral Health Surveys. Basic Methods. 4th Edition. Geneva 1997).
Okreslono liczbg zgbow z czynng prochnica (P), usunigtych z powodu prochnicy (U) oraz
wypetionych (W), co postuzyto do wyliczenia liczby (PUW-Z).

Badanie kliniczne przeprowadzono w sztucznym oswietleniu z uzyciem lusterka i

zgtebnika stomatologicznego, jak rowniez sondy periodontologicznej.
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3.2. Wskazniki chorob przyzebia

3.2.1. Wskaznik dzigstowy (GI)

Wskaznik dzigstowy (GI) pozwala na okreslenie stanu brzegu dzigstowego przy czterech
powierzchniach zeba. Uwzglednia brak lub obecno$¢ objawow zapalenia dzigset, takich
jak obrzgk, zmiana zabarwienia, krwawienie przy zglgbnikowaniu i krwawienie
samoistne. Kryteria oceny tego wskaznika opierajg si¢ na zmianach jakosciowych w
dzig$le (Tabela 2).

Tabela 2 - Kryteria oceny stanu dzigsel wg wskaznika dzigstowego (GI).

0 Brak objawow zapalenia

Lagodne zapalenie: niewielka zmiana zabarwienia i ksztaltu dzigsta, brak
' krwawienia przy ucisku dzigsta

Umiarkowane zapalenie: dzigsto zaczerwienione, obrzmiate, blyszczace,
° wystepuje krwawienie przy ucisku dzigsta,

Cigzkie zapalenie: znaczne zaczerwienienie 1 obrzek dzigsta, owrzodzenie
3 sktonnos$¢ do samoistnego krwawienia

Wystepowanie  krwawienia oceniano po delikatnym  wprowadzeniu sondy
periodontologicznej do szczeliny dzigstowej pod katem 45° do powierzchni zeba.
Nastgpnie badano kolejne cztery powierzchnie kazdego zgba (mezjalng, dystalna,
policzkowg oraz jezykowsa), stosujac skale od 0 do 3. Warto$¢ liczbowg wskaznika Gl
przy danym zebie okreslano na podstawie podzielenia przez 4 sumy warto$ci wskaznika
z czterech powierzchni. Wartos¢ wskaznika w zakresie od 0 -1,0 $wiadczy 0 tagodnym
zapaleniu dzigset, od 1,1 — 2,0 — o umiarkowanym, a od 2,1 — do 3,0 o nasilonym

zapaleniu dzigset.

3.2.2. Glebokosé kieszonek (PD)

Do oceny stanu przyzebia zastosowano metod¢ pomiaru klinicznej gtebokosci kieszonek
przyzgbnych. Jest to wskaznik stuzgcy do obliczenia odleglosci pomiedzy brzegiem

dzigsta, a dnem kieszonki dzigstowe;.
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Pomiaru dokonywano na 6 powierzchniach przy wszystkich obecnych w jamie ustnej
zgbach przy uzyciu skalowanej sondy periodontologicznej wykorzystywanej w
badaniach klinicznych WHO-621 (skala do 11,5 mm). Cze$¢ pomiarowa sondy posiada
strefy pomiarowe rozmieszczone w odlegtosci 3,5; 5,5 1 8,5 mm od kulki o $rednicy 0,5
mm, ktora stanowi zakonczenie sondy.

Warto$¢ parametru glebokosci kieszonek mieszczaca si¢ w przedziale od 0-3mm
wskazuje stan fizjologiczny, natomiast wyniki powyzej 4 mm sa odzwierciedleniem
aktywnego stanu zapalnego, ktory moze mie¢ negatywny wplyw na utrate przyczepu

tacznotkankowego.

3.2.3. Kliniczna utrata przyczepu lacznotkankowego (CAL)

Kryterium réznicujacym zapalenie dzigset od zapalenia przyzebia, jest m.in. kliniczna
utrata przyczepu Iagcznotkankowego (CAL; ang. Clinical Attachment Level)
spowodowana nieleczonym przewlektym stanem zapalnym. CAL jest takze kluczowym
parametrem klasyfikujacym nasilenie i forme zapalenia przyzebia.
Rozroznia si¢ 3 stadia przewlektego zapalenia przyzebia:

— lekkie (1-2 mm)

— umiarkowane (3-4 mm)

— ciezkie (5 mm >)
Utrate przyczepu tacznotkankowego oszacowano w przestrzeniach przedsionkowo/
jezykowych oraz w przestrzeniach interproksymalnych. Badanie wykonano sondg
periodontologiczng od dna kieszonki do potgczenia szkliwno-cementowego lub innego

ustalonego punktu odniesienia.

3.3. Izolacja bakteryjnego DNA

3.3.1. Akwizycja plynu dzigstowego

Od wszystkich pacjentéw uczestniczacych w badaniu (grupa badana i kontrolna) pobrano
ptyn dziagstowy, z ktorego uzyskiwano probki bakteryjnego DNA. W celu pobrania

odpowiedniej ilosci materiatu postuzono si¢ sterylnymi, papierowymi ¢wiekami
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endodontycznymi (Caulk-Dentsply), ktore na 10 sekund umieszczano w szczelinie
dzigstowej. U osob zdrowych (grupa kontrolna), ptyn dzigstowy pobierano ze szczeliny
dzigstowej po izolacji miejsca biorczego i usunigciu ptytki nazebnej pod katem 90° do

powierzchni zgba. Uzyskany material uzyty zostat w pdzniejszym terminie w celu

identyfikacji patogenow (Rycina 2).

Rycina 2 - Proces pobrania materiatu klinicznego. Miejsce biorcze zostalo adekwatnie oczysiczone.
Material biologiczny zostal umiejscowiony w sterylnych probowkach typu Eppendorf (1,5 ml) (Zrédlo

wlasne).

W grupie chorych, probki pozyskiwano ze strefy kieszeni patologicznej o gitebokosci 4
mm lub wigkszej, z czterech nieprzylegajacych miejsc proksymalnych, po uprzednim
usunieciu ztogdw naddzigstowych na okoto 7 dni przed pobraniem materiatu. Jezeli
obszar przyzebia wykazywat zaostrzony stan zapalny (wzmozone krwawienie lub wysiek
ropny), pobranie materiatu biologicznego odraczano.
Kryteria, ktore wptyngty na wykluczenie uczestnikow z ktorejkolwiek z analizowanych
grup byty nastepujace:
1) cigza — ze wzgledu na potencjalne zmiany zachodzace w profilu
mikrobiologicznym;
2) choroba uktadowa — ze wzgledu na jej wplyw na odpowiedz immunologiczna;
3) antybiotykoterapia w poprzednich szesciu miesigcach — ze wzgledu na zmiany
profilu mikrobiologicznego oraz wptyw na odpowiedZz immunologiczna.
Bibuty endodontyczne zawierajace pobrany materiat biologiczny natychmiast
umieszczano w sterylnych probowkach typu Eppendorf (1,5 ml) zawierajacych 500 pul
sterylnej soli fizjologicznej (S; sol fizjologiczna/saline) lub 250 ul buforu DifastT (APA
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buffor) (Novazym Polska). Zabezpieczone proby przechowywano w zamrazarce W

temperaturze —20°C.

3.3.2. lzolacja bakteryjnego DNA w soli fizjologicznej

Izolacj¢ genomowego DNA z bakterii Gram (+) oraz Gram (-) z probek materiatu
zabezpieczonych w soli fizjologicznej, wykonano przy uzyciu zestawu Novabeads
Bacterial DNA Preparation KIT (Novazym, Polska). W metodzie tej zastosowano
syntetyczne kompozytowe ztoza magnetyczne, ktore umozliwiaja selektywng detekcje
DNA i RNA. W procesie izolacji wykorzystano rowniez specjalne bufory umozliwiajace
uzyskanie wysokiej jakosci produktu. Zestaw buforow obejmowat:

— STEL Buffer — bufor do zawieszania komoérek bakteryjnych;

— Lysis Buffer — bufor lizujacy;

— Binding Buffer — bufor do wigzania kwasu nukleinowego;

— Pre-wash Buffer — bufor do ptukania wst¢pnego;

— Wash Buffer — bufor do ptukania wlasciwego;

— TE Buffer — bufor do elucji DNA;
Procedurg izolacji DNA przeprowadzono zgodnie z protokolem zalaczonym przez
producenta do zestawu. W etapie wstepnym, przed przystgpieniem do procesu izolacji,
czastki zloza magnetycznego doktadnie wymieszano i pozostawiono na stole
laboratoryjnym do osiagnigcia temperatury pokojowej (RT). Po rozmrozeniu, badane
probki pozyskane ze szczelin oraz kieszeni dzigstowych zawierajgce bakterie (500 pl
roztworu soli fizjologicznej) dodawano do 300 ul buforu lizujgcego, intensywnie
mieszano przez okoto 10sek. przy predkosci 10000 - 12 000 obr./min w RT i
inkubowano przez 5 min w RT. Po tym czasie do probek dodawano 200 ul buforu
Binding Buffer i cato$¢ intensywnie mieszano. Nast¢pnie dodawano 25 ul buforu
zawierajacego czastki ztoza magnetycznego, starannie mieszano i inkubowano 5 min w
RT. Tak przygotowane mieszaniny zawarte w probowkach typu ,,Eppendorf” o
pojemnosci 1,5 ml umieszczano w statywie magnetycznym. Po odseparowaniu z
mieszaniny czastek ztoza magnetycznego ze zwigzanym DNA za pomocag magnesu,
odrzucano frakcje ptynng. DNA zwigzany z czgstkami zloza magnetycznego
oczyszczano buforem do ptukania wstepnego (PreWash Buffer), buforem do ptukania
wilasciwego (Wash Buffer) i 80% etanolem kolejno.
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W trakcie plukania wstepnego czastki ztoza magnetycznego ze zwigzanym DNA
zawieszano w 1ml buforu PreWash Buffer. Po delikatnym wymieszaniu, czastki z DNA
inkubowano przez 5min w RT. Nastgpnie probowke umieszczano w statywie
magnetycznym w celu odseparowania czastek magnetycznych z mieszaniny, a pozostata
frakcje ptynng odrzucano. Etap ptukania wstepnego powtarzano dwukrotnie. W kolejnym
etapie DNA zwigzane z czgstkami magnetycznymi ptukano w 1 ml buforu Wash Buffer.
Proboéwki ponownie umieszczano w statywie magnetycznym w celu odseparowania
mieszaniny czastek magnetycznych i usuwano frakcj¢ ptynna. W dalszej fazie izolacji
czastki ztoza magnetycznego ze zwigzanym DNA zawieszano w 1 ml 80% etanolu. Po
delikatnym wymieszaniu zawarto$ci probowek, probki inkubowano przez 1 min w RT,
po czym ponownie umieszczano w statywie magnetycznym w celu odseparowania
czastek magnetycznych z mieszaniny i usuwano frakcj¢ ptynna. Pozostaty etanol
odparowywano z pozostawionych w statywie otwartych probéwek w czasie 10-15 min w
RT. Ostatecznie czgstki ztoza magnetycznego ze zwigzanym DNA zawieszano w 50 ul
buforu do elucji (TE buffer) i dwukrotnie inkubowano w temperaturze 65°C w czasie
5 min mieszajac z predkoscig 800 obr./min. Drugg inkubacj¢ prowadzono w otwartej
probowce. Po zakonczeniu inkubacji, probowki umieszczano w statywie magnetycznym
w celu odseparowania czastek zloza magnetycznego, a bakteryjny DNA obecny we
frakcji ptynnej przenoszono do czystych probowek. Po 0znaczeniu stgzenia przy uzyciu
spektrofotometru NanoDrop NP1000, probki DNA do czasu analiz PCR, Real-Time PCR
I LAMP przechowywano w temperaturze —20°C.

3.3.3. Izolacja bakteryjnego DNA z probek zabezpieczonych buforem Difast

Alternatywng metoda zabezpieczenia probek do izolacji bakteryjnego DNA z badanego
materialu w trakcie przeprowadzonych analiz byto wykorzystanie buforu ,,DIFAST”
(APA). Bufor ten zastosowano w celu usprawnienia procesu izolacji DNA. Uzyskanie
optymalnej jakosci izolowanego DNA zabezpieczonego buforem ,,DIFAST” wymaga
przestrzegania $cisle okre$lonych warunkéw izolacji, takich jak ciggte mieszanie buforu
podczas pobierania probek oraz transferu materiatu genetycznego do 2 ml gumowych
probowek, ktore w dalszym etapie sa przenoszone do bloku grzejnego utrzymujacego

temperature 95°C.
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Zgodnie z zataczong przez producenta procedura, izolacja bakteryjnego DNA z probek
zabezpieczonych buforem ,,DIFAST”, polegata na przetransferowaniu ¢wiekow
papierowych (ISO 30) pobranych ze szczelin lub kieszeni dzigstowych 0 réznych
glebokosciach, do probowek zawierajacych 250 ul buforu. Bakterie Gram (+)
homogenizowano z uzyciem szklanych kuleczek o srednicy 0,1 mm. Nastepnie probowki
umieszczano w bloku grzejnym w temperaturze 95-100°C i inkubowano przez 15 min,
jednoczesnie mieszajac z predkoscig 1500 obr./min. Po zakonczeniu inkubacji, probki
pozostawiano do ostygniecia przez 15 min w RT, nastepnie intensywnie mieszano i
wirowano przez 5 min z predkoscig 10000-12000 obr./min. Ostatecznie, uzyskane
nadsgcze przenoszono do nowych probowek.

DNA wyizolowane z zastosowaniem tej procedury mozna wykorzystaé bezposrednio
jako matryce do reakcji PCR lub przechowywaé¢ tymczasowo w temperaturze +2 — 8°C.
W celu dlugotrwatego przechowywania zaleca si¢ umieszczenie probek w temperaturze

—20°C, jednakze ponowne ich uzycie wymaga krotkiej inkubacji w temperaturze 95°C.
3.4. Detekcja badanych periodontopatogenow
3.4.1. LAMP (Loop Mediated Isothermal Amplification)

Izotermiczna technika amplifikacji DNA LAMP wymaga zastosowania zestawu czterech
specjalnie zaprojektowanych starterow (F3, B3, wewnetrznego startera do przodu [FIP] i
wewnetrznego Startera wstecznego [BIP]), ktére rozpoznaja lacznie sze$¢ roznych
sekwencji matrycy DNA (F1, F2, F3, B1, B2 i B3) (Rycina 3).

Wewnetrzny primer FIP

Primer Petlowy FL
Zewnetrzny primer F3 i

NS S

o

F3c F2c Fic AMPLIKON B1 =INs B2 B3
3 s e gV~ — z - o— e 57
57 sewemrmem - — e S—— i W—— we— — — X
F3 F2 ; F1 Bic B2c B3c Zewnetrzny primer F3
/" B2
Primer Petlowy BL e Wewnetrzny primer FIP

Rycina 3 - Schemat przedstawiajgcy poszczegolne primery stosowane w metodzie LAMP. Szczegétowy

opis zawarty w tekscie ponizej (Zrodlo wltasne).
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Dwa wewngtrzne startery, FIP i BIP, zawierajg dwie odrebne sekwencje odpowiadajace
sekwencjom sensownym i anty-sensowym DNA. FIP stuzy do primingu w etapie
niecyklicznym, czyli syntezy nici potomnej komplementarnej do matrycy, a drugi do
syntezy fragmentow jednoniciowych w podzniejszych etapach amplifikacji cykliczne;.
Starter FIP sktada sie z sekwencji komplementarnej F1 (F1c) i bezposredniej F2 (F2).
BIP sktada si¢ z sekwencji uzupetniajacej B1 (B1c) i bezposredniej B2 (B2). Dwa
zewnetrzne Startery, F3 i B3c (sekwencja komplementarna do B3), znajduja si¢ poza
regionem F2-B2. Aby zwigkszy¢ skutecznos¢ amplifikacji, zaprojektowano dodatkowo
dwa startery petlowe, starter petli do przodu (LF) i starter petli wstecznej (LB) (Rycina
3).
W trakcie oznaczen przeprowadzonych technika LAMP, wykorzystano nastepujace
sekwencje matrycowe charakterystyczne dla badanych periodontopatogenow:

1) P. gingivalis (P.g) — chromosom, kompletny genom

2) A. actinomycetemcomitans (A.a.) — dysmutaza ponadtlenkowa (SOD)

3) F.nucleatum (F.n.) — Biatko terminacyjne/antyterminacyjne transcrypcji (NusG)

4) T. forsythia (T.f.) — Deiminaza Peptydyloargininy (Peptidylarginine deiminase)

Oligonukleotydowe sekwencje starterowe zastosowane w przeprowadzonych badaniach

zestawiono w tabeli 3.
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Tabela 3 - Sekwencje starterow wraz 7 temperaturq topnienia wykorzystane do

identyfikacji poszczegolnych patogenow za pomocq metody LAMP (Zrodlo wtasne).

STARTERY LAMP

Sekwencja 5-3 Temperatura Topnienia Produkt
Tanarella Forsythia ( Peptidylarginine deiminase)
F3 GAACACCGTGAGGAATCTC 59,9
B3 AACACGGCATAACATAATTCAATT 60,1
FIP(F1ctF2) GAATTCTTCCTCTTCCTTGCGAGATGGTTAATTGTTATGCGTGGTAC
BIP(B1c+B2) AATTGTCAATGGTCAATGGTTATGCGATTGTCAATTGTCATACCAGGT
LoopF CCTCACGATGTTCGGAATGA 62,2
LoopB TGGTTACACGCCGAATCAT 61,8
F2 GGTTAATTGTTATGCGTGGTAC 60
Flc GAATTCTTCCTCTTCCTTGCGAGAT 64,9
B2 ATTGTCAATTGTCATACCAGGT 60
Ble AATTGTCAATGGTCAATGGTTATGCG 65
Product 70,3 194pz
Fusobacterium Nucleatum ( nusG )
F3 TGGTTCCAGAAGAAGAATTAACA 60
B3 AAACACCATCTACTTCAATTTCAA 59,3
FIP(F1ctF2) GGTCAGAACCAACTCCTACAAAATGGAAGCTACAAGAGAAGAA
BIP(B1c+B2) AAGATCAAGAAGGACAAGTTGCTGACTGGTGTCATTCTTCCAA
LoopF TAACTTCATACCATACACGAGGATC 62
LoopB AATTGATCATGAACATGGTAGAGTT 60,9
F2 AATGGAAGCTACAAGAGAAGAA 59,4
Flc GGTCAGAACCAACTCCTACAA 61,7
B2 CTGGTGTCATTCTTCCAA 56,5
Ble AAGATCAAGAAGGACAAGTTGCTGA 64,8
Product 332p2
Agg )
F3 GCAGTGAAGGCAATGGAA 60,3
B3 GTGTCTCAATTTCTGCACTATTAC 60,1
FIP(F1c+F2) GCAAAGCCGCTATTACCGAAACAAGCAACAAGCTCAAGATGTA
BIP(B1ct+B2) GTGCGTGGTGTGGAGGAACCTTGTGATGAGATGGTTTCT
LoopF GCTTCTACTACCGTTACACCG 62,5
LoopB AATTGACGGACTGGCACAA 62,3
F2 AAGCAACAAGCTCAAGATGTA 60,2
Flc GCAAAGCCGCTATTACCGAAAC 65
B2 CCTTGTGATGAGATGGTTTCT 60
Blc GTGCGTGGTGTGGAGGAA 64,7
Product 71,8 170pz
P Gingivalis (ATCC 33277 Genom)
F3 CAACGAGCATTCCAGGAA 59,7
B3 AAGTCCACGAGACCTACTT 59,7
FIP(F1c+F2) TCTTTGATCAATTCCATCGGGATACCTGCTATCGCTGAGTACGA
BIP(B1ct+B2) CGGTGTGAATCTCTCTAATTGCGAATCGTACATTGCGAACCAA
LoopF GAACGGGTAGCGTACCAAA 62,1
LoopB AACTGACTCTTACTGGACACG 61,7
F2 TGCTATCGCTGAGTACGA 59,9
Flc TCTTTGATCAATTCCATCGGGATACC 64,9
B2 ATCGTACATTGCGAACCAA 59,8
Blc CGGTGTGAATCTCTCTAATTGCGA 65
Product 73 250pz

Sekwencje starterow wykorzystanych w trakcie analiz zaprojektowano stosujac
oprogramowanie Primer Explorer, wersja 2.0 (Fujitsu Co., Ltd., Tokio, Japonia). Ich
specyficzno$¢ poczatkowo zweryfikowano przy uzyciu oprogramowania BLAST na
serwerze National Center for Biotechnology Information
(http://www.ncbi.nIm.nih.gov/), a nastepnie potwierdzono wewngtrznym testem LAMP.
Odczynniki wyprodukowano w OptiGene Ltd. (Unit 5 Blatchford Road, Horsham, West
Sussex, RH13 5QR, UK).

