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lzvorni znanstevni rad

TITAR ANTITELA U PLJUVACCI | SERUMU EKSPERIMENTALNIH ZIVOTINJA

Predrag Leki¢, Mirjana lvanovié
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Sazetak

U radu je odredivan titar antitela na mikroorganizme plaka u toku raz-
voja eksperimentalne inflamacije gingive pacova razliite starosti i imu-
nizovanosti.

Stanje gingive odredivano je pre Zzrtvovanja Zivotinja, a zatim su uzi-
mani uzorci pljuvacke i seruma za odredivanje titra antitela na ispitivane
mikroorganizme. Najmlada grupa Zivotinja nije pokazivala znake inflamacije
gingive tokom celog eksperimentalnog perioda, dok je intenzivnija infla-
macija zabeleZena u imunizovanoj grupi starijih pacova. Niske vrednosti
antitela u pljuvacci pokazuju odsustvo intenzivnije sinteze specifiénih anti-
tela u pljuvaéeci na antigenu stimulaciju mikroorganizama plaka. Titar se-
rumskih antitela bio je najmanji u najmlade grupe, umeren u starije i naj-
izrazitiji u imunizovane grupe pacova. lIzneti rezultati ukazuju da stariji
pacovi reaguju intezivnije na mitogene plaka u odnosu na mlade Zzivotinje,
te da prethodni kontakt sa antigenima povecava intenzitet imunih reakcija.

Kljuéne re€i: Eksperimentalni model, gingiva, titar antitela, pljuvacka, serum

uUvoD

Sasvim je sigurno da dentalni plak predstavlja glavni etiologki fak-
wor koji na tkiva parodoncijuma deluje direktnim i indirektnim putem (1, 2).
Antigeni plaka stimuliSsu nastanak lokalnog i sistematskog imuncg od-
govora, a u cilju eliminacije mikroorganizma i zastite tkiva domacina (3,
4). U dentalnom plaku sa inflamirane gingive dokazano je prisustvo sekre-
tornih antitela kao odraz nespecificne zastite (5). Stimulacija antigenima
plaka, u odnosu na nespecificne mitogene, ukazuje na poveéanu sintezu
odbrambenih elemenata u perifernoj krvi (6). Potenciranje imunih reak-
cija u prolongiranom trajanju dovodi do nastanka imuncpatolodkih meha-
nizama i indirekinog o$tecenja potpornog aparata zuba (7).

U ovom radu se u cilju daljeg razjasnjenja mehanizama nastanka i
patogeneze oboljenja parodoncijuma Zelelo utvrditi titar antitela na mi-
kroorganizme plaka u toku razvoja eksperimentalne inflamacije gingive
pacova razliGite starosti i imunizovanosti.
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MATERUAL I METODE

U okviru ove studije koriséene su tri grupe od po 11 SPF RT1 Lew/
Mo1 pacova, od kojih je jedna grupa bila jedan mesec stara (A), a dve
tri meseca (B, i B,). Jedna od dve tromesecne grupe (B;) bila je imuni-
zovana sa Fusobacterium nucieatum ATH 101, Streptococcus mutans 6715,
Bacteroides gingivalis ATCC 33 277 i Actinomices viscosus ATCC 19246.
Eksperimentalnim Zivotinjama su u vodi za piée dodavani tetraciklini (2,5
g tetraciklina i 4,33 g kalijum sorbata na litar vode za pi¢e}, a u cilju odr-
zavanja klinicki zdrave gingive sve do nultog dana razvoja eksperimen-
talnog gingivitisa. Sa nultim danom razvoja inflamacije gingive 109 ¢éelija
pomenutih vrsta mikroorganizama davno je per os kao i 5% rastvor sa-
haroze, a u cilju akumulacije vece koli¢ine plaka i nastanka inflamatornih
promena. Nultog, sedmog i ¢etrnaestog dana Zrtvovane su po tri, a treéeg
po dve Zivotinje. Neposredno pre toga odredivano je stanje gingive na
gornjim i donjim incizivima indeksom krvarenja po Cowell, Saxton, Shei-
ham i Wagg-u (8). Nakon procene stanja Zivotinjama je davana inekcija
Carbaculina (1 ml), u cilju stimulisanja pojatanog lucenja pljuvacke koja
je zatim sakupljana kapilarom. Analize su obavljene odvojeno za svaku
zivotinju fiksacijom u 99% etanolu i spravljanjem razblaZenja 1:1, 1:4, 1:186,
1:64, 1:256 i 1:1024. RazblaZzenja su postavljena na ploc¢ice sa odvojenim
kolonijama pomenutih bakterija i inkubisana u higroforu, a zatim uobicaje-
nim postupkom pripremljena za odredivanje titra antitela na fluorescent-
nom mikroskopu (9).

