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INTRODUCERE 
Boala parodontală reprezintă conform OMS principala cauză de 

pierdere a dinţilor la adulţi, frecvenţa îmbolnăvirii cu această boala a 
populaţiei globului fiind de aproximativ 70%. Conform majorităţii 
cercetătorilor şi a forurilor decizionale din domeniul medicinei 
dentare, boala parodontală, alături de caria dentară, sunt principalele 
afecţiuni orodentare ale acestui secol. În această ordine de idei, 
eforturile combinate ale specialiştilor în domeniu se concentrează spre 
a descoperi noi informaţii cu privire la apariţia şi evoluţia acestei boli, 
pentru a identifica ulterior cele mai bune metode de diagnostic, 
tratament şi prevenire a apariţiei bolii parodontale. 

Deși boala parodontală este cunoscută și tratată de peste 5000 de 
ani, demonstrarea mecanismului de apariţie a bolii parodontale a 
suferit modificări în timp, fenomenul de boală fiind legat de evoluţia 
rapidă a cunoştinţelor de microbiologie şi imunologie, precum și a 
modalităților de estimare a parametrilor clinici (şanţ gingival şi/sau 
pungă parodontală) şi prin dezvoltarea tehnologică. Astfel, metodele 
moderne au identificat ca piloni principali ai patogeniei acestei boli 
prezenţa bacteriilor parodontopatogene şi a intensității răspunsului 
imun,  boala parodontală fiind în prezent inclusă în categoria de boli 
cu „etiologie multifactorială complexă”. 

În prezenta teză, noi am folosit o tehnică moleculară de 
identificare de vârf și anume reacția de polimerizare în lanț, tehnica 
ADN-strip. Prin intermediul acestei tehnici am dorit să identificăm 
implicarea a cinci specii parodontopatogene cu potențial maxim în 
boala parodontală și anume: Aggregatibacter actinomycetemcomitans, 

Porphynomonas gingivalis, Tannerella forsythia, Treponema 

denticola și Prevotella intermedia. 
Un factor controversat implicat în apariția bolii parodontale 

agresive este terenul genetic al gazdei, mai exact polimorfismului 
genei IL-1.  
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Alături de speciile bacteriene parodontopatogene și terenul 
genetic, rol important în diagnosticarea precoce și monitorizarea bolii 
parodontale îl au markerii de stres oxidativ, fiind demonstrat în 
prezent rolul speciilor reactive de oxigen în alterarea ADN-ului celular 
și toate modificările de homeostazie celulară ce derivă din aceasta. 

Pornind de la aceste considerente a apărut ideea prezentei teze, 
în care am dorit să cercetăm existenţa unor posibile corelaţii dintre 
citokinele proinflamatorii, markerii de stres oxidativ şi speciile 
bacteriene parodontopatogene implicate în apariţia bolii parodontale 
agresive, în vederea realizării unei scheme de diagnostic precoce şi de 
monitorizare a acestei boli la tineri. 
 
CAP. 1 REPERE ALE BOLII PARODONTALE AGRESIVE ÎN 
PREZENT 

Bolii parodontale agresive i se descriu următoarele caracteristici: 
pierderea structurilor de fixare a dintelui însoţită de distrugerea 
progresivă a osului alveolar, încărcătura bacteriană necorelată cu 
severitatea bolii, agregare familială, frecvent este prezentă infecţia cu 
Actinobacilus actinomycetemcomitans, funcţie anormală a fagocitelor 
şi răspuns amplificat al macrofagelor cu producerea de prostoglandine 
[3,10]. 

Organizaţia Mondială a Sănătăţii declară în 2012 o incidenţă a 
bolii parodontale de 15-20% [11] şi propune ca stategii de prevenire a 
acesteia implementarea de programe destinate întreruperii consumului 
de tutun dar şi de implementare a unor bune practici pentru sănătate 
oro-dentară, cum ar fi periajul dentar şi folosirea aţei dentare [12]. 
 Socransky ş.a. [23]  precizează organizarea bacteriilor prezente 
în zonele parodontale în „complexe bacteriene”, care acţionează prin 
asocieri succesive până la apariţia  leziunilor specifice bolii 
parodontale [24].  
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CAP. 2 CITOKINE 
Toate celulele organismului, inclusiv cele care intră în 

componenţa sistemului imun, realizeză schimburi de informaţie prin 
intermediul unor mediatori care formează superfamiliile de citokine 
sau chemokine, cu rol major în sistemul de apărare al organismului, 
fiind implicate în principal în multiple fenomene patologice [33].  
 În cadrul reacției inflamatorii, ca parte a răspunsului imun, 
citokinele proinflamatorii, care se activează în cascadă (după secvența 
TNF-α, IL-1 beta, IL-6, IL-8, IFN-γ), contracarează efectul protectiv 
al citokinelor anti-inflamatorii [38].  

Genele care codifică IL-1 includ IL-1A, IL-1B și IL-1RN, toate 
acestea fiind localizate în aceeași regiune cromozomială, 2q13 
(cromozomul 2, brațul lung, regiunea 1, banda 3).  
 