Reakcje izotermalnej amplifikacji DNA metoda LAMP prowadzono w objgtosci 10 pl z
uzyciem zestawu odczynnikow Isothermal Master Mix (NOVAZYM POLSKA)
dedykowanym specjalnie do tego typu analiz. Mieszanina reakcyjna zawierata
polimeraze GspSSD, umozliwiajaca szybka amplifikacje, bufor reakcyjny, termostabilng
nieorganiczng pirofosfatazg, MgSOa, mieszaning nukleotydow (dNTP) i barwnik
fluorescencyjny oraz odpowiednie startery i badane matryce DNA (Tabela 4).
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Tabela 4 - Podsumwanie poszczegolnych sktadnikow oraz ich objetosci wykorzystanych

do detekcji periodontopatogenow (Zrodto wlasne)

Skladnik Objetos¢ Stezenie koncowe
starterow
Matryca 0.8 ul
Isothermal Master Mix 6.0 ul
FIP & BIP 0.8 ul 20 pmol kazdy
F3 & B3 0.8 ul 5 pmol kazdy
LoopF & LoopB 0.8 ul 10 pmol kazdy
Woda 0.8 ul
Catos¢ 10 pl

Proces amplifikacji przeprowadzano przy uzyciu termocyklera Rotor Gene (Qiagen).

Proces wszczgto poprzez podtrzymanie probek w temperaturze 95 °C przez 5 min., drugi

etap ztozony byt z 3 cykli, ktory byt powtorzony 40 razy. Cykl 1 - 95°C przez 30 sekund,

cykl 2 - 60°C przez 30 sekund, oraz cykl 3 - 72°C przez 30 sekund. Matryce bakteryjnego

DNA poddano temperaturze topnienia w przedziale od 70 do 95°C. Pomiar fluorescencji

odbywat si¢ przy zmianie temperatury w zakresiel.0 °C na minutg. W celu weryfikacji

wynikow, prowadzono detekcje wartosci wzglednej intensywnosci fluorescencji oraz

temperatury topnienia dla poszczegélnych szczepow z wykorzystaniem kanatu

fluorescencji FAM, Green w przedziale 470nm (Rycina 4).

Reakcje LAMP wykonano w nast¢pujacych warunkach:

Tabela 5 - Warunki Amplifikacji metody LAMP (Zrédto wlasne)

40 x

ETAP

Cykl1
Cykl 2
Cykl 3

Topnienie

TEMPERATURA

Podtrzymanie

95
95
60
72
70-95

CZAS
5 minut
30 sekund
30 sekund
30 sekund

1.0°C na minute
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Rycina 4 - Przykladowe przedstawienie przebiegu amplifikacji oraz temperatury (Zrédlo wlasne).

W celu weryfikacji obecnosci DNA periopatogenow, zidentyfikowanych wczesniej
technikg LAMP wykonano reakcje PCR oraz Real-Time PCR (PCR w czasie
rzeczywistym).

3.4.2. PCR - Lancuchowa reakcja polimerazy

Reakcja PCR obejmuje pi¢¢ etapoéw, posrod ktorych trzy powtarzane sg cyklicznie.
Wstepna denaturacja i koncowa elongacja, rozdzielone sg powtarzajacymi si¢ etapami
denaturacji, anilingu i elongacji. W trakcie denaturacji, ktora prowadzono w temperaturze
94°C, podwojna helisa DNA byta rozplatana na dwie pojedyncze nici, natomiast reakcja
enzymatyczna polimerazy dobudowujacej nukleotydy do wydluzajacej sig
komplementarnej nici produktu reakcji ulegata terminacji. W trakcie anilingu, gdy
temperatura byta obnizana do 54°C, obecne w mieszaninie reakcyjnej startery przytaczaty
si¢ do matrycowego bakteryjnego DNA. Przyltaczenie starterow do matrycy umozliwia
polimerazie odnalezienie odpowiedniej sekwencji, od ktorej rozpoczyna si¢
dobudowywanie nukleotydow. W cyklu elongacji, czyli w temperaturze 72°C,
polimeraza uzyskata optimum temperaturowe dla syntezy produktu reakcji. Wydtuzanie
nici produktu rozpoczyna si¢ od konca 5' i zmierza do konca 3'. Polimeraza taczy
nukleotydy w pozycji komplementarnej z matrycowym DNA. W rezultacie powstaje
kolejna kopia DNA. Caty proces trwa od 30-40 cykli, co prowadzi do amplifikacji

matrycowego DNA w miliardach kopii. (rycina 5)

—_— e
g [ &7 &8 &9 70 m 72 73 74 75 76 L 78 ™ 80 8 82 83 B4 8s 86 87 g8 -] 80 -] 82 3 894 95 96 a7 88 99
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PCR (JEDEN CYKL)

a0 l 1. Denaturacja

Matryca ulega separacji

540C l

2. Aniling

M I startery przytgczaly sig do matrycowego bakteryjnego DNA

720C l

3. Elongacja

30-40 cykli, co prowadzi do amplifikacji matrycowego DNA w miliardach kopii.

Rycina 5 - Proces amplifikacji bakteryjnego DNA za pomocq klasycznej metody PCR (Zrédio wlasne)
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Oznaczenia przeprowadzone technika PCR wykonano wobec sekwencji matrycowych
charakterystycznych dla badanych periodontopatogenéw takich, jak w oznaczeniach
metodg LAMP:

1) P.gingivalis (P.g) - chromosom, kompletny genom

2) A.actinomycetemcomitans (A.a.) — dysmutaza ponadtlenkowa (SOD)

3) F.nucleatum (F.n.) - Biatko terminacyjne/antyterminacyjne transcrypcji (NusG)

4) T.forsythia (T.f.) - Deiminaza Peptydyloargininy

Zaprojektowanie starteréw wykorzystanych w reakcjach PCR powierzono Pracowni

Novazym Polska [http://novazym.pl/]. Startery zaprojektowano w oparciu 0 sekwencje
referencyjne ogolnie dostepne w bioinformatycznych bazach danych NCBI

[www.ncbi.nim.nih.gov/] oraz GENATLAS [http://genatlas.medecine.univ-paris5.fr/].

W tym celu wykorzystano oprogramowanie:

*  Primer 3 [http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/]

* NetPrimer [http://www.premierbiosoft.com/netprimer/]

*  BLAST [https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi]

+ Oligo 7.0 [https://www.oligo.net/]



http://novazym.pl/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://genatlas.medecine.univ-paris5.fr/
http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/
http://www.premierbiosoft.com/netprimer/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://www.oligo.net/
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Tabela 6 - Startery oligonukleotydowe wykorzystane w reakcjach PCR i Real-Time
PCR (Zrodto wlasne)

Startery Real Time
PCR
Sekwencja 5-3 Tempe-rafura Produkt
Topnienia
Tanarella Forsythia (BspA)
F3 Tan Fors- F GAACACCGTGAGGAATCTC 59
= e e [ AATI‘GAATTATfTTATGCCGTGT 60,5
Amplicon 74,8 106 bp
F3 FusNuc-F AAACACCATCTACTTCAATTTCAA 59,5
TTGAAATTGAAGTAGATGGTGT
B3 FusNuc- R 59,4
T
Amplicon 75,8 197bp
tibact:
Ageregatibacter F3 AggAct-F GGCATGGTTAGTTTTAGAAAA 60.7
Actinomycetemcomitans (SodA)
B3 AggAct- R GCGTATTCTTTGCCCATA 61,3
Amplicon 76,4 84bp
Porphyromonas Gingivalis .
F3 Porgin-F CAACGAGCATTCCAGGAA 60,1
(Kompletny Genom)
B3 Porgin-R AGGTAGGTCTGTGGACTT 60
Amplicon A 70bp

W celu optymalizacji warunkow termicznych reakcji wykonano PCR w gradiencie
temperatur. Temperatury anilingu dla poszczegdlnych starterow zoptymalizowano za
pomoca termocyklera Mastercycler Eppendorf Gradient (Eppendorf), ktory jest
wyposazony W blok grzejny umozliwiajgcy wygenerowanie odpowiedniego rozktadu
temperaturowego. Gradient wykonano w rozpigtosci temperatur od 62 do 70°C (Tabela
7). Jako matryc¢ kontrolng zastosowano mieszaning genomowego DNA bakterii
pochodzacych z ptyndow dzigstowych pobranych od pacjentow, u ktorych wcezesniej

potwierdzono obecnos¢ badanych patogendw.
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Tabela 7 - Gradient temperaturowy wykorzystany dla metody konwencjonalnego PCR

(Zrodlo wlasne)

Gradient Temperaturowy dla PCR
Kolumna 1 62°C
Kolumna 2 62.5°C
Kolumna 3 63.2°C
Kolumna 4 64.1°C
Kolumna 5 65.2°C
Kolumna 6 66.2°C
Kolumna 7 67.3°C
Kolumna 8 68.2°C
Kolumna 9 69.0°C
Kolumna 10 69.9°C

Reakcje amplifikacji DNA metoda PCR prowadzono w objgtosci 20 ul z uzyciem
zestawu odczynnikéw Allegro Taq Polimeraza DNA (NOVAZYM POLSKA) (Tabela
8).
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Tabela 8 - Podsumowanie poszczegolnych sktadnikéw oraz ich objetosci

wykorzystanych do detekcji periodontpatogenow za pomocg metody PCR.

Skladnik Objetosé Stezenie koncowe
starterow
Matryca DNA 1,0 ul (2,5-5ng/ul)
Bufor reakcyjny 700 mM 0.2 ul 1x
Tris-HCI
Allegro TAQ polymeraza 0,2 ul 1U
Startery PCR 2.0 ul 0,1-1uM
dNTP 0,8 ul 0.2mM
Woda 14 ul
Catos¢ 20 ul

Tabela 9 - Warunki przeprowadzania reakcji PCR (irodio wlasne).

Etap Temperatura Czas Tlos¢ cykli
wstepna denaturacja 95°C 5 min
denaturacja 95°C 25 sek
Aniling wg gradientu 25 sek 40
elongacja 72°C 35 sek
Koncowa elongacja 72°C 7 min

Produkty reakcji oceniono poprzez poddanie ich procesowi elektroforezy w 2% zelu
agarozowym, zawierajagcym bromek etydyny w stezeniu 0,5 pg/ml. Proces elektroforezy
przebiegal w statym napigciu (200 V) i natezeniu (500 mA) przez okoto 20 min w buforze
IxTBE (10%). Kontrole 1 weryfikacj¢ produktéw wykonano po zakonczeniu
elektroforezy na transiluminatorze w $wietle UV wobec markera mas Nova 100 bp DNA
Ladder (Novazym Polska), a uzyskane obrazy archiwizowano przy pomocy
zintegrowanego systemu akwizycji obrazu.
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3.4.3. Reakcja PCR w czasie rzeczywistym (Real-Time PCR)

Reakcje Real-Time PCR wykonano z uzyciem zestawu QuantiFast SYBR Green PCR
(NOVAZYM, POLSKA), zaprojektowanym do stosowania w protokole dwuetapowym,
w ktorym proces przylaczania starterow do matrycy (anealing) i syntezy produktu
(elongacja) sa ze sobg potaczone (Rycina 6). W reakcji wykorzystano polimeraze DNA
Hot Start Tagq Plus, ktorej aktywacja trwata 5min w temperaturze 95°C. Proces
denaturacji matrycy DNA trwat 10 sek. w temperaturze 95°C, po czym w trakcie 30 sek.
nastgpowalo wydluzanie sekwencji DNA w temperaturze 60°C. Na tym etapie
dokonywano detekcji fluorescencji, co umozliwialo pomiar warto$ci wzglednej
intensywno$ci fluorescencji oraz temperatury topnienia produktow reakcji dla
poszczegolnych szczepow bakterii. Proces weryfikacji pozytywnych wynikéw wykonano
z wykorzystaniem kanatu fluorescencji FAM Green. W zaleznosci od pierwotnego
stezenia matrycy bakteryjnego DNA, ilos¢ cyKli reakcji zawierata si¢ pomiedzy 35- 40.

Specjalnie opracowany bufor zawiera dodatek PCR Q-Bond, ktory znacznie przyspiesza
przebieg reakcji skracajac czas denaturacji, renaturacji oraz elongacji. Denaturacje
prowadzono w temperaturze 95°C, po ktérej nastepowat bezposrednio etap wydluzania
w 60°C. Protokoét ten wykorzystano dla starterow 0 temperaturze topnienia ponizej 60°C.
W celu uzyskania maksymalnej efektywnosci reakcji, dtugosci starterow zawieraty si¢ w

przedziale 60—200 pz.
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Matryca DNA
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LEGENDA: Stan Podstawowy fluoroforu

Rycina 6 - Metoda Real Time PCR do oceny ilosciowej za pomocq barwnika fluoroscencyjnego SYBR I.

(Zrodto wiasne).

W metodzie Real-Time PCR, zastosowanej w przeprowadzonych badaniach, do oceny
ilosciowej wykorzystano barwnik fluorescencyjny SYBR Green I. Jest to jeden z
barwnikow interkalujagcych do DNA, ktory preferencyjnie wnika w struktur¢ mniejszego
rowka. W trakcie reakcji PCR, z kazdym cyklem amplifikacji, wraz ze wzrostem ilosci
produktu wzrasta stechiometrycznie ilos¢ zwigzanych czasteczek fluorochromow, a tym
samym intensywnos¢ sygnatu fluorescencyjnego. Barwnik fluorescencyjny SYBR Green
| obecny w wykorzystanej w trakcie analiz mieszaninie reakcyjnej, umozliwia analizg

ilosci produktu reakcji bez koniecznosci syntezy specyficznych znakowanych sond.
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Tabela 10 - Podsumowanie poszczegolnych skladnikow oraz ich objetosci
Wykorzystanych do detekcji periodontpatogenow za pomocg metody Real Time PCR

(Zrodto wlasne).

Skladnik Objetosé Stezenie koncowe
starterow
Matryca 0,5l
2x QuantiFast SYBR Green 5,0 ul
PCR Master Mix
F3 & B3 1,0 ul 5 pmol kazdy
Woda 3,5 ul
Catos¢ 10 pl

3.5. Liczba kopii bakteryjnego DNA

Kontrole pozytywna wykorzystang w badaniach stanowilo DNA wyizolowane z
materialu pobranego od seropozytywnych uczestnikow badania, ktore zostato nastepnie
poddane sekwencjonowaniu, w celu weryfikacji szczepow bakterii poddawanych
detekcji. Oceng ilosciowg produktow uzyskanych w trakcie reakcji przeprowadzono na
podstawie krzywych wzorcowych wykonanych dla poszczegoélnych periopatogenow.

Krzywe wzorcowe utworzono na podstawie zbioru pacjentéw pozytywnych dla danego
patogenu, tak aby uzyska¢ 10ul bakteryjnego DNA. Kolejne stezenia zostaty uzyskane
poprzez rozcienczenie. Stezenie o wartosci 0.600 uzyskano poprzez pobranie 4ul,
stezenia o wartosci 1.000 i przetransferowanie do 6ul sterylnej soli fizjologicznej.
Kolejne st¢zenia otrzymano poprzez ten sam proces rozcienczenia. Po uzyskaniu
odpowiedniej ilosci rozcienczen, stworzona zostala krzywa wzorcowa, ktéra umozliwita

na oszacowanie wyjsciowej liczby kopii bakteryjnego DNA.
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Real Time PCR
R=0.98
Efficiency = 1.00
== 1.0000.600 0.3600.216 0.130 0.078
0.600 0.360 0.216 0.130

Krzywa Wzorcowa / Fusobacterium Nucleatum

Rycina 7 - Krzywa wzorcowa dla ilosci kopii Biatka terminacyjnego/antyterminacyjnego transcrypcji
(NusG) F. nuleatum. Wartos¢ wspolczynnika nachylenia krzywej R = 0.98 dla reakcji o wydajnosci =
1.00 (Zrodlo wlasne)

3.6. Analiza Statystyczna

Uzyskane wyniki stomatologicznych badan klinicznych poddano analizie statystycznej.
Parametry statystyki opisowej: wartosci $rednich, mediany, odchylen standardowych,
obliczono dla zmiennych mierzalnych w grupie chorych (badanej) i kontrolnej (PUW-Z,
Gl, SBI PD, CAL).

Podstawowe dane takie jak $rednia, mediana oraz odchylenie standardowe, umozliwity
na wyciagniecie ogélnych wnioskow na temat parametrow grupy chorych oraz
kontrolnej. Wykorzystano test U Manna-Whitneya w celu poréwnania mi¢dzy grupa
chorych, a kontrolng ponizszych parametréw, jak rowniez pomiedzy poszczegodlnymi
parametrami  (wskaznikami periodontologicznymi) takimi jak: PD (gtebokosé
kieszonek), Gl (Gingival index) oraz SBI (indeks krwawienia kieszonek), CAL i PUW-
Z. Wyniki przyje¢to za statystycznie istotne przy p <0,05.

Diagnostyczna doktadnoéé¢ testow (czutosé i swoistosé) LAMP, Real-Time PCR oraz
konwencjonalne PCR, zostata zbadana za pomoca analizy odbiornika (ROC). Obszary
ROC pod krzywa (AUC) o0 wartosci wigkszej niz 0,5, uwazane byty za najnizszg granicg
dla istotnej dyskryminacji miedzy badanymi grupami. Im blizej ROC AUC jest zblizona
do wartosci 1.0, tym wigksza ogdlna doktadnos¢ testu. Doktadne poziomy AUC, 95%
przedziaty ufnosci (95% CI).
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Test ANOVA Friedmana z uwzglednieniem wspotczynnika zgodnosci Kendalla,
pozwolil na okreslenie czy istniejg Statystycznie istotne rdéznice pomiedzy liczba kopii

dla poszczegolnych periodontopatogenow.
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Dane demograficzne zawarto w Tabeli 1 w rozdziale Materiat i metody.

4.1. Wyniki badan klinicznych

Wyniki badan klinicznych przedstawiono w Tabeli 11.

Tabela 11 - Stan dzigsel i przyzebia w grupie badanej i kontrolnej.