Uzorci krvi su sakupljani iz aksilarnih krvnih sudova i iz sréane Sup-
ljine, odvojeno za svaku Zivotinju. Fiksacija i priprema seruma za analizu
titra antitela u ispitivanih Zivotinja obavljena je istom metodom kao i sa
uzorcima pljuvacke. Vrednosti titra antitela u serumu i pljuvacci izrazene
su kao srednje vrednosti 10g,, a dobijeni rezultati obradeni testom inver-
zije (Wicoxon-Mann-Whitney »U« test).

Tabela 1. Stanje gingive eksperimentalnih Zivotinja
Table 1. The State of the Gingiva in Experimental Animals

Eksperimentalna Gingivalni indeks po danima
darps 0 3 7 14
A 0 0 0 0
B, 0 05 1 1
B, 0 0,5 0,66 086

REZULTAT! | DISKUSIJA
Nultog dana eksperimenta sve Zivotinje su imale zdravu gingivu (ta-

bela 1). Ni jedna od jednomesecnih Zivotinja (grupa A) nije u toku celog
eksperimenta pokazala znake razvoja inflamacije, 5to se inae slaze i sa
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Slika 1. Srednje vrednosti titra antitela na fusobacterium
nucleatium u pljuvaéei ispitivanih Zivotinja
(izrazene kao log 2)

Figure 1. Mean titer values of antibody to Fusobacterium
nucleatum in the spittle of study animals (ex-
pressed as log 2)

nalazima drugih autora (10, 11). Znacajno je uociti da su sve imunizovane
(B;) u odnosu na neimunizovane (B,) Zivotinje veé¢ od sedmog dana poka-
zivale znake inflamacije, a time i izrazeniju inflamatornu reakciju u slu-
¢ajevima prethodnog kontakta sa odgovaraju¢im antigenima plaka.

Analiza srednjih vrednosti titra antitela po eksperimentalnim danima
i u odnosu na svaki ispitivani mikroorganizam prikazana je na grafikonu
1, 2, 3 i 4. UoCava se da se u toku eksperimentalnog razvoja inflamacije
gingive uglavnom nisu znacajnije menjale vrednosti titra antitela na F.
nucleatum, S. mutans, B. gingivalis i A. viscosus. Pocetnog dana ekspe-
rimenta zabeleZene su nesto veée vrednosti koje uglavnom variraju osta-
lih dana ne pokazujuéi zakonomernosti za bilo koju od ispitivanih grupa.

Sasvim je sigurno da pljuvacka ima viSestruku ulogu u zastiti slu-
zokoZe usne duplje, pa i gingivalnog tkiva (10, 11). Pored fizickog i hemij-
skog uticaja znacajne su i enzimske i imune komponente pljuvacke ¢ije
se aktivnosti ogledaju pre svega u eliminaciji ili neutralisanju mkroorga-
nizama usne duplje. Jedan broj autora s toga istice korelaciju stepena
inflamacije gingive i vrednosti antitela u dentalnom plaku, pri ¢emu je
ovo rezultat poveéanja pre svega serumskih imunoglobina kiase A i G (12,

Acta stomatol. croat., Vol. 24, Br. 2, 1990. 125



9¢

‘|ojewols ey

‘0661 'z 4G ‘v oA “1e0d

‘|ojewols ejoy

‘[OA “1e040

‘0661 ‘2 “1d ‘ve

Lcl

Slika 2. Srednje vrednosti titra antitela na streptoccocus
mutans u pljuvaéci ispitivanih Zivotinja
(izrazene kao log 2)

Figure 2. Mean titer values of antibody to Streptococcus
mutans in the spittle of study animals (ex-

pressed as log 2)