CAP. 3 MARKERI DE STRES OXIDATIV ÎN BOALA 
PARODONTALĂ 

Biomarkerii sunt molecule produse în organismul indivizilor 
sănătoși sau de către pacienții care prezintă o afecțiune, ei fiind 
folosiți în monitorizarea statusului clinic, în identificare momentului 
de debut al bolii sau a răspunsului obținut în urma unui tratament [59]. 
Saliva poate fi folosită pentru a monitoriza starea generală de sănătate 
dar şi pentru a identifica debutul anumitor boli [63]. 
 Peroxidul de hidrogen poate să treacă de membrana nucleului și 
să producă modificări de nivelul ADN-ului, inclusiv oxidarea 
nucleotidelor [77]. 8-hidoxideoxiguanozina (8-OHdG) este un 
nucleotid oxidat care se elimină în salivă, numeroase studii 
demonstrând faptul că dozarea acestui biomarker poate fi utilă în 
cuantificarea stresului oxidativ din cadrul bolii parodontale [65, 66, 
70, 77]. 
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CAP. 4 APLICAREA CUNOŞTINŢELOR DE GENETICĂ ÎN 
DIAGNOSTICUL BOLII PARODONTALE 
 Printre primele cercetări genetice în boala parodontală au fost 
cele efectuate de către Kornman K.S. [88] în anul 1997 care a studiat 
genotipul interleukinei 1 ca factor de severitate al acestei boli. Dacă 
până în acel moment studiile prezentau relaţia dintre bacteriile 
parodontopatogene şi calitatea de fumător şi evoluţia bolii 
parodontale, autorul evidenţiază faptul că genotipul IL-1 poate fi un 
predictor folositor în cadrul bolii, pentru un grup de nefumători. El 
apreciază faptul că deşi boala parodontală poate fi diagnosticată clinic, 
medicii pot folosi pentru prima dată un marker genetic pentru a 
identifica persoanele predispuse bolii parodontale, exceptând gradul 
de încărcare bacteriană. 
 Putem concluziona că boala parodontală agresivă este 
exprimarea fenotipică a factorilor de mediu (statusul de fumător, stil 
alimentar, stres), a profilului genetic (polimorfisme) și a 
intreacțiunilor biologice (genă-genă sau genă-mediu) [101]. 
 
CAP.5 IPOTEZA DE LUCRU. OBIECTIVE GENERALE 
5.1 SCOPUL LUCRĂRII 

Lucrarea are ca scop cercetarea fundamentală prin studii de 
genetică, biochimie şi microbiologie în boala parodontală agresivă. 
 
5.2 OBIECTIVELE LUCRĂRII 
 Obiectivul general al acestei lucrări este de a cerceta existenţa 
unor posibile corelaţii dintre citokinele proinflamatorii, markerii de 
stres oxidativ şi speciile bacteriene parodontopatogene implicate în 
apariţia bolii parodontale agresive, în vederea realizării unei scheme 
de diagnostic precoce şi de monitorizare a acestei boli la tineri. 
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CAP. 6 METODOLOGIE GENERALĂ 
6.1 STRUCTURA LOTULUI DE STUDIU 

Populaţie: Populaţia studiată a fost reprezentată persoanele cu 
vârste între 35 - 44 din judeţul Constanţa, România.  
 Eşantion: Pentru stabilirea eşantioanelor reprezentative pentru 
aceste grupe de vârstă s-a utilizat metoda eşantionării stratificate 
multistadiale, realizate pe 3 niveluri: la nivel de mediu de viata (rural, 
urban), la nivel de localităţi (selecţie aleatoare proporţională) şi la 
nivel de unităţi de medicină de familie (selecţie aleatoare 
proporţională). Eşantioanele de studiat au fost apoi extrase prin 
selecţie sistematica prin pas statistic, folosind drept cadru de 
eşantionare listele complete ale pacienţilor înscrişi pe listele medicilor 
de familie din unităţile selectate pentru studiu. Eşantionul necesar 
iniţial, calculat pentru un nivel de încredere de 95%, cu o eroare de 
eşantionare de 6% şi un nivel estimat al fumătorilor şi al bolii 
parodontale de 50% în populaţia studiată, a fost de 379 subiecţi cu 
vârste cuprinse 35-44 ani. [102, 103, 104].  
 
6.2 DISTRIBUŢIA EŞANTIONULUI 
 Rata de răspuns a fost de 77,30% (86 subiecţi au refuzat 
participarea la studiu). După excluderea a 7 subiecţi din studiu 
(vânzători de tutun), eşantionul final a cuprins 286 subiecţi (6% 
eroare de eşantionare; 95% nivel de încredere), cu o medie de vârstă 
de 484,01±41,80 luni, 38,1% bărbaţi (n=109) şi 61,9% femei (n=177) 
[102, 103, 104].  
 