P — wartosé
Grupa badana n=62
Zmienna s Sr. Med. Min Maks | Odch.std. et
Manna
Grupa kontrolna n=56 Whitneya
badana 4.8 4,55 3,6 8,1 0,92
PD (mm) 0,0001
kontrolna 1,95 1,8 1,6 3 0,36
badana 2.25 2.25 1,7 3,2 0,32
Gl 0,0001
kontrolna 0,9 0,65 0,43 1,8 0,43
badana 28 25 1.3 49 1,01
SBI 0,0001
kontrolna 0,28 0,14 0,09 09 0,28
badana 3,82 3,45 1,8 58 0,97
CAL (mm) 0,0001
kontrolna 0,17 0,13 0,01 0,9 0,16
9
8 =
7
6
O Mediana
0 25%-75%

a T Min-Maks
4
3
z -

Grupa Chorych  Grupa Kontrolna

PD ( Probing Depth(mm)

Rycina 8 - Glgbokos¢ kieszonki przyzebnej w grupie badanej (chorej) i kontrolnej.

Mediana wskaznika gtebokosci kieszonki przyzebnej wynosi 4,55 mm w grupie badanej

i 1,8 mm w kontrolnej.
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Rycina 9 - Stan dzigsel (na podstawie wskaznika GI) w grupie badanej i kontrolnej.
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Grupa Chorych
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Mediana wskaznika GI dla grupy badanej wynosita 2,25, natomiast dla kontrolnej 0,65.
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Rycina 10 - Stan dzigsel (na podstawie wskaznika krwawienia SBI) w grupie badanej i kontrolnej.

Mediana wskaznika SBI dla grupy badanej wskazywata warto$¢ 2,5, natomiast dla

kontrolnej 0,14.
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Rycina 11 - Stan przyzebia (na podstawie wskainika CAL) w grupie badanej i kontrolnej. Mediana

wskaznika CAL w grupie badanej wynosita 3,45 mm, natomiast w kontrolnej 0,13mm.

4.2. Wyniki badan molekularnych w zaleznosci od badanych zmiennych

klinicznych

4.2.1. Zaleinosci pomiedzy wykrywalnoscig obecnosci P.gingivalis za pomocq testow

LAMP, Real Time PCR, PCR a badanymi zmiennymi.

P.gingivalis; LAMP (bufor TE)

W grupie badanej, sposrod 60 pacjentow, u ktoérych przeprowadzono test LAMP w
buforze TE, bakteri¢ Pgingivalis wykryto u 27 oséb (45,00%). Nie zaobserwowano
statystycznie istotnej zalezno$ci pomigdzy obecno$cia bakterii wykrytej testem LAMP w
buforze TE, a zmiennymi, z wyjatkiem GI oraz SBI. Mediany wskaznikow GI 1 SBI dla
0s6b, u ktorych stwierdzono obecnos¢ bakterii wynosity odpowiednio: 2,30 1 2,80, a dla
tych, u ktérych jej nie byto odpowiednio 2,49 (p=0,01) i 2,10. Szczegdty przedstawiono

na rycinie 12 1 13 oraz tabeli 12.
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LAMP
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P.gingivalis (Bufor TE)

Rycina 12 - Zaleinos¢ wykrywalnosci P.gingivalis za pomocq testu LAMP (bufor TE) od zmiennej GI.

Stwierdzono statystycznie istotng zalezno$¢ pomiedzy obecno$cig bakterii P.gingivalis

wykrytej testem LAMP w buforze TE, a zmienng GI (wskaznik stanu dzigset).

LAMP

5,5 . .
50 |

45t — 1
40| ] O Mediana

35t 1 [ 25%-75%
30 ” 1 T Min-Maks
25t ]

2,0t D
15} 1 —1

1,0

Tak Nie
P.gingivalis (Bufor TE)

SBI ( Sulcular Bleeding Index)

Rycina 13 - Zaleinosé¢ wykrywalnosci P.gingivalis za pomocq testu LAMP (bufor TE) od zmiennej
SBI.

Odnotowano statystycznie istotng zalezno$¢ pomiedzy obecno$cig bakterii P.gingivalis
wykrytej testem LAMP w buforze TE, a zmienng SBI.
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Tabela 12 - Wykrywalnosé bakterii P. gingivalis, za pomocgq testu LAMP Bufor TE, w

zaleznosci od poszczegolnych zmiennych.

Zmienna Wartosé testu (Chi?) p-warto§é
pte¢ 2,7 p=0,09
wiek 0,91 p=0,63

diagnoza p=0,54

status palenia 0,06 p=0,80
Etap 2,79 p=0,24
stopien 0,10 p=0,95
stabilnos¢ 0,01 p=0,90

PD (mm) 7=-0,54 p=0,58

Gl Z=-2,49 p=0,01
SBI Z=-2,49 p=0,01
CAL Z=-0,80 p=0,92

P 7=0,04 p=0,62

U 7=-0,89 P=0,75

w Z=-0,42 p=0,97

PUW -Z 7=-0,26 p=0,79

Stata obecnos¢ bakterii P.gingivalis z biegiem czasu nasila proces zapalny i moze

przeistoczy¢ si¢ w zapalenie przyzgbia z ewidentnym wzrostem wskaznikow GI oraz

SBI.

P.gingivalis LAMP (bufor Difast)

Analizujac uzyskane wyniki 35 0sob chorych, u ktoérych przeprowadzono test LAMP w
buforze ,,Difast”, bakteri¢ Pgingivalis wykryto u dwoch (5,71%), nie wskazano
statystycznie istotnej zalezno$ci pomigdzy obecnoscig bakterii wykrytej testem LAMP
,Difast”, a badanymi zmiennymi. Szczegdétowy opis wynikéw poszczegdlnych grup

zawarty zostat w indeksie.
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P.gingivalis PCR (bufor TE)

Wsrdd 58 osob, u ktorych przeprowadzono test PCR w buforze TE, bakteri¢ P.gingivalis
wykryto u 12 (20,69%). Nie zaobserwowano statystycznie istotnej zalezno$ci pomiedzy
obecnos$cig bakterii wykrytej testem PCR w buforze TE, a zmiennymi, z wyjatkiem
roznicy pomigdzy wykryciem bakterii P.gingivalis u 0séb z przewlekla oraz agresywng
postacig choroby (p=0,04) oraz wskaznika SBI (p=0,01).

Wsréd pacjentow, u ktorych wykryto bakterie, bylo 5 oséb (41,67%) z rozpoznaniem
agresywnej postaci choroby, natomiast wsrdd pacjentow, u ktorych nie stwierdzono
bakterii, agresywna posta¢ choroby miato 7 osob (15,22%). Mediana indeksu SBI dla
0sOb z obecnosciag bakterii wynosita 3,50, a dla tych bez jej obecnosci 2,80 (p=0,01).
Szczegoty przedstawiaja ryciny 14 oraz 15 oraz tabela 12.

Rdéznica w wykryciu P. gingivalis u 0sob z przewlektq oraz agresywnq
postacig za pomocq metody PCR

B b 2
I
CHRONICZNA AGRESYWNA

postac choroby

W tak nie

Rycina 14 - Przewlekly oraz agresywny wariant choroby w grupie badanej u 0séb z dodatnim wynikiem

na obecnosé P. gingivalis uzyskany za pomocg metody PCR.
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P.gingivalis (Bufor TE)

Rycina 15 - Zaleznos¢ wykrywalnosci P.gingivalis za pomocgq testu PCR (bufor TE) od zmiennej SBI.

Mediana indeksu SBI dla os6b z obecnoscig bakterii P.gingivalis wynosita 3,50, a dla
0s0b bez jej obecnosei 2,80 (p=0,01) uzyskana za pomoca metody PCR.

Tabela 13 - Wykrywalnosé bakterii P.gingivalis za pomocq testu PCR w buforze TE w

zaleznosci od poszczegolnych zmiennych.

Zmienna Wartos¢ testu (Chi?) p-warto§é
pte¢ 0,02 p=0,88
wiek 4,46 p=0,10

diagnoza 4,06 p=0,04

status palenia 0,24 p=0,62
etap 3,62 p=0,16
stopien 1,92 p=0,38
stabilno$¢ 1,60 p=0,20

PD (mm) -1,26 p=0,20

Gl -1,3 p=0,18
SBI -2,56 p=0,01
CAL (mm) -1,50 p=0,13
P -0,66 p=0,50

U 0,86 p=0,38

W -0,62 p=0,53
PUW -Z -0,01 p=0,98
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P.gingivalis; PCR (bufor “Difast™)

Wisrdd 35 osob, u ktorych przeprowadzono test PCR z wykorzystanie buforu ,,Difast”,
bakteri¢ Pgingivalis wykryto u dwoéch (5,71%). Nie zaobserwowano statystycznie
istotnej zaleznosci pomiedzy obecnoscig bakterii wykrytej testem PCR ,Difast”, a
badanymi zmiennymi. Szczegdtowy opis wynikow poszczegdlnych grup zawarty zostat

w indeksie.

P.gingivalis; Real-Time PCR (bufor TE)

Wsrod 52 pacjentow, u ktorych przeprowadzono test Real-Time PCR z wykorzystaniem
buforu TE Pgingivalis wykryto u 21 0sob (33,87%). Nie zaobserwowano statystycznie
istotnej zaleznosci pomiedzy obecno$cig bakterii wykrytej testem Real-Time PCR w
buforze TE, a zmiennymi, z wyjatkiem pici. (p=0,006.)

Rdznica pomiedzy obecnoscia P.gingivalis u obu ptci wykonane
testem Real Time PCR

- -

K M

W tak nie

Rycina 16 - Wykrywalnos¢ P. gingivalis za pomocg testu Real Time PCR w zaleinosci od plci.

Detekcja bakterii P.gingivalis za pomocg testu Real-Time PCR (bufor TE) wskazata na
statystycznie istotng roznice pomiedzy grupa 13 mezezyzn (61,90%) 1 8 kobiet (38.10%).
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Tabela 14 - Wykrywalnosé bakterii P.gingivalis za pomocg testu Real-Time PCR w

buforze TE w zaleznosci od badanych zmiennych.

Zmienna Wartosé testu (Chi?) p-warto§é
pte¢ 7,28 p=0,006
wiek 5,36 p=0,06

diagnoza 0,36 p=0,54

status palenia 0,02 p=0,87
Etap 4,10 p=0,12
stopien 0,07 p=0,96
stabilno$¢ 1,55 p=0,21

PD (mm) Z=-15 P=0,11

Gl Z=-121 P=0,22
SBI Z=-1,44 P=0,14
CAL Z=-0,80 P=0,41

P Z=0,56 P=0,56

U Z=0,31 P=0,75

W Z=-0,42 P=0,66

PUW -Z Z=0,16 P=0,86

P.gingivalis; Real-Time PCR (bufor “Difast™)

Posrod 31 osob, u ktorych przeprowadzono test Real-Time PCR w buforze ,,Difast”,
bakterie P.gingivalis wykryto u czterech (33,87%). Nie zaobserwowano statystycznie
istotnej zalezno$ci pomiedzy obecnoscig tej bakterii a badanymi zmiennymi.

Szczegbdtowy opis wynikdéw poszczegdlnych grup zawarty zostal w indeksie.



WYNIKI 63

4.2.2. Zaleznos$ci pomiedzy wykrywalnoscia obecnosci A.actinomycetemcommitans
wykrytej za pomoca wykrytych testow LAMP, Real-Time PCR, PCR, a badanymi

zmiennymi.

A.actinomycetemcommitans; LAMP (bufor TE)

Wsrod 60 osob, u ktérych przeprowadzono test LAMP dla A.actinomycetemcommitans
w buforze TE, bakteri¢ wykrytou 7 (11,67%). Nie zaobserwowano statystycznie istotnej
zalezno$ci pomiedzy obecno$cig bakterii wykrytej testem LAMP w buforze (TE), a
zmiennymi, z wyjatkiem wieku (p=0,00931) oraz SBI; (p=0,01). Szczegdty
przedstawiajg ryciny 17, 18 oraz tabela 15.
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A.actinomycetemcommitans (Bufor TE)

Rycina 17 - Zaleinosé wykrywalnosci A.actinomycetemcommitans za pomocq testu LAMP (bufor TE)

od zmiennej SBI.

Zaobserwowano statystycznie istotng zalezno$¢ pomiedzy obecnoscig bakterii

A.actinomycetemcommitans wykrytej testem LAMP w buforze (TE), a zmienng SBI.
(p=0,01).
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Rdéznice w detekcji A.Actinmycetemcommitans za pomocg metody
LAMP w 3 grupach wiekowych

18-30 LAT 31-40 LAT POW 40 LAT
mtak nie

Rycina 18 - Wykrywalno$¢ A.actinomycetecommitans za pomocg testu LAMP (bufor TE) w

zaleznosci od wieku

Wykazano statystycznie istotng zalezno$¢ pomiedzy trzema grupami wiekowymi. U 0séb
w przedziale wiekowym 18-30 lat (dwie) (28,57%), 31-40 lat (cztery) (42,85 %) oraz
powyzej 40 lat (dwie) (28,57%) zaobserwowano obecnos¢ A.actinomycetecommitans za

pomocg metody LAMP.
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Tabela 15 - Wykrywalnos¢ bakterii A.actinomycetemcommitans za pomocq testu

LAMP w buforze TE, w zaleinosci od badanych zmiennych.

Zmienna Wartosé testu (Chi?) p-warto§é
pte¢ 1,04 0,30
wiek 9,35 0,00931

diagnoza 1,59 0,10

status palenia 1,06 0,30
Etap 0,31 0,85
stopien 2,55 0,27
stabilno$¢é 0,86 0,35
PD (mm) Z=0,47 0,63
Gl Z=-0,03 0,96
SBI Z=-2,37 0,01
CAL (mm) Z=0,03 0,97
P Z=-1,78 0,07

U Z=-0,50 0,61

w Z=-0,59 0,54
PUW -Z Z=-0,88 0,37

A.actinomycetemcommitans; LAMP (bufor “Difast™)

Natomiast u zadnej sposrdd 35 osob, u ktorych przeprowadzono test LAMP w buforze

,Difast”, nie wykryto bakterii A.actinomycetemcommitans .

A.actinomycetemcommitans; PCR (bufor TE)

Wsrod 58 osdb, u ktorych przeprowadzono test PCR dla A.actinomycetemcommitans w
buforze TE, bakteri¢ wykryto u 8 (13,79%). Nie zaobserwowano statystycznie istotnej
zaleznosci pomiedzy obecnoscig bakterii wykrytej testem PCR z wykorzystaniem buforu
TE, a badanymi zmiennymi, z wyjatkiem wieku (p=0,02) oraz stopnia zaawansowania

choroby (p=0,03). Szczegoty przedstawiajg ryciny 19, 20 oraz tabela 16.
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Roznice w detekcji A.actinmycetemcommitans za
pomoca metody PCR w 3 grupach wiekowych

18-30 LAT 31-40 LAT POW 40 LAT

mtak nie
Rycina 19 - Wykrywalnosé A.actinomycetecommitans za pomocq metody PCR (bufor TE) w zaleinosci

od wieku

Zaobserwowano statystyczne istotne zaleznosci pomiedzy trzema grupami wiekowymi.
U os6b w przedziale wiekowym 18-30 lat (dwie) (25.00%), 31-40 lat (dwie) (25.00 %)

oraz powyzej 40 lat (cztery)50.00%) wykryto obecno$¢ 4.actinomycetecommitans.

Rdéznice w stopniu zaawansowania
A.actinomycetemcommitans wykonany za pomoca
PCR w buforze TE

o

B C

mtak nie

Rycina 20 - Wykrywalnosé¢ A.actinomycetecommitans za pomocg metody PCR (bufor TE) w zaleznosci od

stopnia zaawansowania choroby przyzebia.
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Zaobserwowano roznice w stopniu zaawansowania choroby: u nikogo z badanych nie
stwierdzono stopnia A (0,00%), u szesciu stwierdzono stopien B (75,00%), a dwoch

(25,00%) stopien C choroby.

Tabela 16 - Wykrywalnosé bakterii A.actinomycetemcommitans za pomocq testu PCR

dla w buforze TE, w zaleinosci od badanych zmiennych.

Zmienna Wartos¢ testu (Chi?) p-warto§é
pte¢ 2,08 0,14
wiek 7,25 0,02

diagnoza 3,01 0,08

status palenia 0,08 0,77
Etap 1,44 0,48
stopien 6,73 0,03
stabilno$¢ 1,28 0,25
PD (mm) Z=-0,54 0,58
Gl Z=0,72 0,46
SBI Z=-1,62 0,10
CAL (mm) Z=-0,47 0,63
P Z=-0,82 0,41

U Z=0,51 0,60

w Z=-0,74 0,45
PUW -Z Z=-0,03 0,97

A.actinomycetemcommitans; PCR (bufor “Difast”)

Wisrod 35 o0sob, u ktorych wykonano test PCR dla A.actinomycetemcommitans w buforze
,,Difast”, bakterie wykryto u pigciu (14,29%), nie zaobserwowano statystycznie istotnej
zalezno$ci pomiedzy obecnoscig bakterii, a badanymi zmiennymi. Szczegotowy opis

grup zawarty zostat w indeksie.
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A.actinomycetemcommitans; Real-Time PCR (bufor TE)

Wsrod 57  o0sdb, u ktorych przeprowadzono test Real-Time PCR dla
A.actinomycetemcommitans w buforze TE, bakterie wykryto u 8 oséb (14,04%), nie
zaobserwowano statystycznie istotnej zalezno$ci pomigdzy obecno$cig bakterii, a
zmiennymi. Szczegdtowy opis wynikdw poszczegolnych grup zawarty zostat w indeksie.

A.actinomycetemcommitans; Real time PCR (bufor Difast)

Wsrod 32 osob, u ktorych przeprowadzono test Real-Time PCR dla A.a w buforze
,Difast”, bakterie wykryto u dwoch (5,88%). Nie zaobserwowano statystycznie istotnej
zaleznosci pomiedzy obecnoscig bakterii wykrytej testem Real-Time ,,Difast”, a
badanymi zmiennymi z wyjatkiem glebokosci kieszonki (p=0,04) oraz SBI (p=0,04).
Szczegobty przedstawiaja ryciny 21, 22 oraz tabela 17.

Real time PCR
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A.actinomycetemcommitans (Bufor Difast)

Rycina 21 - Zaleinos¢ wykrywalnosci A.actinomycetemcommitans za pomocq testu Real time PCR

(bufor Difast) od zmiennej PD.

Wykazano istotnie statystyczng zalezno$¢ pomigdzy  obecnos$cig  bakterii
A.actinomycetemcommitans wykrytej testem Real-Time ,,Difast”, a zmienng PD

(p=0,04).
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Real time PCR
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Rycina 22 - Zaleinos¢ wykrywalnosci A.actinomycetemcommitans za pomocq testu Real time PCR

(bufor Difast) od zmiennej SBI.

Wykazano  statystycznie istotng zalezno$¢ pomiedzy obecnoscig  bakterii
A.actinomycetemcommitans wykrytej testem Real-Time PCR z wykorzystaniem buforu

»Difast”, a zmienng SBI (p=0,04).
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Tabela 17 - Wykrywalnos¢ bakterii A.actinomycetemcommitans za pomocq testu Real

Time dla (bufor ,,Difast”) w zaleinosci od badanych zmiennych.

Zmienna Wartosé testu (Chi?) p-warto§é
pte¢ 0,18 0,66
wiek 1,68 0,43

diagnoza 0,02 0,88

status palenia 0,26 0,60
Etap 2,01 0,36
stopien 2,77 0,24
stabilno$¢ 1,76 0,18
PD (mm) Z=-1,97 0,04
Gl Z=0,65 0,51
SBI Z=2,04 0,04

CAL (mm) Z=-0,84 P=0,39

P Z=-0,14 P=0,88

U Z=0,47 P=0,63

W Z=0,07 P=0,94

PUW-Z Z=0,25 P=0,79

4.2.3. Zaleznosci pomiedzy wykrywalnoscia obecnosci F.nucleatum za pomoca
testow LAMP, Real-Time PCR, PCR a badanymi zmiennymi.