Slika 3. Srednje vrednosti titra tntitela na bacteroides
gingivalis u pljuvacci ispitivanih Zivotinja
(izraZzene kao log 2)

Figure 3. Mean titer values of antibody to Bacteroides
gingivalis in the spittle of study animals (ex-
pressed as log 2)
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Slika 4. Srednje vrednosti titra antitela na actinomyces
viscosus u pljuvacdci ispitivanih Zivotinja
(izrazene kao log 2)

Figure 4. Mean titer values of antibody to Actinomyces
viscosus in the spittle of study animals (ex-
pressed as log 2)
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Slika 5. Srednje vrednosti titra antitela na fusobacterium
nucleatum u serumu ispitivanih Zivotinja
(izraZene kao log 2)

Figure 5. Mean titer values of antibody to Fusobacte-
rium nucleatum in the serum of study animals

(expressed as log 2)
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Slika 8. Srednje vrednosti titra antitela na actinomyces
viscosus u serumu ispitivanih Zivotinja
(izrazene kao log 2)

Figure 8. Mean titer values of antibody to Actinomyces
viscosus in the serum of study animals (ex-
pressed as log 2)

Titar antitela u serumu na cetiri vrste ispitivanih mikroorganizama,
po eksperimentalnim danima i grupama prikazan je slikama 5, 6, 7 i 8. U
celini posmatrano titar antitela je pokazivao najniZe vrednosti nuitog da-
na eksperimenta da bi se u toku razvoja inflamacije gingive ove vrednos-
ti povecale. Takode se uocava da su najniZe vrednosti zabeleZene u naj-
mladoj grupi Zivotinja (A), usmerene u grupi B, i najviSe u tromesecnih
imunizovanih pacova (B;}. Sli¢ni su rezultati Wyss-a i Guggenheim-a (1984)
koji su u imunizovane grupe Zivotinja testom imunofluorescence takode
dokazali znaGajno povecanje titra na inokulisane bakterije u odnosu na
kontrolnu grupu (14). Challacombe i Wilton su takode utvrdili znacajno
povecéanje titra IgG antitela na Actinomices viscosus u ispitanika sa vi-
sokim vrednostima Gl u odnosu na osobe sa niskim (15). Znacajno je istaci
da je grupa tromesec¢nih neimunizovanih Zivotinja (B,) imala znatno vedi
titar antitela u odnosu na jednomesecnu (A), §to ukazuje da prethodni i
pasivni kontakt sa mikrorganizmima plaka uti¢e na sistemsko povecanje
titra antitela u serumu ispitivanih Zivotinja.
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13). Sliéno tome i izneti rezultati u ovom radu ukazuju na odsustvo pove-
cane sinteze specificnih antitela u pljuvaéci na antigenu stimulaciju mi-
kroorganizama dentalnog plaka.

ZAKLJUCAK

Na osnovu iznetih rezultata moZe se zakljuciti da mitogeni plaka, za

razliku od nalaza u pljuvaéci, stimuliSu sintezu specifi¢nih antitela i sled-
stvenu pojavu istih u serumu ispitivanih Zivotinja. Prethodni kontakt sa
antigenima plaka utiCe takode na nastanak intenzivnijih imunih reakcija
pracenih i izraZenijim znacima inflamacije gingive, $to u produzenom vre-
menskom trajanju moZe dovesti do daljih oStecenja parodontalnih tkiva.

ANTIBODY TITER IN SALVIA AND SERUM OF EXPERIMENTAL ANIMALS

Summary

This paper reveals the antibody titer of plaque microorganisms in expe-
rimental gingivitis rats of differents ages and immunization. Before sacri-
ficing expermental animals status of gingival tissue was assessed. Further
on speciments of saliva and serum were taken for antibody titer measure-
ments. None of the young rats developed gingivitis during experiment,
where as the adult immunized rats bled on probing. Low values of anti-
bodys point out the abesnce of intensive synthesis of specific antibodys
in saliva upon the antigen stimulation of plaque maicroorganisms. Serum
antibody titers were low in young rats, moderate in adult, and high in
adult immunized rats. These results indicate that adult rats react stronger
to plaque antigents than young rats and that praevious contact with the
antigens increases the reaction.

Key words: Experimental model, gingiva, antibody titer, saliva, serum
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