6.3 EXAMENUL CLINIC 

Examenul clinic al cavităţii orale a fost realizat prin inspecţie, 
palpare si percuţie, cu accent pe  examinarea parodontală. S-a 
înregistrat INDICELE CPITN (Community Periodontal Index of 

Treatment Need). 
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Distribuţia scorurilor maxime CPITN a arătat că doar un procent 
de 8% (n=23) dintre subiecţi au un parodonţiu sănătos, 42,7% prezintă 
tartru şi 46.5% prezintă pungi parodontale (n=133). 
În studiul prezent au fost incluşi: 
 toţi subiecţii sănătoşi nefumători (17 subiecţi dintre cei 23 
subiecţi cu indice cpitn=0); 
 toţi subiecţii nefumători ce au prezentat parodontită agresivă (37 
subiecţi dintre cei 133 de subiecţi cu diverse stadii ale bolii 
parodontale şi pungi parodontale de peste 3 mm). 
 Aşa cum este prezentat şi în literatura de specialiate am împărţit 
grupul de studiu (Graficul 1) în: lotul martor (SĂNĂTOŞI), în care am 
inclus subiecţii cu APP între 0 şi 3 mm, lotul de pacienţi cu pungă 
parodontală cu adâncime medie, între 4 şi 5 mm (APP 4-5), şi lotul de 
pacienţi cu adâncimea pungii parodontale cuprinsă între 6 şi 9 mm 
(APP 6-9), conform Silvestre F.J. și colab [105].  

 
Graficul 1. Distribuţia subiecţilor în loturi de studiu 

S-a obţinut acordul comisiei de etică a Universităţii Ovidius 
Constanţa pentru a respecta principiile de etică pentru cercetarea 
medicală care implică subiecţi umani. Subiecţii au fost informaţi cu 
privire la scopul investigaţiilor. Subiecţii au participat la studiu pe 
baza unui consimţământ informat care a fost semnat de către aceştia. 
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6.4 PRELEVAREA ŞI TRANSPORTUL PROBELOR 
A fost realizată în aceeaşi şedinţă cu examenul clinic dar imediat 

înaintea efectuării acestuia, pentru a evita eventuala contaminare cu 
sânge a probelor de fluide orale. Recoltarea de salivă s-a realizat prin 
tehnici diferite în funcţie de metodele de laborator folosite şi vor fi 
descrise la fiecare studiu în parte. 
 
6.5 METODE GENETICE 

Metoda genetică folosită pentru identificarea bacteriilor 
parodontopatogene şi a genotipului IL-1 este Reacţia de Polimerizare 
în Lanţ – tehnica Strip-ADN. 
 
6.6 METODE IMUNOLOGICE 
 Ca metodă imunologică am folosit tehica ELISA. [109, 110] 
 
6.7 ANALIZA STATISTICĂ 

Rezultatele obţinute au fost analizate statistic folosind programul 
IBM SPSS STATISTICS 20.  
 
CAP. 7 STUDIUL I – SPECIILE BACTERIENE 
PARODONTOPATOGENE ŞI BOALA PARODONTALĂ 
AGRESIVĂ 
7.1 INTRODUCERE 

Scopul acestei cercetări este de a evidenţia posibila relaţie dintre 
speciile bacteriene parodontopatogene şi posibila lor implicare în 
debutul bolii parodontale agresive, folosind o metodă de vârf pentru 
identificare şi anume, reacţia de polimerizare în lanţ ADN-strip. 
 
7.2 IPOTEZA DE LUCRU 

Obiectivul general al acestui studiu este de a cerceta corelaţiile 
dintre speciile bacteriene parodontopatogene implicate în apariţia bolii 
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parodontale agresive, în vederea realizării unei scheme de diagnostic 
precoce şi de monitorizare a acestei boli la tineri. 
 
7.3 MATERIAL ŞI METODĂ 
7.3.1 Colectarea probelor 

Am colectat probe de placă parodontală din 5 pungi parodontale 
la fiecare subiect. Am folosit un kit de recoltare fabricat de 
HainLifescience.  
7.3.2 Protocolul de analiză 

Testul MicroIDent® se bazează pe technologia ADNstrip şi 
permite identificare genetică moleculară combinată a 5 specii de 
bacterii parodontopatogene, şi anume: Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans, Porphynomonas gingivalis, Prevotella 

intermedia, Tannerella forsythia şi Treponema denticola. [107] 
 
7.4 REZULTATE 

Conform clasificării oferite de Socransky şi acceptate şi de 
producătorul materialului de analiză, am stabilit gruparea bacteriilor 
parodontopatogene în 3 clase: complexul Aa (care cuprinde doar 
bacteriile din grupul Aggregatibacter actinomycetemcomitans - Aa), 
complexul roşu (care cuprinde bacteriile din clasele Porphynomonas 

gingivalis - Pg, Tannerella forsythia – Tf, Treponema denticola - Td) 
şi complexul portocaliu (care include bacteriile din clasa Prevotella 

intermedia - Pi). 
Am ales să evaluăm semnificaţia statistică a speciilor 

parodontopatogene separat, pornind de la specia bacteriană de vârf din 
punct de vedere al patogenităţii (Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans), speciile bacteriene ale complexului roşu şi 
Pi considerate separat, apoi combinații între Aa şi speciile bacteriene 
ale complexului roşu, speciile bacteriene ale complexului roşu cuplate 
cu Pi, Aa şi Pi și în final combinație între toate speciile bacteriene. 
Această alegere am facut-o având la bază datele din literatura de 
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specialitate precum şi o estimare statistică privind toate speciile 
bacteriene considerate în studiu conform metodei moleculare de 
identificare folosită în cercetarea noastră.  