F. Nucleatum; LAMP (bufor TE)

Wsrod 58 osob, u ktorych przeprowadzono test LAMP F. Nucleatum w buforze TE,
bakteri¢ te wykryto u 15 (25,86%), nie zaobserwowano statystycznie istotnej zaleznos$ci
pomigdzy obecno$cig bakterii, a badanymi zmiennymi. Szczegoétowy opis wynikow

poszczegolnych grup zawarty zostal w indeksie.
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LAMP (bufor ,,Difast™)

Wsrod 35 osob, u ktorych przeprowadzono test LAMP F. Nucleatum w buforze ,,Difast”,
bakteri¢ wykryto u pigciu (14,29%). Nie zaobserwowano statystycznie istotnej zaleznos$ci
pomigdzy obecno$cig bakterii, a badanymi zmiennymi, z wyjatkiem statusu palenia

(p=0,02). Szczegoty przedstawiajg ryciny 23 oraz tabela 18.

Zaleznos¢ pomiedzy wykryciem bakterii F. nucleatum a
statusem palenia/LAMP w buforze Difast

NIE TAK

Palenie Tak M Palenie Nie

Rycina 23 - Wykrywalnosé¢ bakterii F.nucleatum za pomocq testu LAMP w buforze Difast w zaleznosci

od statusu palenia

Wykryto istotng zalezno$¢ pomiedzy detekcja patogenu F.nucleatum, a statusem palenia.
Wszystkie osoby, u ktorych stwierdzono obecnos¢ bakterii (5 osob) (100,00%), byty
palaczami. Test wykonano za pomocg metody LAMP z wykorzystaniem buforu ,,Difast”.



WYNIKI 72

Tabela 18 - Wykrywalnosc bakterii F. Nucleatum za pomocq testu LAMP (bufor Difast)

w zaleznosci od badanych zmiennych. zmiennymi.

Zmienna Wartosé testu (Chi?) p-warto$é
pte¢ 0,19 0,66
wiek 1,33 0,51

diagnoza 0,01 0,93

status palenia 5,01 0,02
Etap 0,53 0,76
stopien 1,56 0,45
stabilno$¢é 0,01 0,94
PD (mm) Z=-1,10 0,26
Gl Z=1,69 0,08
SBI Z=0,68 0,49
CAL (mm) Z=0,68 0,49
P Z=-1,36 0,17

U Z=1,08 0,27

W Z=1,20 0,22
PUW-Z Z=0,96 0,33

F. Nucleatum; PCR (bufor TE)

Wisrod 58 pacjentoéw, u ktorych przeprowadzono test PCR na obecnos¢ F. Nucleatum w
buforze TE, bakteri¢ wykryto u 13 osob (22,41%). Nie zaobserwowano statystycznie
istotnej zaleznosci pomigdzy obecno$cig bakterii, a zmiennymi. Szczegdétowy opis

wynikow poszczegdlnych grup zawarty zostat w indeksie.

F. Nucleatum; PCR (bufor ,,Difast”)

Wsrod 35 osob, u ktorych przeprowadzono test PCR na obecnosé F. Nucleatum ,,Difast”,
bakteri¢ wykryto u 6 osob (17,14%). Nie zaobserwowano statystycznie istotnej
zaleznosci pomiedzy obecnos$cig bakterii a zmiennymi. Szczegdtowy opis grup zawarty

zostal w indeksie.
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F. Nucleatum; Real Time PCR (bufor TE)

Wsrdéd 54 oséb, u ktérych przeprowadzono test Real-Time PCR na obecno$é
F.Nucleatum bufor TE, bakteric wykryto u 12 (22,22%). Nie zaobserwowano
statystycznie istotnej zaleznosci pomigdzy obecno$cig bakterii, a zmiennymi.

Szczegdtowy opis wynikow poszczegolnych grup zawarty zostat w indeksie.

F. Nucleatum; Real-Time PCR (bufor “Difast”)

Wsrod 33 pacjentéw, u ktorych przeprowadzono test Real-Time na obecnosc
F.Nucleatum ,Difast”, bakteric wykryto u 13 (39,39%). Nie zaobserwowano
statystycznie istotnej zaleznosci pomiedzy obecnoscig bakterii, a zmiennymi.

Szczegbdtowy opis wynikdéw poszczegdlnych grup zawarty zostal w indeksie.

4.2.4. Zaleznosci pomiedzy wykrywalnoscig obecnosci T. forsythia za pomocq testow

LAMP, Real-Time PCR, PCR, a badanymi zmiennymi

T. forsythia; LAMP (bufor TE)

Wsrod 58 osoéb, u ktorych przeprowadzono test LAMP na obecno$¢ T.Forsythia w
buforze TE, bakteri¢ wykryto u 10 (17,24%). Nie zaobserwowano statystycznie istotnej
zalezno$ci pomigdzy obecnos$cig bakterii, a badanymi zmiennymi. Szczegdlowy opis

wynikow poszczegolnych grup zawarty zostat w indeksie.

T. forsythia; LAMP (bufor ,,Difast”)

Wisrdd 35 pacjentdéw, u ktérych przeprowadzono test LAMP na obecnos$¢ 7. Forsythia w
buforze ,,Difast”, bakteri¢ wykryto u dwoch (5,71%). Nie zaobserwowano statystycznie
istotnej zalezno$ci pomiedzy obecnoscig bakterii, a zmiennymi. Szczegdlowy opis grup

zawarty zostal w indeksie.



WYNIKI 74

T. forsythia; PCR (bufor TE)

Wsréd 58 osob, u ktorych przeprowadzono test PCR na obecnosé¢ 7. Forsythia w buforze
TE, bakterie wykryto u 10 (17,24%). Nie zaobserwowano statystycznie istotnej
zalezno$ci pomiedzy obecnoscig bakterii, a zmiennymi. Szczegoétowy opis wynikow

poszczego6lnych grup zawarty zostat w indeksie.

T. forsythia; PCR (bufor ,,Difast™)

Wsrdd 35 osob, u ktorych wykonano test PCR na obecno$¢ T Forsythia w buforze
,,Difast” bakterie wykryto u czterech (11,43%). Nie zaobserwowano statystycznie istotnej
zalezno$ci pomigdzy obecnoscig bakterii, a badanymi zmiennymi, z wyjatkiem stopnia
zaawansowania choroby (p=0,04) oraz wskaznika CAL (p=0,04). Szczegoly
przedstawiajg ryciny 24, 25 oraz tabela 19.

T. Forsythia, Difast PCR

A B C

Stopien zaawansowania choroby

®tak nie
Rycina 24 - Wykrywalnosé T. forsythia za pomocg metody PCR (bufor Difast) w zaleinosci od stopnia

zaawansowania choroby przyzebia.

Bakteri¢ T.forsythia wykryto u dwoch osob ze zdiagnozowanym stopniem A choroby, u
7 ze stopniem B 1 dwoch ze stopniem C (p=0,04).
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PCR

6,0

55

4,5

0 Mediana
4.0 [ 25%-75%
3.5 o I Min-Maks
3,0

2,5

CAL ( Clinical Attachment Level ),mm

2,0

1,5
T. Forsythia (Bufor Difast)

Rycina 25 - Zaleznos¢ wykrywalnosci  T. forsythia za pomocg testu PCR (bufor Difast) od zmiennej
CAL.

Wykazano statystycznie istotng zalezno$¢ pomiedzy obecnoscia bakterii T forsythia

wykrytej testem PCR z wykorzystaniem buforu ,,Difast”, a zmienng CAL (p=0,04).
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Tabela 19 - Wykrywalnos¢ bakterii T. Forsythia za pomocg metody PCR w buforze

wDifast” w zaleznosci od badanych zmiennych.

Zmienna Wartosé testu (Chi?) p-warto§é
ple¢ 0,03 0,87
wiek 0,69 0,70

diagnoza 0,18 0,67

status palenia 0,62 0,43
Etap 4,39 0,11
stopien 6,21 0,04
stabilno$¢é 0,08 0,78
PD (mm) Z=0,00 1,00
Gl Z=-0,36 0,71
SBI Z=-0,20 0,83
CAL (mm) Z=1,99 0,04
P Z=-0,15 0,87

U Z=0,82 0,40

w Z=0,72 0,46
PUW -Z Z=111 0,26

T. forsythia; Real-Time PCR (bufor TE)

Wsrod 48 0sob, u ktorych przeprowadzono test Real-Time PCR na obecnos¢ T, Forsythia
Bufor TE, bakteri¢ wykryto u 31 (64,58%). Nie zaobserwowano statystycznie istotnej
zalezno$ci pomigdzy obecnos$cig bakterii ,a badanymi zmiennymi. Szczegdtowy opis

grup zawarty zostal w indeksie.

T. forsythia; Real Time PCR (bufor ,,Difast”)

Wsrod 22 pacjentdw, u ktorych przeprowadzono test Real-Time PCR na obecno$é
T Forsythia w buforze ,,Difast”, bakteri¢ wykryto u 14 (63,64%). Nie zaobserwowano
statystycznie istotnej zalezno$ci pomiedzy obecnoscig bakterii, a zmiennymi.

Szczegotowy opis grup zawarty zostat w indeksie.
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4.3. Kwantyfikacja periopatogenéw

W tabelach 26-30 przedstawiono wyniki badan trzech testow diagnostycznych: LAMP,

PCR oraz Real-Time PCR dla poszczegdlnych bakterii w buforze TE oraz za pomoca

testu ,,Difast” w grupie chorych, natomiast grupa kontrolna nie zostata uwzglgdniona.

Skuteczno$¢ wykrywania bakterii przy wykorzystaniu poszczegdlnych testow oceniono

za pomocg krzywych ROC 1 opisano w dalszej czesci pracy.

LAMP (bufor TE)

T. FORSYTHIA GRUPA KONTROLNA -
T. FORSYTHIA GRUPA CHORYCH
F. NUCLEATUM GRUPA KONTROLNA (iGN
F. NUCLEATUM GRUPA CHORYCH
A.ACTINMYCETEMCOMMITANS GRUPA KONTROLNA [ 1
A.ACTINMYCETEMCOMMITANS GRUPA CHORYCH 7
P. GINGIVALIS GRUPA KONTROLNA [l

P. GINGIVALIS GRUPA CHORYCH

48

15

27 |

10 20 30 40 50 60

Rycina 26 - Porownanie czestotliwosci wystgpowania bakterii w grupie chorych (badanej) oraz

kontrolnej wykrytych testem LAMP w buforze TE.

Real time PCR (bufor TE)

T. FORSYTHIA GRUPA KONTROLNA | O

T. FORSYTHIA GRUPA CHORYCH

F. NUCLEATUM GRUPA KONTROLNA | 0

F. NUCLEATUM GRUPA CHORYCH
A.ACTINMYCETEMCOMMITANS GRUPA KONTROLNA l
A.ACTINMYCETEMCOMMITANS GRUPA CHORYCH

P. GINGIVALIS GRUPA KONTROLNA |2l

P. GINGIVALIS GRUPA CHORYCH

17

12

21

5 10 15 20 25

Rycina 27 - Poréwnanie czestotliwosci wystgpowania bakterii w grupie chorych oraz kontrolnej wykrytych testem

Real Time PCR w buforze TE.
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PCR (bufor TE)

T. FORSYTHIA GRUPA KONTROLNA |EN
T. FORSYTHIA GRUPA CHORYCH 48
F. NUCLEATUM GRUPA KONTROLNA | 0
F. NUCLEATUM GRUPA CHORYCH 13
A.ACTINMYCETEMCOMMITANS GRUPA KONTROLNA | 0
A.ACTINMYCETEMCOMMITANS GRUPA CHORYCH 8

P. GINGIVALIS GRUPA KONTROLNA (il

P. GINGIVALIS GRUPA CHORYCH 12

0 10 20 30 40 50 60

Rycina 28 - Poréwnanie czestotliwosci wystgpowania bakterii w grupie chorych oraz kontrolnej

wykrytych testem PCR w buforze TE.

LAMP (bufor D Fast)

T. FORSYTHIA
F. NUCLEATUM
A.ACTINMYCETEMCOMMITANS

P. GINGIVALIS

Rycina 29 - Czestotliwosé wystegpowania bakterii w grupie chorych (badana) wykrytych testem LAMP w

buforze Difast.
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Real Time PCR (bufor D Fast)

T. FORSYTHIA
F. NUCLEATUM
A.ACTINMYCETEMCOMMITANS

P. GINGIVALIS

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Rycina 30 - Czestotliwosé wystegpowania bakterii w grupie chorych wykrytych testem Real Time PCR w
buforze ,,Difast”.

PCR (bufor D Fast)

T. FORSYTHIA
F. NUCLEATUM
A.ACTINMYCETEMCOMMITANS

P. GINGIVALIS

Rycina 31 - Czestotliwosé wystgpowania bakterii w grupie chorych wykrytych testem PCR w buforze
Difast.
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4.4. Czulos¢ oraz Swoistos¢ Testow wykorzystanych w badaniu

W oparciu o wyniki badan skonstruowano odpowiednie tabele kontyngencji, w ktérych
okreslono ilos¢ wynikoéw prawdziwie dodatnich (ang. True Positives — TP), prawdziwie
ujemnych (ang. True Negatives - TN), falszywie dodatnich (ang. False Positives — FP) i
falszywie ujemnych (ang. False Negatives — FN), a na ich podstawie okreslono
wymienione powyzej wskazniki. Czutos¢ testu diagnostycznego, czyli zdolno$é danej
metody diagnostycznej do wykrycia rzeczywistej obecnosci danego patogenu, obliczono
wg WZzoru:
TP czutos¢ = TP +FN
Swoistos¢ kazdej metody, czyli zdolnosé¢ danego badania diagnostycznego do okreslenia
0sob, u ktorych w rzeczywistosci nie stwierdza si¢ obecnosci danego patogenu, obliczono
Wg Wzoru:
TN swoistos¢ = FP+TN
Dla kazdej metody okreslono rowniez pozytywna wartos¢ predykcyjna (ang. Positive
Predictive Value — PPV) oraz negatywna wartos¢ predykcyjna (ang. Negative Predictive
Value — NPV). Wartos¢ PPV wskazuje, z jakim prawdopodobienstwem u pacjenta, u
ktorego stwierdzono obecnos¢ badanego patogenu z uzyciem danej metody (np. LAMP,
Real-Time PCR czy PCR), rzeczywiscie bakterie te sa obecne, tj. wykryte za pomoca
ztotych standardow (Real-Time PCR oraz PCR). Warto$¢ NPV z kolei obrazuje, z jaka
pewnosciag mozna stwierdzi¢, ze u osoby, u ktorej nie stwierdzono obecnosci danego
patogenu w badaniu LAMP, Real-Time PCR czy PCR, rzeczywiscie nie stwierdza sie¢
obecnosci patogenu. Aby okresli¢ te dwie wartosci zastosowano ponizsze wzory:
TP PPV = TP+FP
TN NPV =FN +TN

Detekcja produktow wzrokiem (zel agarozowy) zaktada, ze zmienna ze swej natury jest
dychotomiczna i nie ma mozliwosci uzyskania wyniku posredniego.

W badaniu z wykorzystaniem testow diagnostycznych LAMP, Real-Time PCR uzyskuje
sie konkretny wynik liczbowy, dlatego w celu okreslenia odpowiedniego punktu,
wykreslono krzywg ROC i dokonano analizy (ang. Receiver Operator Characteristics).
PCR w czasie rzeczywistym opiera si¢ na amplifikacji okre§lonego fragmentu DNA,
uzywanego jako matrycy do generowania milionéw kopii. PCR w czasie rzeczywistym

r6zni si¢ od konwencjonalnego PCR, poniewaz umozliwia ciggle monitorowanie DNA
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wytwarzanego w kazdym cyklu przy uzyciu barwnikow fluoroforowych. Fluorescencja
jest uwalniana za kazdym razem, gdy syntetyzowana jest nowa kopia DNA, a zatem ilo$¢
fluorescencji jest proporcjonalna do ilosci wyprodukowanego DNA.

Wyniki PCR w czasie rzeczywistym sa wizualizowane na wykresie amplifikacji.
Fluorescencja jest przedstawiona na osi Y, podczas gdy liczba cykli PCR jest wykreslona
na osi X. Krzywa amplifikacji sktada si¢ z fazy poczatkowej, w ktorej wytwarzana
fluorescencja jest ponizej poziomu detekcji termocyklera, drugiej fazy, w ktorej
fluorescencja wzrasta (jest to przyrost wyktadniczy na poczatku fazy) i trzeciej fazy
(plateau), w ktorej reakcja konczy sig, a fluorescencja jest stabilizowana. W drugiej fazie
mozna ustawi¢ warto$¢ progowa, ktora wskazuje obszar wzrostu wykladniczego.
Typowym wynikiem analizy PCR w czasie rzeczywistym z systemem detekcji opartym
na barwniku, jest wykres amplifikacji z krzywa dla kazdego detektora. Poniewaz poziom
sygnatu fluorescencji jest zmienny w zalezno$ci od barwnika, warto$¢ progowa bedzie
ustawiana niezaleznie dla kazdej krzywej. Sygnal wzmocnienia dla kazdego barwnika
(SYBR 1) bedzie uwazany za dodatni, gdy krzywa detektora przekracza jego wartosc¢
progowa. Dlatego probki beda uwazane za pozytywne (obecnos¢ patogenu), jesli
wykazuja pozytywny sygnat FAM.

Po ustaleniu obecnosci danego patogenu, mozliwym jest wykreslenie krzywej w uktadzie
wspotrzednych, w Ktorym na osi X zaznacza sie wartosé 1 - swoistosé, a na osi y - czutosc.
Nastepnie analizowane jest pole pod wykresem (ang. Area Under the Curve — AUC),
AUC znajduje si¢ w przedziale <0;1>. Im warto§¢ jest wyzsza, tym wartos¢
diagnostyczna testu jest lepsza. Istotne jest rowniez, aby pole to byto statystycznie istotnie
rozne od wartosci 0,5, przy ktorej krzywa przecina wykres na pot, co sugeruje o tym, ze

wartos$¢ badania diagnostycznego jest taka sama, jak losowy przydziat do kazdej z grup.

4.4.1. Poréwnanie detekcji P.gingivalis zwykorzystaniem metody LAMP (Bufor TE)
oraz PCR P.gingivalis (Bufor TE) w grupie chorych (badana).
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Tabela 20 - Wartosci kontyngencji dla P.gingivalis (Bufor TE) analizowanej za pomocq
metody PCR.

Real-Time PCR Real-Time PCR
P. gingivalis P. gingivalis Suma
Bufor TE (Nie) Bufor TE (Tak)
PCR
P. gingivalis 81 (76,42%) 13 (12,26%) 94 (88,67%)
(Bufor TE) Nie
PCR
P. gingivalis 4 (3,77%) 8 (5,55%) 12(11,32%)
(Bufor TE) Tak
Ogotem 85 (80,19%) 21 (19,44%) 106

Ryzyko eksponowanych, czyli tak zwana dodatnia warto$¢ predykcyjna (PPV) wyniosta
0,667. Ryzyko nieeksponowanych, czyli tak zwana ujemna warto$¢ predykcyjna (NPV)
wyniosta 0,862. Ryzyko wzgledne (RR) wyniosto 4,821. Doktadnos¢ (ACC) wyniosta
0,840, czuto$¢ (Sensitivity) 0,381, specyficzno$¢ (Specificity) 0,953, a wskaznik J
Youdena 0,334.

Tabela 21 - Wartosci kontyngencji dla P.gingivalis w buforze TE analizowanej za

pomocq metody PCR.
Real-Time PCR Real-Time PCR
P. gingivalis P. gingivalis Suma
Bufor TE (Nie) Bufor TE (Tak)
LAMP
P. gingivalis 79 (73,15%) 5 (4,63%) 84 (77,78%)
Bufor TE Nie
LAMP
P. gingivalis 6 (5,56%) 18 (16,67%) 24 (22,22%)
Bufor TE Tak
Ogotem 85 (78,70%) 23 (21,30%) 108
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Ryzyko eksponowanych, czyli tak zwana dodatnia warto$¢ predykcyjna (PPV) wyniosta
0,7500. Ryzyko nieeksponowanych, czyli tak zwana ujemna warto$¢ predykcyjna (NPV)
wyniosta 0,940. Ryzyko wzgledne (RR) wyniosto 12,600. Doktadno$¢ (ACC) wyniosta
0,898, czulo$¢ (Sensitivity) 0783, specyficznos¢ (Specificity) 0,929, a wskaznik J
Youdena 0,712.

Zaobserwowano statystycznie istotng roznicg w wykrywaniu bakterii P.gingivalis
pomigdzy testami LAMP i PCR P=0,006 — test LAMP byt istotnie lepszy od testu PCR.
Wykres ROC

1,0

0,8 |
p.gingivalis

0,6 +
Bufor TE

Czutosé

QAT Real time PCR

0,2t

ol
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

1-Specyficznos¢

Rycina 32 - Wykres krzywych ROC dla P. gingivalis (bufor TE).

Wykres wskazuje na istotnie lepszy poziom detekcji bakterii P.gingivalis za pomoca testu

LAMP w porownaniu z testem PCR

4.4.2. Poréwnanie detekcji T.Forsythia z wykorzystaniem metody LAMP (Bufor TE)
oraz Real-Time PCR T.Forsythia (Bufor TE) (Bufor TE) w grupie chorych
(badana).

Za ztoty standard wykrywania bakterii przyjeto test PCR w buforze TE. W odniesieniu
do niego, obliczono liczb¢ wynikéw prawdziwie dodatnich, prawdziwie ujemnych,

fatszywie dodatnich oraz fatszywie ujemnych dla testu LAMP.
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Tabela 22 - Wartosci kontyngencji dla T. forsythia (Bufor TE) analizowanej za pomocqg

metody LAMP.

Bufor TE (Tak)

PCR PCR
T. Forsythia T. Forsythia Suma
Bufor TE ( Nie) Bufor TE (Tak)

LAMP

T. Forsythia TN= 44 (75,86%) FN= 4 (6,90%) 48 (82,76%)
Bufor TE (Nie)

LAMP

T. Forsythia FP=4 (6,90%) TP=6 (10,34%) 10 (17,24%)

Ogodtem

48 (82,76%)

10 (17,24%)

58

Ryzyko eksponowanych, czyli tak zwana dodatnia warto$¢ predykcyjna (PPV) wyniosta

0,917. Ryzyko nieeksponowanych, czyli tak zwana ujemna warto$¢ predykcyjna (NPV)

wyniosta 0,600. Ryzyko wzgledne (RR) wyniosto 2,292. Doktadnos¢ (ACC) wyniosta

0,862, czutos¢ (Sensitivity) 0,917, specyficznos¢ (Specificity) 0,600, a wskaznik J

Youdena 0,517.

Za zloty standard wykrywania bakterii przyj¢to test PCR Salinie. W odniesieniu do niego,

obliczono liczbe wynikow prawdziwie dodatnich, prawdziwie ujemnych, falszywie

dodatnich oraz fatszywie ujemnych dla testu Real-Time PCR.

Tabela 23 - Wartosci kontyngencji dla T. forsythia (Bufor TE) analizowanej za pomocq

metody Real-Time PCR.

PCR PCR
T. Forsythia T. Forsythia Suma
Bufor TE (Nie) Bufor TE (Tak)

Real-time PCR

T. Forsythia 11 (23,91%) 6 (13,04%) 17 (36,96%)
Bufor TE (Nie)
Real-time PCR

T. Forsythia 25 (54,35%) 4 (8,70%) 29 (63,04%)
Bufor TE (Tak)

Ogot 36 (78,26%) 10 (21,74%) 46
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Ryzyko eksponowanych, czyli tak zwana dodatnia warto$¢ predykcyjna (PPV) wyniosta
0,647. Ryzyko nieeksponowanych, czyli tak zwana ujemna warto$¢ predykcyjna (NPV)
wyniosta 0,138. Ryzyko wzgledne (RR) wyniosto 0,751. Doktadnos¢ (ACC) wyniosta
0,326, czuto$¢ (Sensitivity) 0,306, specyficzno$¢ (Specificity) 0,400, a wskaznik J
Youdena - 0,294.

Wykazano statystycznie istotng réznice w wykrywaniu bakterii T.Forsythia przy
zastosowaniu testow LAMP Bufor TE i Real-Time PCR (Bufor TE) w odniesieniu do
testu PCR Bufor TE — p=0,0000 w badanej grupie. Lepsza wykrywalno$¢ tej bakterii

uzyskano za pomocg testu LAMP w poréownaniu z testem Real-Time PCR.

Wykres ROC

10 F

0,8

I. Forsythia

06

Czutosé

04t Bufor TE

0,2 ¢

Real time PCR |

0,0

00 02 04 06 08 1,0
1-Specyficznosc

Rycina 33 - Wykres krzywych ROC dla T. forsythia (bufor TE).

Wykres obrazuje istotnie lepszy poziom detekcji bakterii T. forsythia za pomoca testu

LAMP w pordéwnaniu z testem Real-Time PCR.

4.4.3. Porownanie detekcji F. Nucleatum (bufor DiFast) z wykorzystaniem metody
LAMP (Bufor TE) oraz metody Real-Time F.Nucleatum PCR (Bufor ,,Difast”)
(Bufor TE) w grupie chorych (badana).
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Za ztoty standard wykrywania bakterii przyjeto test PCR w buforze TE. W odniesieniu
do niego, obliczono liczbe wynikéw prawdziwie dodatnich, prawdziwie ujemnych,

falszywie dodatnich oraz falszywie ujemnych dla testu LAMP.

Tabela 24 - Wartosci kontyngencji dla F.nucleatum (bufor ,,Difast”) analizowanej za

pomocqg metody LAMP.
PCR PCR
Suma
Bufor “Difast” Nie | Bufor “Difast” Tak
LAMP
TN= 29 (82,86%) FN=1 (2,86%) 30 (85,71%)
Bufor “Difast” Nie
LAMP
FP=0 (0,00%) TP=5 (14,29%) 5 (14,29%)
Bufor “Difast” Tak
Ogotem 29 (82,86%) 6 (17,14%) 35

Ryzyko eksponowanych, czyli tak zwana dodatnia warto$¢ predykcyjna (PPV) wyniosta
0967. Ryzyko nieeksponowanych, czyli tak zwana ujemna warto$¢ predykcyjna (NPV)
wyniosta 1,000. Doktadnos¢ (ACC) wyniosta 0,971, czulo$¢ (Sensitivity) 1,000,
specyficznos¢ (Specificity) 0,833, a wskaznik J Youdena 0,833.

Za ztoty standard wykrywania bakterii przyjeto test PCR D Fast. W odniesieniu do niego,
obliczono liczb¢ wynikow prawdziwie dodatnich, prawdziwie ujemnych, falszywie

dodatnich oraz fatszywie ujemnych dla testu Real-Time PCR.
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Tabela 25 - Wartosci kontyngencji dla F.nucleatum (Bufor ,,Difast”) analizowanej za

pomocq metody Real-Time PCR.

PCR PCR
Suma
Bufor “Difast” (Nie) | Bufor “Difast” (Tak)
Real time PCR
15 (45,45%) 5 (15,15%) 20 (60,60%)
Bufor “Difast” (Nie)
Real time PCR
12 (36,37%) 1 (3,03%) 13 (39,40%)
Bufor “Difast” (Tak)
Ogotem 27 (81,82%) 6 (18,18%) 33

Ryzyko eksponowanych, czyli tak zwana dodatnia warto$¢ predykcyjna (PPV) wyniosta
0,750. Ryzyko nieeksponowanych, czyli tak zwana ujemna warto$¢ predykcyjna (NPV)
wyniosta 0,077. Ryzyko wzgledne (RR) wyniosto 0,813. Doktadnos¢ (ACC) wyniosta
0,485, czutos¢ (Sensitivity) 0,556, specyficzno$¢ (Specificity) 0,167, a wskaznik J
Youdena - 0,278.

Wykazano statystycznie istotng roznice w wykrywaniu bakterii F. Nucleatum za pomocag
testow LAMP ,,Difast” i Real-Time PCR ,,Difast” w poréwnaniu z testem PCR ,,Difast”
— p=0,0000 w badanej grupie. Lepsza wykrywalnos¢ tej bakterii uzyskano za pomoca
testu LAMP w poréwnaniu z testem Real-Time PCR.
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Wykres ROC

F. Nucleatum

Bufor Difast

Czutosc

Beal 'Eime .PCR,
0,00,20,40,60,81,0

1-Specyficznos¢

Rycina 34 - Wykres krzywych ROC dla F. Nucleatum (bufor Difast).

Wykres obrazuje istotnie lepszy poziom detekcji bakterii F.nucleatum za pomocg testu

LAMP w poréwnaniu z testem Real-Time PCR przy wykorzystaniu buforu ,,Difast”.

4.5. Krzywe wzorcowe

Stezenie maksymalne zawarte w krzywej wzorcowej o wartosci, 1.000, zostato uzyskane
z puli pacjentdow, u ktdrych stwierdzono obecno$§¢ DNA danych patogendw. Dla kazdej
krzywej wzorcowej pozyskano 10ul bakteryjnego DNA. Kolejne stezenia zostaty
uzyskane poprzez seryjne rozcienczenie. Stezenie o wartosci 0.600 zostalo uzyskane
poprzez pobranie 4ul stezenia o wartosci 1.000 i przetransferowanie do 6ul sterylnej soli
fizjologicznej. Kolejne stgzenia uzyskiwano stosujac ten sam proces rozcienczenia. Po
uzyskaniu odpowiedniej ilo$ci rozcienczen, stworzona zostata krzywa wzorcowa, na
bazie, ktorej mozliwym bylo oszacowanie wyjsciowe] liczby kopii DNA danego
patogenu oraz wyznaczenie efektywnosci danego testu w oparciu o wartos$ci cykli
progowych (C¢) osiagnietych dla okreslonych stezen poczatkowych DNA. Ponizej
przedstawiono krzywe wzorcowe wraz z wykresami temperatur topnienia bakteryjnego
DNA.
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N R R R N R

1.000 0.600 0.360 0.216 0.130 0.078

Rycina 35 - Proces elucji bakteryjnego DNA w celu uzyskania krzywej wzorcowej na bazie,

wygenerowany wyjsciowy numer kopii bakteryjnego DNA.

Porphyromonas gingivalis
Py gng R2=0.89

Efektywnos¢ = 1.01

ktorej zostat

iy auy/| B\

' - Punkt Steienie DNA | Stezenie Kopii

- 1 1.000 0.879

w 2 0.600 0.785

E ™ 3 0.360 0.254

o~ 4 0216 0.300
‘\.\\ 5 0.130 11

ot * 6 0.078
1.000 0.600 0.360 0.216 0.078

Rycina 36 - Krzywa wzorcowa wraz z wykresem temperatury topnienia uzyskana metodg LAMP dla

P.gingivalis. Uzyskano Wartosé R2 = 0.89 oraz efektywnosci 1.01.
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+ A.actinomycetemcomitans
R2=0.89

LAMP

Efektywnos$cé= 1.00

= > N Punkt Stezenie DNA Stezenie Kopii
1 1.000 0.815
- 2 0.600 0.929
" 3 0.360 0.404
= 4 0.216 0.135
. ot ] 5 0.130 0.114
1.000 0.600 0.360 o 0.216 0.130 0.078 6 0.078 0.100

Rycina 37 - Krzywa wzorcowa wraz z wykresem temperatury topnienia uzyskana metodg LAMP dla

A.actinomycetemcomitans. Uzyskano Wartos¢ R2 =0.89 o wydajnosci 1.00.

LAM P * R2=0.87

Efektywno$é= 0.99

o Punkt Stezenie DNA | Steienie kopii
. 1 1.000 1.666
2 1.000 0.968
3 0.600 0.405
4 0.300 0.240
- ! 5 0.216 0.318
1000 1.000  0.600 0300 0216 0130 0078 6 0.130 0127
7 0.130 0.092
8 0.078 0.106

Rycina 38 - Krzywa wzorcowa wraz z wykresem temperatury topnienia uzyskana metodg LAMP dla

F.nucleatum. Uzyskano Wartos¢ R2 = 0.87, o efektywnosci 0. 99.
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Tanarella Forsythia
LAMP * R2=0.90
A Efektywnosé= 1.04
= e S A
Punkt Stezenie DNA | Stezenie kopii
1 1.000 1.489
2 0.600 0.494
N 3 0.360 0.240
— 4 0.078 0.095
1.000 0.600 0.360 0.078

Rycina 39 - Krzywa wzorcowa wraz z wykresem temperatury topnienia uzyskana metodg LAMP dla T.
forsythia. Uzyskano Wartosé R2 = 0.87, o efektywnosci 0.99.

Tanarella Forsythia
R2=0.90

Real time PCR

Efektywnos¢ =1.00

g
o
s
"
A
R
\ / X
= \ 7
S \ //
~ \ — A ) e
S \ R e s
i o N = -
b=y - — T/
= —
: ﬂ % - : e
T
=

1.000 0.600 0.600 0.360 0.216 0.130

Rycina 40 - Krzywa wzorcowa wraz z wykresem temperatury topnienia uzyskana metodg Real-time PCR
dla T.forsythia. Uzyskano wartosé R2 = 0.90, o efektywnosci 1.00.
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Real Time PCR

w
/
JB/
f-1-X
/
/

Porphyromonas gingivalis
AW

s

R2=0.90

P

1.000 0.600 0.360 0.216

0.130 0.078

Punkt stgtenie Stetenie Copil
1 1000 1538
2 0600 0an
3 0360 0347
s o026 0136
s 0130 013
6 007 0103

Rycina 41 - Krzywa wzorcowa wraz 7 wykresem temperatury topnienia uzyskana metodg Real-time PCR dla

P.gingivalis. Uzyskano wartos¢ R2 = 0.90, o efektywnosci 1.00.

Real Time PCR

Aggregatibacter actinomycetemcomitans

/7 | Efektywnosé=1.11

R2=0.80

T - -
1.000 1.000 1.000 0.600

e 7 )
0.600 0.360 0.360 0.360 0.360 0.078

Punkt Steienie DNA Stezenie Kopii
1 1.000 0.778
2 1.000 1.544
3 1.000 1.380
4 0.600 0.677
6 0.600 0.434
6 0.360 0.271
7 0.360 0.299
8 0.360 0.516
9 0.360 0.443
10 0.216 0.081
11 216 0.194
12 0.130 0.121
13 0.130 0.160
14 0.078 0.135

Rycina 42 - Krzywa wzorcowa wraz z wykresem temperatury topnienia uzyskana metodg Real-time PCR

dla A.actinomycetemcomitans. Uzyskano wartos¢ R2 = 0.80, o efektywnosci 1.11.
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Real Time PCR

| R2=0.95
|| Efektywnosé= 1.00

0.600 0.360

Rycina 43 - Krzywa wzorcowa wraz z wykresem temperatury topnienia uzyskana metodg LAMP dla

0.130

F.nucleatum. Uzyskano Wartos¢ R2 = 0.95, o efektywnosci 1.00.

4.6. Liczba kopii bakteryjnego DNA

Na podstawie krzywych wzorcowych wygenerowanych z seryjnych rozcienczen,

uzyskano liczbe kopii poszczegdlnych patogenow.

Tabela 26 - Liczba kopii poszczegolnych szczepow bakterii uzyskanych za pomocq

metody LAMP (bufor TE oraz,,Difast”) w grupie badanej.

Liczba kopii grupa chorych / LAMP n waznych Srednia Mediana | Minimum | Maksimum| Dolny Goérny
P gingivalis ( bufor TE) 22 122996 244066671 0,14 0 1623444 0 18,18
A.actinomycetemcomitans (bufor TE) 14 812,6+2246 4 0,77 0 7995 0 59
T.forsythia (bufor TE) 14 09435 0 0 13 0 0
(bufor TE) 20 21,0£709 0 0 308 0 12
(bufor Difast) 6 0,040,1 0 0 0 0 001

Tabela 27 - Liczba kopii poszczegolnych szczepow bakterii uzyskanych za pomocq

metody Real-time PCR (bufor TE oraz ,,Difast”) w grupie badane;j.

Liczba kopii grupa chorych / Real time PCR n waznych Srednia Mediana | Minimum | Maksimum Dolny Gomy
A.actinomycetemcomitans (bufor TE) 20 03206 008 001 3 001 023
A.actinemycetemcomitans (bufor Difast)
) 8 0,1£0,1 0 0 0 0 0,05
(bufor TE) 23 0,0+0,1 0 0 0 4] 0,02
(bufor Difast) 10 00400 0 0 0 0 0
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Tabela 28 - Liczba kopii poszczegolnych szczepow bakterii uzyskanych za pomocq

metody LAMP (bufor TE oraz ,,Difast”) dla grupy badanej i kontrolnej.

Liczba kopii cata grupa (chorych + kontrola) (LAMP) n waznych Srednia Mediana | Minimum | Maksimum Dolny GOomy
P gingivalis (bufor TE) 22 122996 244066671 0,13 0 1623444 0 18,18
A.actinomycetemcomitans (bufor TE) 17 669.2+2049 9 02 0 7995 0 399
T forsythia (bufor TE) 14 09435 0 0 13 0 0
(bufor TE) 26 1644624 0 0 308 0 144
(bufor Difast) 6 0.0+0,1 0 0 0 0 001

Tabela 29. Liczba kopii poszczegolnych szczepow bakterii uzyskanych za pomocq

metody Real-time PCR (bufor TE oraz ,,Difast”) dla grupy badanej i kontrolnej.

Liczba kopii cata grupa (chorych + kontrola) (Real time PCR) n waznych Srednia Mediana | Minimum | Maksimum Dolny Gomy
A.actinomycetemcomitans (bufor TE) 27 03+0,5 0,13 0 3 001 032
A.actinomycetemcomitans (bufore Difast) 8 0,1+0,1 001 0 0 001 005
T forsythia (bufor TE) 23 0,0+0,1 0 0 0 0 002
T forsythia (bufor Difast) 10 00+00 0 0 0 0 0

Tabela 30. Liczba kopii poszczegolnych szczepow bakterii (test LAMP) w zaleznosci od

plci i statusu palenia.

_ . P — warto§¢ p-warto§¢ dla
Liczba kopii / LAMP : :
dla ptci statusu palenia
P gingivalis (bufor TE) 0,57 04
A.actinomycetemcommitans (bufor TE) 0,16 0,87
T forsythia (bufor TE) 0,89 0,52
(bufor TE) 0,83 0,52
(bufor Difast) 0,66 1

Tabela 31. Liczba kopii badanych szczepow bakterii (test Real-Time PCR) w zaleZnosci

od plci oraz statusu palenia.