Pentru toate variantele evaluate, am obervat că există diferenţă 
semnificativă statistic privind prezenţa acestor specii bacteriene între 
grupul de sănătoşi şi cele cu boală parodontală agresivă, atât între 
sănătoşi şi pacienţii cu APP 4-5, p <0,05, dar şi între sănătoşi şi APP 
6-9, p < 0,05. 

Este de notat faptul că între cele două grupuri de pacienţi nu 
avem diferenţă semnificativă statistic privind prezenţa speciilor 
bacteriene parodontopatogene, p > 0,05, aceste date venind să 
confirme încă o dată poziţia acestor specii parodontopatogene la 
pacienţii cu boală parodontală agresivă, indiferent de gradul de 
adâncime al pungii parodontale. 
 
7.5 DISCUŢII 

Aşa cum susţin majoritatea studiilor boala parodontală agresivă 
este o boală multifactorială în etiologia căreia, unul din factori este 
reprezentat de prezenţa microflorei bacteriene. Cele mai frecvente 
specii bacteriene studiate şi asociate cu prezenţa bolii parodontale 
agresive sunt A. actinomycetemcomitans şi P. gingivalis, iar lista este 
completată de P. intermedia, T. forsythia şi T. denticola [117]. 

Rezultatele noastre sunt în concordanţă cu majoritatea studiilor 
care indică faptul că, întredevăr, A. actinomycetemcomitans este 
asociată cu boala parodontală agresivă [118, 119]. 
Rezultatele studiului nostru arată că asocierea dintre A. 

actinomycetemcomitans şi P. intermedia este prezentă la grupurile de 
pacienţi evaluați în studiu. 

Într-un studiu realizat în Japonia prin intermediul tehnicii PCR, 
autorii au prezentat faptul că A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis 
şi T. forsythia au fost identificate în număr mare în pungile 
parodontale la pacienţii cuprinşi în studiu şi chiar mai mult, că nu 
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există diferenţe semnificative statistic între prezenţa acestor specii 
bacteriene la pacienţii cu boală parodontală agresivă faţă de cei cu 
forma cronică [121]. Rezultatele sunt similare cu cele obţinute de noi, 
asocierea dintre A. actinomycetemcomitans şi speciile bacteriene din 
complexul roşu fiind frecvent întalnită la pacienţii noştri. 
 Un studiu foarte recent (2014, Wang X. şi colab.) realizat pe un 
grup populaţional din China, prezintă faptul că prezenţa A. 

actinomycetemcomitans se poate corela cu boala parodontală agresivă 
[123]; autorii identifică prezenţa acestei specii bacteriene atât la 
pacienţii cu pungă parodontală mică, cât şi la cei cu pungă parodontală 
adâncă, aşa cum reiese şi din rezultatele studiului nostru. 
 Putem aprecia că în prezent, părerile marilor specialiști în 
domeniu, legate de implicarea speciilor parodontopatogene în 
etiopatogenia bolii parodontale agresive sunt împarțite. În această 
ordine de idei, Kononen E. şi Muller H.P. prezintă în studiul lor faptul 
că deşi în ultimele decade cercetătorii au acordat importanţă asocierii 
dintre A. actinomycetemcomitans şi boala parodontală agresivă, autorii 
consideră acestă specie bacteriană ca fiind o componetă minoră a 
florei bacteriene din cavitatea orală şi doar la unii indivizi are rol de 
patogen oportunist. Autorii consideră ca agenţi patogeni în boala 
parodontală agresivă speciile bacteriene din complexul roşu şi cel 
orange. De asemenea, aceiaşi autori evidenţiază faptul că studiile sunt 
realizate pe grupuri populaţionale diferite din punct de vedere al 
locaţiei geografice şi al etniei, aspect care trebuie luat în considerare 
atunci când se realizează diverse comparaţii între rezultate [125].  
 
7.6 CONCLUZII PRELIMINARE 

1. Studiul nostru demonstrează că există o strânsă corelaţie între 
prezenţa speciilor bacteriene parodontopatogene identificate şi 
statusul clinic exprimat prin adâncimea pungii parodontale, 

elemente care susțin implicarea bacteriilor în etiologia bolii 
parodontale agresive; 
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2. Cea mai înaltă corelaţie s-a demonstrat a fi între adâncimea 

pungii parodontale şi prezenţa bacteriilor parodontopatogene, 
specia A.actinomycetemcomitans, urmată de de asocierile 
dintre A.actinomycetemcomitans cu P. intermedia sau cu 

complexul roşu; 
3. Cea mai slabă corelaţie este între adâcimea pungii parodontale 

şi prezenţa speciilor bacteriene parodontopatogene din cadrul 
complexulului roşu şi/sau P. intermedia; 

4. Din studiul nostru reiese că nu există diferenţe semnificativ 
statistice între prezenţa speciilor bacteriene şi mărimea 
adâncimii pungii parodontale. 

 

CAP. 8 STUDIUL II – INTERLEUKINA 1 ŞI BOALA 
PARODONTALĂ AGRESIVĂ 
8.1 INTRODUCERE 

Scopul acestei etape a cercetări este de a evidenţia posibila 
relaţie dintre identificarea profilului genetic legat de polimorfismul 
genei IL-1 şi biomarkerul de stress oxidativ IL-1β salivar la pacienţii 
cu boală parodontală agresivă, folosind o metodă de vârf pentru 
identificare şi anume, reacţia de polimerizare în lanţ ADN-strip, 
respectiv reacţia ELISA. 
 
8.2 IPOTEZA DE LUCRU 

Obiectivul general al acestei lucrări este de a cerceta corelaţiile 
dintre profilul genetic legat de polimorfismul genei IL-1, citokina 
proinflamatorie IL-1β salivar şi apariţia bolii parodontale agresive, în 
vederea realizării unei scheme de diagnostic precoce şi de 
monitorizare a acestei boli la tineri. 
 
8.3 MATERIAL ŞI METODĂ 
8.3.1 Colectarea probelor pentru testul genetic 
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Am colectat probe de salivă de la fiecare subiect. Am folosit un 
kit de recoltare fabricat de HainLifescience.  
8.3.2 Colectarea probelor pentru IL-1β salivar 

Pentru testul ELISA probele de salivă au fost colectate prin 
metoda standard (colectarea pasivă a salivei în recipiente sterile). 
[109] 
8.3.3 Protocolul de analiză al tehnicii de biologie moleculară 

Testul GenoType IL-1® se bazează pe technologia ADNstrip şi 
permite identificarea genetică moleculară combinată a 
polimorfismului IL-1A -889, IL-1B +3953 şi IL-1RN +2018 al 
locusului genetic al interleukinei 1. [108] 
8.3.4 Protocolul de analiză al testului ELISA pentru IL-1β salivar 
(Promokine) 

Pentru determinarea biomarkerului IL-1β s-a folosit metoda 
ELISA, tehnica sandwich, conform indicaţiilor producătorului 
(Promokine, USA).  
 
8.4 REZULTATE 
 Este de subliniat faptul că majoritatea persoanelor luate în studiu 
prezintă profil heterozigot (CT) și aparțin lotului de pacienți cu boală 
parodontală agresivă. Remarcăm identificarea în lotul de sănătoși a 
unui număr mic de subiecți care prezintă genotip homozigot TT pentru 
genele IL-1. 

Dacă luăm în considerarea frecvenţa genotipurilor IL1A la 
grupurile de studiu se poate observa că există o diferenţă semnificativă 
statistic a prezenţei genotipului CT între grupul de sănătoşi şi cel cu 
boală parodontală agresivă, p = 0,0237. Pentru prezenţa genotipului 
TT între grupul de sănătoşi şi cel cu boală parodontală agresivă am 
obţinut o diferenţă înalt semnificativ statistică, p = 0,0006. Însă, nu 
există diferenţă semnificativă statistic privind prezenţa genotipului CC 
între grupul de sănătoşi şi cel cu boală parodontală agresivă, p = 
0,7349. 
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În ceea ce priveşte frecvenţa genotipurilor IL1B la grupurile de 
studiu se poate observa că există o diferenţă înalt semnificativ 
statistică atât între prezenţa genotipului CT identificat la grupul de 
sănătoşi şi cel cu boală parodontală agresivă, p = 0,0015, cât şi între 
prezenţa genotipului TT la cele două grupe de subiecţi evaluate, p = 
0,0001. De asemenea nu am obţinut o diferenţă semnificativă statistic 
între prezenţa genotipului CC între grupul de sănătoşi şi cel cu boală 
parodontală agresivă, p = 0,4944. 

În cazul genei IL-1B am obţinut de asemenea diferenţe înalt 
semnificativ statistice (p = 0,000) între valorile IL-1β şi cele trei 
genotipuri identificate prin testul PCR. 
 
8.5 DISCUŢII 

În literatura de specialitate sunt prezentate studii care au 
identificat corelaţiile dintre modificările genetice ale genei IL-1 şi 
existenţa bolii parodontale agresive [126, 127, 128, 129]. Există în 
lume puține studii care au reuşit să prezinte o corelaţie între defectul 
genetic, cuantificarea fenotipică al IL-1 şi statusul de boală, în 
România aceste studii fiind absente, ceea ce ne permite să afirmăm că 
rezultatele obținute de noi sunt de noutate absolută. 