. - _ P — warto$§¢ p-warto§¢ dla
Liczba kopii / Real time PCR : .
dla pici statusu palenia
A.actinomycetemcommitans ( bufor TE) 081 042
A.actinomycetemcommitans (bufor Difast) 1 0,24
(TE) 0,16 044
(bufor Difast) 0,33 0,83

Za pomocg testu U Manna-Whitneya (ocena liczby kopii wzgledem pfici oraz statusem

palenia) nie wykazano statystycznie istotnych roznic w zaleznosci od pici.
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Test ANOVA Friedmana z uwzglednieniem wspotczynnika zgodnosci Kendalla,
pozwolit odpowiedzie¢ na pytanie czy istniejg statystycznie istotne roznice pomiedzy
liczba kopii dla poszczegolnych periodontopatogenow. Nie stwierdzono statystycznie
istotnych roznic w liczbie kopii bakteryjnego DNA, A.actinomycetemcomitans
identyfikowanych za pomoca metody LAMP oraz Real-Time PCR z wykorzystaniem
buforu TE oraz F.nucleatum za pomocg metody LAMP z wykorzystaniem Buforu TE.
Z powodu niewystarczajacej ilosci danych, test ANOVA uniemozliwil wykonanie analiz
dla pozostatych szczepow bakteryjnych.

LAMP

O Mediana
[ 25%-75%
p=0.06 T Min-Maks

SO — W——

Liczba Kopii DNA
- O =2 NNwWwdoaono N

Grupa Chorych Grupa Kontrolna

Aggregatibacter actinomycetemcomitans

Rycina 44 - Poréwnanie liczby kopii dla bakterii A.actinomycetemcomitans (metoda LAMP (Bufor TE)
w grupie badanej i kontrolnej.

Stwierdzono (test U Manna Whitneya p=0.06) brak istotnej réznicy w liczbie numeréw
kopii A.actinomycetemcomitans, jednakze liczba badanych przypadkow mogta mieé

wplyw na uzyskana wartosc.

LAMP

12 ——
S 10
o 8 —
= 6l p=0.52 Mediana
S 4l 0 25%-75%
© T Min-Maks
Q 2
: ——
-2

Grupa Chorych Grupa Kontrolna

Rycina 45. Poréwnanie liczby kopii dla bakterii F.nucleatum (metody LAMP, bufor TE) w grupie
badanej i kontrolnej.
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Nie wykazano istotnej roznicy (test U Manna-Whitneya p=0,52) w liczbie numerow kopii
F.nucleatum.

Real time PCR

3,0
25
2,0 |

p=0.10 O Mediana
:'Z [ 25%-75%

T Min-Maks
0.0 C——ao—

-0,5

Liczba Kopii DNA

Grupa Chorych Grupa Kontrolna
Aggregatibacter actinomycetemcomitans
Rycina 46. Poréwnanie liczby kopii dla bakterii A.actinomycetemcomitans za pomocq metody Real-Time

PCR (Bufor TE) w grupie badanej i kontrolnej numeru.

Nie stwierdzono statystycznie istotnej roznicy (test U Manna-Whitneya p=0,10) w liczbie
numerdw kopii A.actinomycetemcomitans.
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DYSKUSJA

Zapalenie przyzebia jest chorobg szeroko rozpowszechniong wsroéd populacji
ludzkiej, bedaca wynikiem oddzialywania wielu czynnikow na tkanki przyzebia.
Najwazniejszym, jednakze czynnikiem etiologicznym sg bakterie [132], a postep |
nasilenie choroby, sg s$cisle uwarunkowane reakcja immunologiczng organizmu na
zwigzane z nimi antygeny. Zrdéznicowana odpowiedZz gospodarza na patogeny
odpowiedzialna za przebieg choroby, zalezna jest od uwarunkowan genetycznych i
srodowiskowych [106]. Konsekwencja uogolnionego stanu zapalnego przyzebia moze
by¢ utrata znacznej czesci uzebienia, a takze wzmozone ryzyko rozwoju m.in. choréb
uktadu sercowo-naczyniowego [105]. Liczne badania wskazuja, ze Kilkaset znanych
gatunkow mikroorganizméw zasiedla jamg ustna, jednakze tylko nieliczne szczepy maja
zdolnos¢ wptywu na wzmozong utrate przyczepu tacznotkankowego [106]. Na podstawie
trzech badan transkryptomicznych Nikhil i wsp. stwierdzili, ze drobnoustroje wczesnie;j
nie uznawane za chorobotworcze mogg przyczyniaé¢ si¢ do rozwoju i nasilenia choroby
przyzebia [106].

W codziennej praktyce stomatologicznej, lekarze dentysci borykaja si¢ | walcza z
nastgpstwami zwigzanymi z zapalaniem przyzgbia. Czgsto stosowana jest niecelowana
terapia antybiotykowa powodujaca wiele niepozadanych skutkéw ubocznych. W celu
ograniczenia potencjalnego zagrozenia wynikajgcego z naduzywania antybiotykow,
poszukuje si¢ coraz doskonalszych technik diagnostycznych, ktore utatwiag detekcje
periodontopatogenow w warunkach ambulatoryjnych. W przeprowadzonych badaniach
opisanych w niniejszej pracy wykorzystano izotermiczng amplifikacje kwasow
nukleinowych LAMP, wskazujgc ja jako technike umozliwiajgcg szybka, czulg i
wiarygodng detekcje gtownych patogenow odpowiedzialnych za ostre i przewlekte stany
zapalne przyzebia. W celu weryfikacji przydatnosci techniki LAMP w badaniach
przyzebia, wykorzystano tancuchows reakcje polimerazy (PCR) oraz tancuchowa reakcje
polimerazy z analizg produktu w czasie rzeczywistym (Real-Time PCR), ktora stanowi
obecnie tzw. ,ztoty standard” diagnostyczny w badaniach periodontopatogendéw. W
ostatnim czasie metody izotermiczne, takie jak LAMP, zyskuja stale rosnaca
popularnos¢. LAMP, podobnie jak Real-Time PCR, cechuje wysoka czutos¢ i

specyficzno$é, jednak wyroznia si¢ znacznie skroconym czasem wykonania oraz prostota
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aparatury niezbgdnej do przeprowadzenia reakcji, a co za tym idzie — istotng
oszczednoscig Srodkow finansowych [108].

Oba typy tancuchowej reakcji polimerazy, PCR i Real-Time PCR, od wielu lat sg
glownym narzedziem diagnostycznym. Reakcja PCR jest testem czulym, aczkolwiek
podatnym na pojawienie si¢ bledow, ktore gtdéwnie wynikaja z obecnoséci w srodowisku
reakcji czynnikow hamujgcych przebieg procesu i wptywajacych na skutecznos¢ reakcji.
Ponadto, koniecznos$¢ posiadania wysoce specjalistycznej aparatury, termocyklera,
czesto wyklucza jej wykorzystanie w warunkach ambulatoryjnych [61]. Reakcja Real-
Time PCR, uznawana jest obecnie za podstawowa technike laboratoryjng umozliwiajaca
w relatywnie krotkim czasie oszacowanie oraz pelne monitorowanie reakcji poprzez
ilosciowa analiz¢ produktow amplifikacji. Ze wzgledu na roéznorodno$¢ wariantow
reakcji Real-time PCR, technika ta moze charakteryzowa¢ si¢ r6znymi cechami.
Zastosowanie sond nukleotydowych istotnie zwicksza czuto$¢ reakcji, natomiast uzycie
interkalujgcych niespecyficznych barwnikow fluorescencyjnych znacznie przyspiesza
prowadzony proces. Wariant reakcji Real-Time PCR wykorzystujacy barwnik
fluorescencyjny SYBR obarczony jest mozliwo$cig pojawienia si¢, w wigkszym stopniu,
niespecyficznych produktow bedacych wynikiem dimeryzacji starterow, tzw. primer-
dimer, co potencjalnie moze obniza¢ wiarygodno$¢ testu [62]. Istotne ograniczenia metod
PCR oraz Real-Time PCR sklaniajg liczne grupy badawcze do poszukiwania
alternatywnych metod.

Nadrzednym celem prezentowanej pracy byto wykazanie uzytecznosci metody LAMP w
celu detekcji peridontopatogenéw odpowiedzialnych za ostre i przewlekle zapalenie
przyzgbia oraz potencjalng mozliwos¢ wykorzystania tej techniki do szybkiej diagnostyki
w warunkach gabinetu stomatologicznego. Szczegolnie istotne dla podjecia badan byty
informacje pochodzace z dostepnych danych literaturowych, w ktorych stwierdzono, ze
metoda LAMP jest metodg porownywalng do Real-Time PCR, a niektore jej warianty
wyrézniaja si¢ znacznie szybszym procesem analitycznym [83-88]. W trakcie
przeprowadzonych analiz molekularnych okreslono obecnos¢ DNA czterech patogenow:
Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Fusobacterium
nucleatum oraz Tannerella forsythia, w probkach ptynu dzigstowego pozyskanych od
chorych z zapaleniem przyzebia i od uczestnikow, u ktéorych nie stwierdzono
wyktadnikow patologicznych w obrebie tkanki przyzebia. Wyniki uzyskane metoda
LAMP poddano weryfikacji technikami PCR i Real-Time PCR, ktore wykorzystano nie

tylko w celu poréwnania skutecznosci wykrywania patogenow, ale takze czutosci i
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specyficzno$ci. Zbadano rowniez zwigzek miedzy parametrami klinicznymi, takimi jak
Gl, PD, CAL i SBI, zmierzonymi w grupie chorych i grupie kontrolnej, a danymi
uzyskanymi w trakcie molekularnych analiz mikrobiologicznych. Sprawdzono, czy
istniejg zalezno$ci miedzy uzyskanymi wynikami badan, zaréwno molekularnych, jak i
klinicznych, a zmiennymi niezaleznymi 0 charakterze socjo-demograficznym, takimi jak
wiek, pte¢ oraz palenie papierosow.

Majac na uwadze potencjalng heterogenicznos¢ genetyczng badanych patogenow oraz
swiadomos$¢ tego, ze zastosowane do badan testy LAMP oraz Real-Time PCR
wykorzystywaty jako czynnik detekcyjny barwnik fluorescencyjny niespecyficznie
interkalujacy do produktow powstajacych w trakcie reakcji, a nie specyficzng sondg
hydrolityczng hybrydyzujaca ze specyficzng sekwencja docelowa, konstrukcje starterow
wykorzystanych w niniejszej pracy, oparto o wysoce konserwatywne sekwencje genow.
Dodatkowo, selektywno$¢ zestawow starter/sonda stosowanych w reakcjach LAMP
przetestowano in silico, przy uzyciu odpowiednich narze¢dzi bioinformatycznych, m.in.
programu BLAST, tak aby zminimalizowa¢ ryzyko wystgpienia reakcji krzyzowej blisko
spokrewnionych szczepoéw bakteryjnych. Ponadto, w celu okreslenia diagnostycznej
doktadnosci zastosowanych technik LAMP, PCR oraz Real-Time PCR, oceniono ich
czuto$¢ i swoistos¢ za pomocg analizy krzywej ROC (ROC; ang. Receiver Operating
Characteristic). Miarg tego testu statystycznego jest obszar zawarty pod krzywa (AUC;
ang. Area Under Curve). Im wigkszy obszar pod krzywg ROC, tym prawdopodobienstwo,
ze zastosowana technika analityczna byta lepsza, jest wyzsze. Wartos¢ AUC = 0,5 uznaje
si¢ za najnizsza granicg dla istotnej statystycznie dyskryminacji migdzy badanymi
grupami. Im wartos¢ AUC jest bardziej zblizona do 1.0, tym ogdlna doktadnos¢ techniki
analitycznej poddanej analizie jest wigksza.

Meada 1 wsp. porownali metode LAMP z Real-Ttime PCR. Autorzy zbadali obecnos¢
migdzy innymi A.actinomycetemcomitans, P.gingivalis i P.intermedia w probkach ptytki
nazebnej. Uzyskane przez nich wyniki wykazaty wyzsza lub porownywalng czulo$é
LAMP w poréwnaniu z Real-Time PCR [87]. Poréownanie czulo$ci i swoistoSci
zastosowanych technik analitycznych przeprowadzone na podstawie wynikow
uzyskanych w trakcie prezentowanych badan, wykazato brak statystycznie istotnej
roéznicy pomiedzy tymi metodami w odniesieniu do wszystkich ocenianych patogendw.
Jednakze, w przypadku detekcji bakterii P.gingivalis test LAMP okazat si¢ istotnie
statystycznie lepszag metoda od klasycznego testu PCR oraz wyr6znial si¢ znacznie

skréconym czasem analizy. Lepsza wykrywalno$¢ patogenu przy uzyciu LAMP, wynika
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z zastosowania w tej metodzie bardziej zlozonego uktadu starterow, ktore pozwalaja
uzyska¢ produkt reakcji nawet z bardzo matej ilosci matrycy [130]. Poroéwnanie
parametrow specyficznosci 1 swoistosci metod LAMP oraz Real-Time PCR,
wykorzystanych do oceny wszystkich czterech periodontopatogenéw w grupie chorych,
wykazato brak rdznic istotnych statystycznie pomigdzy uzyskanymi wynikami,
niezaleznie od buforu (TE czy ,,Difast”), w ktorym zabezpieczono materiat do analiz.
Metoda LAMP okazala si¢ istotnie statystycznie lepsza w celu wykrywania F.nucleatum
oraz T.Forsythia z materiatu zabezpieczonego do izolacji buforem TE. (Rycina 33, 34)
W zwigzku z powyzszym, wyniki zaprezentowane w niniejszej pracy potwierdzaja
znaczng uzytecznos¢ metody LAMP do tatwej i szybkiej diagnostyki mikrobiologicznej
zapalenia przyzebia. Wysoka czuto$¢ i1 specyficzno$¢ metody izotermicznej w polaczeniu
z tatwoscig przygotowania probki do analizy, dzigki wykorzystaniu buforu ,,Difast”, co
umozliwia omini¢cie koniecznosci ekstrakcji bakteryjnego DNA, powoduje, ze w
warunkach ambulatoryjnych technika LAMP moze by¢ powazng alternatywa dla reakcji
Real-Time PCR.

Poréwnano réwniez specyficznos$¢ i swoistos¢ technik LAMP, PCR i Real-Time PCR
przeprowadzanych z uzyciem probek pochodzacych od chorych, z ktorych izolowano
DNA bakterii, zabezpieczonych buforem TE (bufor Tris 10 mM pH 8.0, 1 mM EDTA)
lub buforem ,Difast”. Bufor TE jest bardzo trwalym medium, zabezpieczajagcym
bakteryjne DNA dzigki obecnosci EDTA, ktére chelatujac jony dwuwarto$ciowe
inaktywuje nukleazy. Natomiast obecny w roztworze bufor Tris pozwala utrzyma¢ DNA
w formie stabilnej. Z kolei bufor ,,Difast” umozliwia usprawnienie procesu pozyskiwania
DNA tak, aby detekcja odbywata si¢ w jeszcze krotszym czasie. Bufor ten wykorzystano
wczesniej, m.in. przez Pieczul i Wasowska, w celu wyekstrahowania genomowego DNA
grzyba Zymoseptoria tritici w 15-minutowej procedurze [127]. W poréwnaniu do metody
opartej o wykorzystanie buforu ,,Difast”, standardowa procedura izolacji DNA trwa
okoto 60-70 minut. Ze wzgledu na obecnos¢ czastek statych, bufor ,,Difast” wymaga
ciggtego mieszania podczas akwizycji materialu do badan. Nieprzestrzeganie
odpowiedniej procedury moze negatywnie wpltyna¢ na skuteczno$¢ procesu izolacji
DNA. Poréwnanie technik LAMP, PCR i Real-Time PCR wykorzystanych w celu analizy
probek materiatu badanego zabezpieczanych buforami TE lub ,,Difast”, wskazato istotng
statystycznie roznice w wykrywaniu P.gingivalis i A.Actinmycetemcommitans na korzys$é
buforu TE (Rycina 26). Jedynie w trakcie detekcji bakterii F.Nucleatum wykorzystanie
buforu ,,Difast” wigzato si¢ z lepsza wykrywalnoscig tego patogenu (Rycina 29).
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Ponadto, nieprzestrzeganie rygorystycznych wymogoéw procedury uzycia buforu
,Difast”, moze prowadzi¢ do zaburzenia procesu izolacji bakteryjnego DNA, co wigze
si¢ z uzyskaniem zbyt matlej ilosci bakteryjnego DNA, przez co wynik reakcji moze by¢
fatszywie ujemny.

Obok czynnikéw $Srodowiskowych, genetycznych i1 podatnosci organizmu gospodarza,
gltobwng przyczyne inicjacji 1 postepu zapalenia , stanowig drobnoustroje. Obecnos¢
periodotonopatogenow w obrebie przyzgbia moze wywiera¢ niekorzystny wplyw na
przebieg oraz progresj¢ choroby, co moze manifestowaé si¢ odchyleniem wartosci
parametrow  klinicznych od  odpowiadajacych im  norm.  Podstawowym
mikrobiologicznym czynnikiem etiologicznym brzeznego zapalenia przyzgbia u ludzi
jest P.gingivalis [27]. Ilosciowa ocena P.gingivalis przy uzyciu techniki LAMP
przeprowadzonej w czasie rzeczywistym z wykorzystaniem barwnika fluorescencyjnego
SYBR Green I z liniowoscia w zakresie 10%-10° komérek ,zostata przeprowadzona przez
grupe badawcza Meada. Wykorzystujac t¢ technike badacze uzyskali prawie identyczne
wyniki, jak przy uzyciu Real-Time PCR. Jednakze poroéwnanie obu metod wykazato
znacza przewage LAMP pod wzgledem szybkosci reakeji [86].