În literatura actuală de specialitate sunt prezentate studii care 
susţin existenţa unei asocieri dintre polimorfismul genelor IL-1 şi 
boala parodontală agresivă. Astfel, Safonova A.V. şi colab. [132] 
prezintă faptul că defectul genetic al IL-1B influenţează expresia 
fenotipică a acesteia, iar prin asociere cu polimorfismul IL-6, duc la 
creşterea severităţii bolii; în această ordine de idei s-a observat că în 
acestă asociere au fost identificate A. actinomycetemcomitans 
împreună cu P. gingivalis, conturându-se o nouă paradigmă legată de 
corelația dintre aceste polimorfismul acestor gene, expresia fenotipică 
și eventuala potențare a colonizării cu specii bacteriene 
parodontopatogene în condițiile prezenței unor defecte genetice. 
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În ultimii 10 ani, studiile au arătat că severitatea bolii 
parodontale este strâns legată de polimorfismul genei IL-1 dar și de 
mediatori inflamatori locali, printre care IL-1 beta joacă un rol 
important [134]; astfel, Guzeldemir și colab. [135] a identificat o 
asociere extrem de semnificativă statistic între polimorfismului genei 
IL-1 și boala parodontală agresivă la un grup populaţional din Turcia. 
De asemenea, conform Quappe și colab. [136], în populația chiliană 
polimorfismului genei IL-1 a fost identificat la 25% dintre pacienții cu 
boală parodontală cu debut precoce. În alt studiu realizat pe un 
eşantion populaţional din Danemarca, Havemose-Poulsen şi colab. 
[137] au identificat o asocierea între genotipurile IL-1 şi boala 
parodontală agresivă. Rezultate similare au fost raportate de către 
Parkhill [138] care a identificat existenţa unei asocieri între 
parodontita agresivă și predominanța polimorfismului genei IL-1 la un 
grup populaţional din UK. 

Rezultatele studiului nostru sunt foarte asemănătoare cu cele ale 
autorilor mai sus menționați, existând o diferență înalt semnificativă 
statistic între prezența polimorfismului genelor IL-1 şi boala 
parodontală agresivă (profil genetic IL-1B TT). 

Corelația dintre polimorfismul genelor IL-1B și expresia 
genetică materializată prin cantitatea IL-1beta sintetizată, rămâne însă 
un subiect controversat, urmând ca într-un viitor apropiat, extinderea 
studiilor pe loturi mai mari de subiecți și pe grupuri populaționale 
variate din punct de vedere genetic să ducă la elucidarea acestui 
subiect. În acestă ordine de idei sunt prezentate în literatura de 
specialitate actuală și rezultatele unor studii care arată că nu există 
corelație între polimorfismul genelor IL-1 și boala parodontală 
agresivă; astfel, rezultatele obținute au fost realizate pe grupuri 
populaționale diferite din punct de vedere genetic - caucazieni, 
africani, Asia de Est [97, 99, 139, 140, 141, 142, 143, 144]. 
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Majoritatea autorilor enumeraţi mai sus concluzionează că e 
posibil ca defectul genetic să nu fie singular, boala putând fi cauzată 
de alterări ale materialului genetic la mai multe gene [97, 143, 145]. 

 
8.6 CONCLUZII PRELIMINARE 

1. Studiul nostru demonstrează că există diferenţe semnificative 
statistic între profilul genetic al IL-1 la pacienţi cu boală 
parodontală agresivă comparativ cu lotul de sănătoşi; 

2. În ceea ce priveşte asocierea dintre profilul genetic şi 
fenomenul de boală, rezultatele noastre demonstrează că există 
o corelaţie (foarte înaltă pentru IL-1B şi înaltă pentru IL-1A) 

între polimorfismul genetic şi statusul clinic; 

3. Cea mai înaltă semnificaţie statistică am obţinut-o pentru 

prezenţa genotipului TT la toate genele IL-1 studiate, urmată 
de cea pentru genotipul CT. 

4. Nu există diferență semnificativă statistic privind prezența 
genotipului CC între sănătoși și pacienți cu boală parodontală 
agresivă pentru niciuna dintre genele IL-1 evaluate 

5. Există o corelație înaltă între profilul genetic al IL-1B și 
exprimarea fenotipică a acestora, respectiv cantitatea de IL-

1beta cuantificată în salivă.  
 

CAP. 9 STUDIUL III – BIOMARKERI DE STRES OXIDATIV 
ŞI BOALA PARODONTALĂ AGRESIVĂ 
9.1 INTRODUCERE 

Scopul acestei etape a cercetării este de a evidenţia posibila 
relaţie dintre statusul de boală (exprimat prin adâncimea pungii 
parodontale), profilul genetic (polimorfismul genelor IL-1) și 
biomarkerii de stress oxidativ (IL-1β şi 8-OHdG salivari). 
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9.2 IPOTEZA DE LUCRU 
 Obiectivul general al acestui studiu este de a cerceta corelaţiile 
dintre statusul de boală, citokinele proinflamatorii şi markerii de stres 
oxidativ implicaţi în apariţia bolii parodontale agresive, în vederea 
realizării unei scheme de diagnostic precoce şi de monitorizare a 
acestei boli la tineri. 
 
9.3 MATERIAL ŞI METODĂ 

Am colectat probe de salivă de la fiecare subiect. Pentru probele 
genetice şi pentru determinarea cantitativă a IL-1β salivar metodele de 
recoltare au fost descrise în cadrul studiilor mai sus prezentate.  

Pentru 8-OHdG probele obţinute au fost centrifugate la 8000 
rpm timp de 10 minute. [110] 
9.3.1 Protocolul de analiză 

Pentru testele genetice şi pentru IL-1β salivar am prezentat 
protocoalele de analiză în capitolele anterioare. În cadrul acestui 
studiu voi prezenta tehnica de determinare ELISA pentru 8-OHdG 
salivar. 
9.3.2 Principiul testului ELISA pentru 8-OHdG salivar 

Pentru determinarea biomarkerului 8-OHdG s-a folosit metoda 
ELISA, tehnica competitivă, conform indicaţiilor producătorului 
(Cayman Chemical, USA).  