Jednym z parametréw Kklinicznych jest wskaznik dzigstowy (GIl), umozliwiajacy
okreslenie stanu brzegu dzigstowego przy czterech powierzchniach z¢ba. Parametr ten
uwzglednia obecnos¢ lub brak objawow zapalenia dzigset, takich jak obrzek, zmiang
zabarwienia, krwawienie przy zglebnikowaniu oraz samoistne krwawienie. Wraz z
postepem czasu, proces zapalenia dzigset ulega intensyfikacji i moze przeistoczy¢ si¢ W
zapalenie przyzebia, ktoremu towarzyszy widoczna utrata przyczepu tacznotkankowego
oraz proces pogtebiania si¢ kieszonek przyzebnych. Pomimo faktu, iz nie wszystkie stany
zapalane dzigset prowadzg bezposrednio do rozwoju zapalenia przyzebia, uwaza si¢, ze
warunkiem zapalenia przyzgbia jest poprzedzajace je zapalenie dzigset [111]. Wedlug
badan przeprowadzonych przez Schatzle i wsp. popartych 26 letnimi obserwacjami,
$rednia warto$¢ skumulowanej utraty przyczepu klinicznego (CAL) w miejscach bez
stanu zapalnego (Gl —0) u os6b w wieku 60 lat wynosita 1,94 mm. W miejscach, w
ktorych stwierdzono stan Gl -1, wykazano utrate przyczepu srednio na poziomie
2,42 mm, natomiast w GI — 2a - 3,31 mm. Badanie to wskazato rowniez, ze w miejscach,
w ktorych dochodzito do spontanicznego krwawienia podczas eksploracji sonda
periodontologiczng, nastepowata z czasem utrata przyczepu na poziomie 70%.
Interesujacy jest fakt, iz miejsca okreslone jako Gl — 0 takze wykazywaly tendencje do

utraty przyczepu oraz tworzenia si¢ kieszonek. Obserwowane zjawisko wigzato si¢
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najprawdopodobniej z tym, ze fluktuacji zmian stanu tkanek podczas dtugich okresow
obserwacji towarzyszyt stan zapalny na poziomie sub-klinicznym [112]. Wyniki
zaprezentowane w niniejszej pracy rowniez wskazuja roznice W wartosciach parametru
Gingival Index (Gl), obserwowang pomigdzy grupa badang a grupa kontrolng, ktorej
istotnos¢ statystyczng potwierdzit test U Manna-Whitneya (p=0,00001). Mediana
warto$ci indeksu Gl u chorych wynosita 2,25, a w grupie kontrolnej 0,65. (Tabela 11,12)
Innym waznym parametrem umozliwiajacym okreslenie stopnia zaawansowania choroby
przyzebia jest wskaznik krwawienia z kieszonki dzigstowej (SBI; ang Sulcus Bleeding
Index). Hafajee w swoich badaniach [113] wykazal pozytywna korelacje pomiedzy
obecnoscig bakterii P.gingivalis, a wartosciami SBI. W $wietle opublikowanych przez
niego danych, obecno$¢ tego patogenu moze wzmagaé stan zapalny przyzebia oraz
powodowacé pojawienie si¢ spontanicznego krwawienia dzigsta w trakcie sondowania, co
moze skutkowaé¢ znaczng utrata przyczepu tacznotkankowego. Spostrzezenia te
korespondujg z rezultatami badan uzyskanymi przez grupe Hucka i wsp., ktorzy sugeruja,
ze P.gingivalis, ktory uznawany jest za najsilniejszy marker bakteryjny w przewlektym
zapaleniu przyzebia, jest mocno zwigzany z utrata kosci przyzgbia [128]. Wyniki
uzyskane w prezentowanych badaniach wskazuja istotng statystycznie réznic¢ pomigdzy
srednimi warto$ciami parametru SBI obserwowanymi w grupie chorych i w grupie
kontrolnej. Dodatkowo analiza wynikow uzyskanych za pomocg testu LAMP wskazata
istotng statystycznie zalezno$¢ pomigdzy obecnoscig P.gingivalis, a parametrami
klinicznymi Gl oraz SBI. (Rycina 12,13) (Tabela 13).

Mdal oraz wsp. wykazali, ze nasilenie choroby mierzone liczba miejsc przyzebia, w
ktorych na poczatku badania stwierdzono toczacy sie proces przewlektego zapalenia
(CAL/PD> 4 mm), wigzalo si¢ z szybka progresja zapalenia dzigset. Wartos¢ stosunku
utraty Kklinicznego poziomu przyczepu tacznotkankowego do glebokosci kieszonek
przyzebnych (CAL/PD), moze by¢ wykorzystana jako wskaznik prognostyczny
umozliwiajacy oceng ryzyka progresji choroby [110]. Srednie wartosci parametru CAL,
zaobserwowane w trakcie prezentowanych badan, zgodnie z testem U Manna-Whitneya
roznity sie na poziomie istotnym statystycznie migdzy grupa chorych, a grupg kontrolng
(p<0,01). Mediana CAL w grupie uczestnikow wykazujacych objawy stanu zapalnego
przyzebia wynosita 3,45, natomiast w grupie kontrolnej — 0,13. (Tabela 11,12) (Rycina
11)

W celu oceny stanu przyzgbia zmierzono takze glebokos¢ kieszonek przyzebnych (PD).

Wskaznik ten obliczany jest na podstawie pomiaru odlegtosci pomiedzy brzegiem
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dzigsta, a dnem Kkieszonki dzigstowej. Wyniki parametru PD przekraczajace wartos¢
4 mm odzwierciedlajg aktywny stan zapalny, ktéry w konsekwencji moze wptywac na
utrate przyczepu tacznotkankowego, wywolujac chorobe przyzebia oraz sprzyjajac jej
progresji. Zwykle jako miar¢ skumulowanego nasilenia choroby przyjmuje si¢ liczbe
miejsc z glebokoscia kieszonki przyzgbnej PD> 5 mm oraz liczbe brakujacych zebow
[109]. W wyniku przeprowadzonych badan zaprezentowanych w niniejszej pracy
zaobserwowano réznic¢ pomiedzy $rednig wartoscia glebokosci kieszonki dzigstowej w
grupie chorych oraz w grupie kontrolnej. Warto$¢ mediany dla parametru PD wynosita
455 mm w grupie chorych, natomiast w grupie kontrolnej 1,80 mm. Istotnosc¢
statystyczng obserwowanej roznicy potwierdzit test U Manna-Whitneya (p<0,01).
(Tabela 11,12) (Rycina 8)

Nie wykazano korelacji pomiedzy glebokoscia kieszonki dzigstowej, a obecnoscia
bakterii P.gingivalis. (Tabela 13). Obserwacja ta moze wigzac¢ si¢ z faktem, iz niektore
szczepy P.gingivalis nie wykazuja charakteru wzmozonej patogennosci, oraz, ze W
stanach fizjologicznych i patologicznych mogg pojawia¢ sie lokalnie w srodowisku
przyzebia rdzne szczepy tego patogenu. Ponadto, w prezentowanych badaniach u ponad
53% chorych z zapaleniem przyzebia nie wykryto obecnosci P.gingivalis. Brak
potwierdzonej obecnos$ci tego patogenu moze wskazywac na to, ze U pacjentow, U ktorych
obserwowano objawy zapalenia przyzebia, bakterie byly obecne na niewykrywalnym
poziomie w trakcie badania.

Bakterie wchodzace w sktad ,,czerwonego kompleksu”, takie jak P.gingivalis, dominuja
w kieszonce przyzebnej. Jednakze inny patogen, A.actinomycetemcomitans, rowniez
odgrywa znaczacg role W rozwoju choroby przyzebia. Podstawowym skutkiem
patogennego oddziatywania tej bakterii jest interakcja jaka zachodzi pomig¢dzy jej
czynnikami wirulencji a fibroblastami i komoérkami nabtonkowymi gospodarza [40, 41].
Wsrod 60 chorych, ktorych zbadano testem LAMP, obecnos¢ bakterii
A.Actinmycetemcommitans wykryto w 7 prébach zabezpieczonych do izolacji DNA w
soli fizjologicznej (11,67%). Obecno$¢ tego patogenu oceniono réowniez pPrzy uzyciu
klasycznego testu PCR. W wyniku tej analizy stwierdzono, ze wsrod 58 chorych bakterig
A.actinomycetemcommitans wykryto w 8 prdobach zabezpieczonych w buforze TE
(13,79%) (Rycina 27). Natomiast detekcja tego samego patogenu przeprowadzona wsrod
32 chorych za pomocg testu Real-Time PCR ujawnita obecnos¢ patogenu zaledwie w 2
probach zabezpieczonych do izolacji buforem ,,Difast” (5,88%) (Rycina 30). Poréwnanie

wynikow uzyskanych technikami LAMP i PCR, wskazuje na brak istotnej statystycznie
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roznicy W wykrywalnosci A.Actinmycetemcommitans. Natomiast analiza wykonana za
pomocg metody Real-Time PCR w materiale zabezpieczonym buforem ,,Difast”,
wskazuje na znacznie nizszy poziom wykrywalnosci tego patogenu w poréwnaniu do
metod LAMP oraz klasycznej reakcji PCR. Wedlug Fine i wsp. obecnos¢
A.actinomycetemcomitans w kompleksie biofilmu wptywa na progresje oraz zaostrzenie
si¢ stanu zapalnego, w zwigzku z poglebieniem si¢ Kieszeni dzigstowej, prowadzac do
utraty przyczepu tagcznotkankowego [123]. Badania przeprowadzone przez Ardila i wsp.
wskazaly, ze pacjenci, u ktorych wykryto A.actinomycetemcomitans wykazywali istotnie
roézne stany kliniczne, co oceniono na podstawie parametréw klinicznych (p <0,001).
Analiza parametru PD wskazata, iz glebokos¢ sondowania byta istotnie wyzsza u
pacjentow ze wzmozong obecnoscig A.actinomycetemcomitans. Zblizone wyniki
uzyskano po analizie parametru klinicznego CAL oraz SBI. Poziom tych parametrow byt
znamiennie wyzszy U pacjentow, U ktorych wykryto A.actinomycetemcomitans i pateczki
jelitowe Gram-ujemne, w poréwnaniu z pacjentami bez tych bakterii. [124]
Zaobserwowano réznice istotne statystycznie pomig¢dzy chorymi, u ktorych wykazano
obecnos$¢ bakterii A.actinomycetemcomitans, a grupg kontrolng w zakresie wartoSci
parametru SBI, stopniem zaawansowania stanu zapalnego przyzgbia oraz glebokoscia
kieszonek dzigstowych (PD). (Tabela 16,17) (Rycina 17, 21). W tych przypadkach
obecnos¢ A.actinomycetemcomitans moze by¢ spowodowana nadmierng kumulacja
lokalnie produkowanych cytokin prozapalnych, ktorych najwyzsze stgzenie jest osiggane
W przyczepie lacznotkankowym, bezposrednio po kolonizacji bakteryjnej wczesniej
powstatych defektow periodontalnych [122].

Kolejnym patogenem, ktorego obecnos¢ ma istotny wptyw na proces destrukcji przyzebia
jest T.forsythia. Bakteria ta jest wykrywana w prébkach biofilmu wystepujacego w
miejscach, gdzie postgpuje zapalenie przyzgbia [33]. Wykazano, ze ma ona zdolnos¢ do
wspotistnienia w komensalnej harmonii z gospodarzem, aczkolwiek jej potencjat zakazny
moze prowadzi¢ do zachwiania lokalnej homeostazy i przyczynia si¢ do rozwoju
choroby. Zwigzek zwickszonego ryzyka wystepowania i progresji chorob przyzebia z
obecnoscig T.forsythia byt juz wczeséniej analizowany przez Hamleta i wsp. [125].
Badania wykonane przez Yost oraz wsp., potwierdzity, ze T. forsythia przyczynia si¢ do
progresji zapalenia przyzgbia, uruchamiajac przy tym wiele mechanizmow, miedzy
innymi proces degradacji zelatyny oraz kolagenu typu I i 111 poprzez aktywnos¢ proteazy
serynowej [125]. W pracy Mineoka i wsp. stwierdzono, ze koagregacji bakterii, takich

jak P.gingivalis, T.denticola i T.forsythia w plytce poddzigstowej w kieszonkach o
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glebokosci PD >4 towarzyszyt objaw kliniczny jakim jest krwawienie. Symbiotyczna
kooperacja wyzej wymienionych patogenow swiadczy 0 ich wspoétistnieniu W biofilmach
poddzigstowych prowadzac do rozwoju miejscowego stanu zapalnego przyzebia [126].
W zaprezentowanych w niniejszej pracy badaniach, réwniez zaobserwowano zalezno$é¢
pomigdzy obecnoscig bakterii T.forsythia a wskaznikiem CAL (p= 0,04) w grupie
badanej analizowang poprzez PCR w buforze ,,Difast”, czym potwierdzono teze, iz
patogen ten wplywa na utrate przyczepu taczno-tkankowego w trakcie progresji choroby
przyzebia (Rycina 25). Zalezno$¢ ta moze by¢ spowodowana czynnikami wirulencji
patogenu, takimi jak proteaza cysteinowa (PtrH) o aktywnos$ci hemolitycznej. Kolejnym
czynnikiem, ktorego aktywno$¢ wskazuje na udziat T.forsythia w degradacji tkanek
przyzebia, jest aminopeptydaza dipeptydylowa IV, umozliwiajaca degradacje kolagenu
typu |, kombinacje¢ kolagenu typu I oraz typu Il [125]. W zaprezentowanych w niniejszej
pracy badaniach przeprowadzonych w grupie 58 chorych, u ktérych wykonano test PCR
na matrycy DNA izolowanego z materiatu zabezpieczonego buforem TE, bakterie
T.forsythia wykryto w 48 probkach (82,75%) (Rycina 28). Ponadto, zaobserwowano
istotng statystycznie zalezno$¢ pomig¢dzy wystepowaniem tego patogenu, a stopniem
zaawansowania choroby (p=0.04), przy czym stopien zaawansowania wykazywal
tendencje wzrostowa podczas progresji choroby (Rycina 24).

W procesie destrukcji przyzebia i progresji choroby uczestnicza rowniez gram-ujemne
bakterie z rodzaju Fusobacterium. Patogeny te rozwingty zdolnos¢ do agregacji z
wczesnymi i péznymi kolonizatorami, takimi j-ak P.gingivalis. W zaprezentowanych
badaniach przeprowadzonych w grupie 35 chorych, testowanych przy uzyciu techniki
LAMP, ktora wykonano wobec DNA izolowanego z materiatu zabezpieczonego przy
uzyciu buforu ,,Difast”, obecnos¢ bakterii F.Nucleatum stwierdzono w 5 probkach
(14,29%) (Rycina 29). Dodatkowym interesujagcym aspektem przeprowadzonych badan
jest fakt, iz wszyscy pacjenci - 5 0s6b (100,00%) byto aktywnymi palaczami (Rycina 23).
Istnieje wiele kontrowersji dotyczacych réznic w wystepowaniu bakterii oraz ich
poziomu u osob palgcych. Obserwacje pochodzace z hodowli invitro oraz badan
wykonanych za pomoca metod molekularnych, wykazaty znaczne zmiany w mikroflorze
poddzigstowej palaczy, niezaleznie od ich stanu przyzebia. Dostepna literatura wskazuje,
ze palenie utatwia wczesng kolonizacje¢ patogenéw w tkankach przyzebia, co prowadzi
do powstania zorganizowanego biofilmu. W oparciu 0 mozliwe roéznice W Sstatusie
immunologicznym oraz klinicznym wyste¢pujace U palaczy i osob niepalgcych wydaje sie,

iz biosrodowisko w okolicy poddzigstowej u osob palacych, winno by¢ inne niz u
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niepalagcych. Jednakze dostgpne dane dotyczace wptywu palenia na mikroflore
poddzigstowa nie sa spdjne. W badaniach Jianga i wsp. nie stwierdzono statystycznie
istotnych réznic w mikroflorze poddzigstowej u 0sdb palacych i niepalacych, u ktérych
zdiagnozowano chorobe przyzebia. Autorzy tej publikacji zasugerowali, iz palenie miato
nieznaczny wptyw na mikroflore poddzigstowa [133]. Jakkolwiek, mikroflora w okolicy
poddzigstowej palaczy charakteryzuje si¢ bardzo zréznicowanym sktadem, w ktorym
dominujg patogenne, beztlenowe szczepy bakterii, a bakterie komensalne sa
reprezentowane W mniejszej ilosci. Ponadto zaobserwowano, ze zdrowi
periodontologicznie palacze wykazuja bardzo zroéznicowang i wzglednie niestabilng
poczatkowa kolonizacj¢ biofilméw poddzigstowych oraz wczesng kolonizacje
patogenami przyzebia nalezgcymi do rodzajow Fusobacterium, Cardiobacterium,
Synergistes i Selenomonas [134]. Fusobacterium, a zwlaszcza F.nucleatum, odgrywa
kluczows rolg¢ W bezposrednich interakcjach pomiedzy Gram pozytywnymi oraz Gram
ujemnymi gatunkami mikrobiomu. Bakteria ta uwazana jest za kolonizatora posredniego,
wplywajacego na adhezje bakterii komensalnych zasiedlajgcych zewnetrzng strukture
zgba | nablonka, jak rowniez przez patogenne szczepy bakterii [135]. Wyniki badan
zaprezentowane w niniejszej pracy, sa zgodne ze wczesniejszymi obserwacjami Kumara
i wsp., ktorzy wykorzystali sekwencj¢ genu 16S rRNA, do ilosciowego okreslenia
poziomoéw 27 mediatoréw immunologicznych, potencjalnie wywierajacych wptyw na
kompozycj¢ poddzigstowej mikrobioty. Osoby palace charakteryzowaty si¢ bardzo
zréznicowana, niestabilng, poczatkowg Kkolonizacja biofilméw  brzeznych i
poddzigstowych, z mniejszym nasyceniem niszy bakteryjnej niz 0soby niepalace.
Bakterie Fusobacterium kolonizowaty wczesne biofilmy palaczy i byty obecne przez caty
okres obserwacji. Dane te sugerujg, ze biofilmach jamy ustnej u oséb palacych ma
miejsce wczesne nabycie i kolonizacja tego patogenu [134].

Podobne wyniki badan przedstawiono w pracy opublikowanej przez Shchipkova i wsp.,
ktorzy korzystajac z materiatu klinicznego pobranego od osob palgcych z umiarkowanym
oraz ciezkim przewleklym zapaleniem przyzebia przeprowadzili analize¢ sekwencyjng
genu kodujacego podjednostke 16S RNA. Na podstawie analizy sekwencji obejmujacych
miejsca state i zmienne w obrgbie badanego genu, Autorzy stwierdzili czgstsze
wystepowanie bakterii typu Parvimonas, Fusobacterium, Campylobacter, Bacteroides i
Treponema oraz mniej czeste Veillonella, Neisseria i Streptococcus [135]. Natomiast
badania przeprowadzone przez Yu i wsp., ktorzy takze wykonali sekwencjonowanie genu

kodujacego podjednostke 16S, w grupie palacych uczestnikow bez objawow zapalenia w
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przyzebiu, wykazaly, iz palenie papierosow nie miato wpltywu na sktad drobnoustrojow
[136]. W 2008 roku Cogo i wsp. przeprowadzili badania w celu uzyskania odpowiedzi
na pytanie czy nikotyna i kotynina wykazuja znaczacy wplyw na wzrost siedmiu
wybranych gatunkéw bakterii jamy ustnej, w tym P.gingivalis. Na podstawie uzyskanych
wynikow, badacze nie stwierdzili wptywu tych zwiazkoéw na wzrost zadnego z badanych
patogenow [137]. Jak dotad nie zaobserwowano bezposredniego wptywu palenia
papierosow na wzrost patogenoéw przyzebia, jednakze wykazano, ze moze mie¢ 0no
wplyw na wystapienie aberracji czynnikéw wirulencji bakterii. Potwierdzeniem tej tezy
moze by¢ wynik doswiadczenia, w ktorym stwierdzono, ze wyciag z dymu
papierosowego spowodowat zmiang fenotypu P.gingivalis, polegajaca na zwigckszeniu
ekspresji genow gltownego antygenu fimbrialnego (FimA), indukcji ekspresji biatek
btony zewng¢trznej RagA i RagB, hamowaniu wytwarzania polisacharydow otoczkowych
I neutralizacji odpowiedzi prozapalnej. Efekt ten ulegat odwroceniu, gdy bakterie
eksponowane na wyciag z dymu papierosowego umieszczono w swiezym medium bez
dodatku ekstraktu nikotynowego [138]. W podsumowaniu, autorzy stwierdzili, ze
patogeny powodujace zapalenie przyzebia wytwarzaja wysoce wyspecjalizowane
adaptacyjne mechanizmy obronne, obejmujace m.in. zmienno$¢ czynnikéw zjadliwosci,
ktore przyczyniajg si¢ do ich ochrony przed wptywem zlozonej mieszaniny toksyn
wydzielanych w procesie palenia. W badaniach zaprezentowanych w niniejszej pracy
rébwniez nie wykazano bezposredniej korelacji pomiedzy paleniem papierosow a
obecnoscig bakterii P.gingvialis, T.forsythia oraz A.acintomycetemcomitans, z wyjatkiem
F.Nucleatum, gdzie zwiazek byt istotny statystycznie (Tabela 19).