 
9.4 REZULTATE 
9.4.1 Rezultatele obţinute pentru IL-1A (-889), statusul de boală şi 
parametrii fenotipici 

Există o diferenţă înalt semnificativă statistic (p<0,001) între 
valorile medii ale cantităţii de IL-1beta salivară în funcţie de statusul 
clinic şi genotipurile IL-1A. 

Analizând rezultatele se poate observa că influenţa variabilelor 
independente (status clinic şi genotip IL-1A) asupra variabilei 
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dependente (IL-1beta salivară) introduse în modelul Two Way Anova 
este înalt semnificativă statistic (p < 0,001). 

De asemenea, observăm că există o corelație puternică între 
statusul clinic, genotipurile IL-1A și cantitatea de 8-OHdG salivară. 
Analizând rezultatele obținute s-a observat că influenţa parametrilor 
introduşi în modelul Two Way Anova este înalt semnificativă statistic 
(p < 0,001). 
9.4.2 Rezultatele obţinute pentru IL-1B (+3954), statusul de boală şi 
parametrii fenotipici 

Rezultatele indică faptul că există o corelație puternică între 
statusul clinic, genotipurile IL-1B și cantitatea de IL-1beta salivară. 
Din analiza rezultatelor noastre se observă că influenţa factorilor 
introduşi în modelul Two Way Anova este înalt semnificativă statistic 
(p < 0,001). 

Există o corelație puternică între statusul clinic, genotipurile IL-
1B și cantitatea de 8-OHdG salivară. De asemenea, pentru 8-OHdG, 
putem spune că există o influenţă înalt semnificativă statistic pentru 
factorii introduşi în modelul Two Way Anova (p < 0,001). 

 
9.5 DISCUŢII 

Studiul nostru este de noutate absolută în România, pentru că nu 
s-a efectuat până în prezent o evaluare a modificărilor genetice ale 
genei IL-1 în paralel cu prezenţa bacteriilor și a stresului oxidativ în 
contextul bolii parodontale agresive.  
 În literatura de specialitate există numeroase studii care 
dovedesc existenţa unei asocieri între nivelul salivar al 8-OHdG şi 
prezenţa bolii parodontale agresive. Sezer şi colab. [65]  prezintă în 
studiul său faptul că există o corelaţie înalt semnificativă statistic între 
valorile salivare ale 8-OHdG şi indicii clinici. De asemenea, Canakci 
şi colab. [64, 76] prezintă în mai multe studii faptul că nivelul salivar 
de 8-OHdG este un biomarker care se identifică precoce în cazul 
denaturării ADN-ului mitocondrial de la nivelul ţesutului gingival, 
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datorită proceselor oxidative, la pacienţii cu boală parodontală 
agresivă. 
 Takane şi colab. [146] indică de asemenea în studiul său faptul 
că nivelul salivar al 8-OHdG se corelează puternic cu adâncimea 
pungii parodontale; mai mult chiar, autorul precizează că acest 
biomarker poate fi folosit cu succes în diagnosticarea şi monitorizarea 
pacienţilor cu boală parodontală. 
 În studiile noastre anterioare [67, 68, 69] am prezentat faptul că 
8-OHdG salivar este un biomarker sensibil, care se pozitivează chiar 
înainte de apariţia semnelor clinice de boală parodontală, ceea ce îl 
propune ca element foarte util în practica de zi cu zi a medicului 
dentist, în diagnosticarea precoce a bolii parodontale, fiind un 
potențial instrument de screening în acestă boală. 
 Mai mult decât atât, există numeroase studii care demonstrează 
cu succes utilitatea acestui biomarker salivar şi îl propun ca instrument 
de monitorizare al eficienţei tratamentului bolii parodontale [66, 68, 
69, 146]. 
 Noi am demonstrat faptul că prezenţa bacteriilor, genotipul-
fenotipul IL-1 şi cantitatea de 8-OHdG sunt în corelaţie puternică cu 
statusul clinic oro-dentar, în literatura de specialitate neexistând studii 
care să coreleze parametrii mai sus menționați. 
 
9.6 CONCLUZII PRELIMINARE 

1. Studiul nostru demonstrează că există o legătură strânsă între 
profilul genetic şi boala parodontală agresivă; 

2. Există o asociere între polimorfismul genetic şi evaluarea 
procesului inflamator şi al nivelului de stres oxidativ, exprimat 
prin valorile IL-1beta şi respectiv 8-OHdG salivare, 

determinate în boala parodontală agresivă. 
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CAP. 10 EVALUAREA SENSIBILITĂŢII ŞI SPECIFICITĂŢII 
TESTELOR FOLOSITE 

Pentru a demonstra valoarea testelor folosite în explorarea 
paraclinică în ideea de a realiza o ierarhizare a acestora am efectuat o 
analiză statistică privind sensibilitarea şi specificitatea acestora. 