Zgodnie z danymi literaturowymi, utrata przyczepu klinicznego jest bardzo czesto
obserwowanym zjawiskiem zwigzanym z wiekiem [142,143]. W celu wyjasnienia tego
fenomenu przedstawiono trzy hipotezy. Pierwsza - hipoteza ,.kumulacji” przewlektych
zmian zapalnych w przyzebiu spowodowanych gromadzeniem si¢ czynnikéw
prozapalnych, druga - hipoteza podatnosci wskazujaca wiek jako czynnik zwigkszajacy
ryzyko zapalenia przyzgbia poprzez rozregulowanie uktadu odpornosciowego [144] oraz
trzecia - hipoteza zatrzymania si¢ proliferacji komoérek [145] poprzez czynniki
uszkadzajace DNA, takie jak reaktywne formy tlenu, promienie rentgenowskie lub
starzenie komorek zalezne od dlugosci telomeroéw [146]. Wraz z wiekiem postgpujace
pogarszanie si¢ stanu tkanek przyzebia, moze by¢ réwniez spowodowane zmniejszeniem
wytwarzania kolagenu typu I oraz istotnym brakiem odpowiedzi gospodarza na ciagla

ekspozycje¢ na uraz zapalny, podobnie jak ma to miejsce podczas infekcji bakteryjnej
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[147,148]. Przeprowadzona w niniejszej pracy analiza statystyczna dla wigkszosci
periodontopatogendw nie wykazata istotnego zwiagzku z wiekiem pacjentow, z wyjatkiem
A.actinomycetemcomitans (Rycina 18,19).

Czynniki takie jak pochodzenie genetyczne, dieta, status spoteczno-ekonomiczny, moga
réwniez wywiera¢ wplyw na nadmierne namnazanie si¢ A.actinomycetemcommitans w
kieszonkach przyzebnych mtodszej grupy badanej [121]. Natomiast obecnos¢ glgbokich
kieszeni przyzebnych (PD >5) charakterystycznych dla zapalenia przyz¢bia w populacji
starszej, A.actinomycetemcomitans, moze =zosta¢ wyparty przez Dbakterie SciSle
beztlenowe, takie jak F.nucleatum, P.intermedia, T.denticola, P.gingivalis
[119,120,121]. Pomimo, iz A.actinomycetemcomitans jest najczesciej wykrywanym
drobnoustrojem w przyzebiu osob do 35 roku zycia, zaawansowanie zapalenia przyzgbia
oraz obecno$¢ tego patogenu moze by¢ spowodowana nadmierng kumulacja lokalnie
produkowanych cytokin prozapalnych bezposrednio w przyczepie tagcznotkankowym po
zasiedleniu bakterii we wcze$niej powstatych uszkodzeniach tkanek periodontium [122].
Wyniki badan pozwalajg przypuszczaé, ze degradacja tkanek oraz utrata przyczepu
facznotkankowego u o0s6b w podesztym wieku moze by¢ spowodowana wieloma
bodzcami wplywajacymi na progresj¢ zapalenia przyzgbia prowadzac do nieodwracalnej
utraty tkanek przyzebia.

Kolejnym bardzo waznym czynnikiem wplywajgcym na przebieg oraz progresje
choroby przyzgbia jest pte¢. W badaniu przeprowadzonym przez grupg badawczg Choi i
wsp., Ktora oceniata obecno$¢ 9 periopatogendw za pomocg testu Real-Time PCR,
migdzy innymi P.gingivalis, nie stwierdzono roznicy istotnej statystycznie w czgstosci
wystepowania tej bakterii u kobiet 1 m¢zczyzn. Jednakze iloSciowa ocena, w ktorej
poréwnano liczbe kopii DNA wszystkich bakterii, wykazata znacznie wyzsza ilo$¢
badanych patogendw u me¢zczyzn niz u kobiet. Wyniki te byly zblizone do badan
przeprowadzonych przez Lira-Junior i wsp., ktorzy roéwniez poddali ocenie wptyw plci
na obecno$¢ bakterii powodujacych zapalenie przyzebia [108,114]. W zaprezentowanych
badaniach wykazano, ze czesto$¢ wystepowania bakterii P.gingivalis w kieszonkach
dzigstowych roznita si¢ w zalezno$ci od plci uczestnikow badania. Jednakze, w tescie
iloSciowym nie stwierdzono istotnej statystycznie réznicy w liczbie kopii DNA w
materiale pobranym od kobiet 1 me¢zczyzn dla Zadnego z 4 badanych
periodontopatogendw. W tescie Real-Time PCR przeprowadzonym wsrod 52 chorych, w
ktorym wykorzystano materiat do izolacji DNA zabezpieczony buforem TE, stwierdzono

czgstsza obecnos¢ tego patogenu u mezezyzn (13 probek; 61,90%) niz u kobiet (8 probek;
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38.10%) (p=0,006) (Rycina 16). Wynik ten mozna uzna¢ za znaczacy, poniewaz ci¢zkie
zapalenie przyzebia wystepuje czes$ciej u me¢zczyzn niz u kobiet. Zjawisko to mozna
thumaczy¢ obserwacjag wyzszych stezen przeciwcial 1gG przeciwko Porphyromonas
gingivalis u kobiet w poréwnaniu z mezczyznami [115]. Ponadto, w wyniku badan
przeprowadzonych przez Ghazeeri i wsp. stwierdzono, iz u kobiet wrodzona odpowiedz
immunologiczna moze by¢ bardziej kontrolowana i bardziej intensywna niz u mezczyzn,
oraz ze dziatanie uktadu immunologicznego kobiet jest bardziej skuteczne w eliminacji
patogenéw w poréwnaniu z me¢zczyznami [116]. Taka roznica wigze si¢ z
oddziatywaniem estrogenow, ktore wptywajac na komorki (NK; ang Natural Killers)
powoduja wzrost wydzielania INF-y, czynnika, ktéry ma potencjal hamujacy
osteoklastogeneze [117]. Interesujagcym aspektem podkreslajacym pozytywny wplyw
ptci kobiecej na skuteczniejszg eliminacje¢ zapalenia przyzebia jest endogenna ochrona
srodbtonka, w szczegodlnosci poprzez silne wlasciwosci przeciwzapalne rezolwin [155].
Natomiast, Shiau i wsp. sugeruja, iz wyzsze poziomy rezolwin, z powodu zwiekszonej
syntezy dlugotancuchowych kwaséw n-3 PUFA, potencjalnie prowadza do
skuteczniejszej eliminacji zapalenia przyzebia [118].

Progresja stanu zapalanego przyzgbia spowodowana jest obecno$cia wielu
szczepdw  bakteryjnych, a w szczegbélno$ci patogendw czerwonego oraz
pomaranczowego kompleksu Socranskiego [113]. W prezentowanej pracy, w celu
okreslenia ilosci kopii DNA badanych patogenow zastosowano metod¢ LAMP oraz Real-
Time PCR z wykorzystaniem nieinwazyjnej, powtarzalnej metody akwizycji ptynu
dzigstowego. Liczbe kopii DNA u o0s6b bez objawow zapalenia przyzebia (grupa
kontrolna) oraz pacjentéw z zapaleniem przyzebia (grupa chorych) okreslono w oparciu
o wykreslenie krzywych wzorcowych dla wszystkich czterech periopatogenow (Ryciny
36-43). Tlosci kopii badanych sekwencji bakteryjnych odczytano z krzywych
wzorcowych, ktore wykreslono przy uzyciu serii rozcienczen skoncentrowanej puli,
sktadajacej si¢ ze zweryfikowanego poprzez sekwencjonowanie, bakteryjnego DNA,
zawierajacego znane stezenia wyjsciowe powielanych sekwencji. Jest to tzw. metoda
bezwzgledna, ktora charakteryzuje si¢ mniejszym odsetkiem doktadnosci.
Alternatywnym podejsciem jest metoda wzgledna, ktéra jest dokladniejsza, jednakze
wymagajaca znacznie wigkszych naktadéow finansowych. Metoda wzgledna wyraza
poziom badanych sekwencji w nieznanych probkach jako wielokrotnos¢ ich zawartosci
w probce wzorcowej, zwanej takze kalibratorem, tzw. housekeeping gene, pelnigcym role

punktu odniesienia dla prowadzonych badan [149].
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W prezentowanych badaniach w wigkszosci przypadkow nie wykazano réznic istotnych
statystycznie pomiedzy liczbami kopii DNA poszczegolnych periopatogendéw. Dla
przyktadu, liczba kopii DNA A.actinomycetemcomitans zabezpieczonego do izolacji
buforem TE oznaczonych przy pomocy metody Real-Time PCR, wykazata brak istotnej
r6éznicy w liczbie kopii DNA w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Rycina 46). Kim oraz
wsp. wykorzystujac technike Real-Time PCR réwniez nie wykazali istotnosci
statystycznej roznicy pomigdzy liczbami kopii DNA A.actinomycetemcomitans
obserwowanej u pacjentow z przewleklym zapaleniem przyzgbia i w grupie kontrolne;j
[150].

W badaniach przeprowadzonych przy uzyciu Real-Time PCR przez grupe badawcza
Choi i wsp., stwierdzono obecno$¢ A.actinomycetemcomitans (1.16 kopii/ul) w
najmniejszym odsetku z 9 badanych patogenow u 0séb zdrowych, pomimo wykrycia tego
patogenu az u 75,5% uczestnikdw badania [108]. Roznice w czgstosci detekeji 1 iloSci
kopii bakterii obserwowane w prezentowanych badaniach oraz badaniach w/w autorow,
mozna wyjasni¢ roézng wielkoscig badanych grup, jak réwniez rozbieznos$ciami
zwigzanymi z rodzajem badanego materiatu. Podobnie, zar6wno zastosowanie metody
LAMP, jak i Real-Time PCR nie pozwolito stwierdzi¢ rdznic istotnych statystycznie W
liczbie kopii bakterii w zaleznosci od ptci badanych osob (Tabele 31, 32). Choi oraz wsp.
takze nie wykazali r6znicy istotnej statystycznie w wystepowaniu periodontopatogenéow
czerwonego oraz pomaranczowego kompleksu Socranskiego u zadnej z pici, jednakze u
mezczyzn wykazano wigkszg liczbe kopii DNA badanych patogenow niz u kobiet [108].
Analogicznie, Lira Junior 1 wsp. rowniez wykazali wyzsze ilo$ci patogendw w grupie
mezezyzn [114]. Wyniki te mozna uznaé za znaczace, poniewaz w wigkszosci
przypadkéw ciezkie zapalenie przyzgbia wystepuje czesciej u mgzczyzn niz u kobiet.
Jak wskazano powyzej, istnieje wiele kontrowersji odnos$nie wystepowania
periopatogenow oraz ich ilosci U osob palacych. Wedtug analiz zaprezentowanych w
niniejszej pracy, zaobserwowano brak statystycznie istotnej réznicy pomigdzy liczba
kopii bakteryjnego DNA w grupie palacych i niepalagcych (Tabela 29,30). Natomiast
badania przeprowadzone przez Lira Junior i wsp. wykazaly, iz osoby niepalace 0
zblizonych wartos$ciach parametrow periodontologicznych (PD, Gl, CAL) wykazywaty
zwickszong liczbe gatunkoéw periopatogenow. Ta obserwacja pozwolita autorom
wysung¢ sugestie, ze palenie ma wplyw na zatamanie rownowagi mikrobioty $liny [114].
Poréwnanie liczby kopii DNA metoda LAMP, w obu badanych grupach, pod wzgledem

plci oraz statusu palenia, nie wykazaly statystycznej réznicy. Natomiast analiza liczby
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kopii A.actinomycetemcomitans, przeprowadzona metoda LAMP z uzyciem DNA
zabezpieczonego do izolacji buforem TE, wykazata zalezno$¢ na poziomie p=0,06.
Zaleznos¢ ta jest bardzo zblizona do wartosSci istotnie statystycznie, czego przyczyna
mogta by¢ ograniczonej ilosci os6b w grupie badanej (62 osob) (Rycina 44).

W rzeczywisto$ci W patogenezie zapalenia przyzebia najistotniejszym czynnikiem jest
odpowiedz gospodarza na kompleksy bakteryjne obecne w $rodowisku poddzigstowym.
Objawy kliniczne choroby stajg si¢ ewidentne w sytuacji, kiedy podatnos¢ gospodarza,
czynniki warunkujace kolonizacj¢ periopatogenéw oraz zmiany mikrobiologiczne
sprzyjaja patogennym gatunkom bakterii prowadzac do progresji choroby przyzgbia
[151,152].

Pomimo tego, ze nie wykazano znaczacej roznicy W liczbie kopii bakteryjnego DNA,
uwaza sig, ze najistotniejszym czynnikiem wptywajacym na rozwoj choroby przyzebia
jest liczba bakterii w tkankach periodontium, a nie czestotliwo$¢ ich obecnosci w
srodowisku przyzebia [153]. Dlatego tez, wykorzystanie metody molekularnej jaka jest
LAMP, pozwala w warunkach gabinetu stomatologicznego na bardzo skrupulatne
monitorowanie stanu przyzebia danego pacjenta w restrykcyjnie wyznaczonych
przedziatach czasowych. Dzigki zastosowaniu tej techniki analitycznej mozliwe jest
efektywne zahamowanie rozwoju procesu zapalnego, nie tylko w obrgbie jamy ustnej, ale

réwniez W srodowisku ogdlnoustrojowym [154].
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WNIOSKI

1. lzotermalna amplifikacja kwaséw nukleinowych (LAMP) jest technika
analityczng, ktora moze by¢ wykorzystywana do szybkiej oceny obecnosci

periopatogenow prowadzonej w warunkach ambulatoryjnych.

2. Czuto$¢ metody LAMP w wykrywaniu periopatogendw jest poroéwnywalna lub
wyzsza w niektorych przypadkach z metodami uznawanymi za ztote standardy

diagnostyczne: PCR i Real-Time PCR.

3. Metoda LAMP charakteryzowata si¢ wickszg czutos$cig i swoistoscig podczas
detekcji F.nucleatum oraz T.Forsythia z materiatu zabezpieczonego do izolacji

buforem TE w poréwnaniu z uwazang za ztoty standard metoda Real-Time PCR.

4. Szybka detekcja periopatogenéw za pomocg techniki LAMP umozliwia celowane

leczenie stanow zapalnych przyzebia w warunkach ambulatoryjnych.

5. Bufor ,,Difast” pozwala na usprawnienie i skrocenie procesu ekstrahowania
bakteryjnego DNA z pozyskanego materiatu biologicznego, aczkolwiek bufor TE

charakteryzuje si¢ wigkszg powtarzalnoscig i czutoscia.

6. Badane grupy nie roznily si¢ migdzy soba pod wzgledem liczby kopii DNA

badanych peridontopatogenow.

7. Nie stwierdzono zaleznos$ci pomigdzy plcig 1 statusem palenia a liczbg kopii DNA

badanych periopatogendw.
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STRESZCZENIE

Zapalenie przyzebia jest choroba bedaca wynikiem oddziatywania na tkanki
przyzebia roznych czynnikow, szeroko rozpowszechniong wsrdd populacji ludzkie;j.

Celem prezentowanej pracy byla detekcja przy uzyciu techniki izotermalnej
amplifikacji kwaséw nukleinowych (LAMP) czterech periodontopatogendow:
Porphyromonas gingivalis (P.g.), Aggregatibacter actinomycetemcomitans (A.a.),
Fusobacterium nucleatum (F.n.) oraz Tannerella forsythia (T.f.) w materiale klinicznym
pochodzacym od chorych z agresywnym i przewlektym zapaleniem przyzgbia.

Material do badan pochodzit od 62 pacjentow ze zdiagnozowanym zapaleniem
przyzgbia oraz od 56 o0sdb, u ktérych nie stwierdzono objawow zapalenia przyzebia.
Badane probki poddano ocenie jakosciowej (okreslono obecnos¢ DNA patogendéw) oraz
ilosciowej (zmierzono liczbe kopii DNA patogendow), porownano czutos¢ i swoistosé
metody LAMP z technikami PCR oraz Real-Time PCR, a takze przeanalizowano relacje
pomigdzy wykrywalnos$cig w/w periopatogenéw a najwazniejszymi stomatologicznymi
parametrami klinicznymi zapalenia przyzebia, tj. gtebokos$cig kieszonki dzigstowej (PD),
utratg przyczepu tacznotkankowego (CAL) i1 wskaznikiem krwawienia z kieszonki
dzigstowej (SBI).

Analiza poréwnawcza trzech wykorzystanych w badaniu metod analitycznych w
zakresie czulo$ci i specyficznosci, przy jednoczesnej ocenie dwoch roéznych metod
izolacji materialu genetycznego z wykorzystaniem buforéw TE oraz ,,Difast”, pozwolita
na wskazanie najbardziej optymalnego testu umozliwiajacego szybka 1 wiarygodna
detekcje periopatogendw w praktyce klinicznej. W odniesieniu do technik PCR i Real-
Time PCR, metoda LAMP wykazata poréwnywalny poziom czulo$ci oraz
specyficznosci, cechowata si¢ krotszym czasem wykonania badania oraz tatwoscig
interpretacji otrzymanych wynikow. Detekcja bakterii F.nucleatum oraz T.forsythia z
materiatu zabezpieczonego do izolacji buforem TE metodg LAMP okazata si¢ szybsza i
bardziej precyzyjna w poréwnaniu do Real-Time PCR.

Wyniki uzyskane w trakcie przeprowadzonych analiz wskazuja, ze metoda
LAMP spetnia kryteria niezbedne do wykorzystania jej w warunkach ambulatoryjnych.
Wszechstronno$¢ LAMP, ktora w ostatnim czasie réwniez zostata doceniona poprzez
wykorzystanie jej do wykrywania wirusa SARS-COV-2, sprawia, ze technika ta moze
okaza¢ si¢ niezbednym narzedziem w celu szybkiego diagnozowania oraz celowanego

leczenia chorob przyzebia.
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SUMMARY

Periodontitis is a highly prevalent oral disease occurring across the globe,
resulting from an interaction of many predisposing factors.

The aim of the presented study was the utilization of isothermal amplification of
nucleic acids technique (LAMP) for the detection of four periodontopathogens:
Porphyromonas gingivalis (Pg), Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa),
Fusobacterium nucleatum (Fn) Tannerella forsythia (Tf) obtained from the clinical
specimen, acquired from 62 people diagnosed with periodontitis and from 56 people
exhibiting no signs of the disease.

The tested samples were assessed qualitatively (the presence of pathogen DNA
was determined) and quantitatively (the number of pathogen DNA copies was measured),
the sensitivity and specificity of the LAMP method were compared with the PCR and
Real-Time PCR techniques, and the relationship between the detectability of the above-
mentioned periopathogens and important periodontal parameters such as probing pocket
depth (PD), connective tissue attachment loss (CAL) and sulcular bleeding index (SBI)
were analyzed.

A comparative analysis of the three analytical methods used in the study in terms
of sensitivity and specificity, with the simultaneous evaluation of two different methods
of isolating genetic material with the use of TE and “Difast” buffers, allowed to indicate
the most optimal test enabling quick and reliable detection of periopathogens in clinical
practice. With regard to the PCR and Real-Time PCR techniques, the LAMP method
showed a comparable level of sensitivity and specificity. It was also characterized by a
shorter duration of the test and exhibiting ease of interpretation of the obtained results.
Detection of F.nucleatum and T. Forsythia bacteria from material protected for isolation
with TE buffer by LAMP method turned out to be faster and more precise compared to
Real-Time PCR.

The results obtained during the conducted analysis, indicate that the LAMP
method meets the criteria necessary for its use in an outpatient setting. The versatility of
LAMP, which has recently also been appreciated for its use in the detection the SARS-
COV-2 virus, makes this technique an indispensable tool for the rapid diagnosis and

targeted treatment of periodontal diseases.
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