Dat fiind faptul că în prezent tehnica PCR este tehnică de vârf 
apreciată de specialiști în domeniu ca fiind cea mai sensibilă și cea 
mai specifică modalitate de identificare și cuantificare a unui 
parametru, am decis să analizăm sensibilitatea şi specificitatea 
metodei ELISA folosită pentru cuantificarea IL-1β și 8-OHdG salivar. 
Am realizat această evaluare prin intermediul curbei ROC, curbă care 
identifică şi valoarea cut-off care discerne în cadrul şirului de rezultate 
valorile de normal de cele patologice. 
 Valoarea estimată (cut-off value) pentru variabila IL-1β care 
poate distinge între cele două grupuri (sănătoși şi bolnavi) în condiţiile 
unei sensibilităţi (Se) şi Specificităţi (Sp) maxime, este 30,001 pg/mL. 
 Aria de sub curba ROC trasată pentru variabila IL1beta (A = 
0,943) diferă semnificativ de valoarea 0,5 (1/2 din aria pătratului). 
Probabilitatea calculată asociată acestei valori este p = 0,0001 < α = 
0,05. În aceste condiţii se poate afirma că variabila menţionată are 
abilitatea de a distinge între cele două grupuri sănătoşi şi pacienţi cu 
boală parodontală agresivă. 
 De asemenea valoarea estimată (cut-off value) pentru variabila 8-
OHdG care poate distinge între cele grupul de sănătoşi şi cel cu boală 
parodontală agresivă, în condiţiile unei sensibilităţi (Se) şi 
Specificităţi (Sp) maxime, este de 1,43 ng/mL.  

Şi în cazul 8-OHdG, aria de sub curba ROC trasată (A = 0,982) 
diferă semnificativ de valoarea 0,5 (1/2 din aria pătratului). 
Probabilitatea calculată asociată acestei valori este p = 0,0001 < α = 
0.05. Astfel putem afirma că această variabilă are abilitatea de a 
distinge între grupurile de Sănătoşi şi Pacienţi cu boală parodontală 
agresivă. 
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 În continuare am comparat curbele ROC pentru a stabili care 
dintre cele două variabile poate distinge mai corect între grupurile de 
sănătoşi şi pacienţi cu boală parodontală agresivă, sau altfel spus, care 
dintre cele două teste este mai sensibil. 

Având în vedere rezultatul testului, cu o diferenţă între arii de 
0,039 şi un nivel de semnificaţie statistic p = 0,231 > 0,05, putem 
concluziona că cele două teste sunt sensibil egale. 

 
CAP. 11 ESTIMAREA STATISTICĂ A RISCULUI DE 
PROGRESIE A BOLII 

Riscul Relativ (RR), adică raportul dintre proporțiile cazurilor 
care au produs un eveniment pozitiv (Aa = PREZENT) în cele doua 
grupuri de pacienți cu boală parodontală agresivă vs. sănătoși este 
10,56, valoare semnificativă statistic (intervalul de confidență 95% IC 
= 1,55-71,93). 

Dat fiind faptul că speciile bacteriene menționate au fost 
identificate și la subiecți sănătoși, am considerat util să calculăm riscul 
relativ de progresie a bolii în condițiile prezenței acestor specii 
bacteriene. Astfel, identificarea prezenței speciei bacteriene Aa la 
bolnavii cu boală parodontală agresivă duce la progresia bolii de 10,56 
ori mai mult decât la subiecții sănătoși parodontal la care s-a 
identificat acestă specie bacteriană. 

Similar, asocierea dintre prezența speciei Aa cu IL-1β, duce la 
progresia bolii de 12,48 ori mai mult la bolnavii cu boală parodontală 
agresivă, în timp ce asocierea dintre 8-OHdG și prezența Aa conduce 
la progresia bolii de 4,63 ori mai mult la pacienții cu boală 
parodontală agresivă.  

În cazul în care se asociază valori crescute ale cantităţilor de IL-
1β cu 8-OHdG salivare, se observă o progresie a bolii de 3,47 ori mai 
mult la bolnavii cu boală parodontală agresivă.  
 Pentru asocierea variantelor genetice ale IL-1B şi cantităţile de 
IL-1β salivară, se observă că prezenţa genotipului CT duce la o 
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progresie a bolii de 4,72 de ori mai mult la bolnavii cu boală 
parodontală agresivă, iar prezenţa genotipului TT duce la progresia 
bolii de 5,23 ori mai mult.  
 În ceea ce privește asocierea dintre adâncimea pungii 
parodontale și prezența Aa se observă că duce la o progresie a bolii de 
2,48 de ori mai mult la bolnavii cu boală parodontală agresivă; de 
asemenea asocierea dintre APP cu IL-1β salivară duce la o progresie a 
bolii de 6,09 de ori mai mult, în timp ce asocierea dintre APP cu 8-
OHdG salivară duce la o progresie a bolii de 17,41 de ori mai mult la 
bolnavii cu boală parodontală agresivă.  
 
CAP. 12 ORIGINALITATEA ŞI CONTRIBUŢIILE 
INOVATOARE ALE TEZEI 

Originalitatea tezei constă în evaluarea în paralel a unor markeri 
de stres oxidativ de estimare a bolii parodontale, în condițiile în care, 
în literatura de specialitate, aceștia sunt estimați separat. 

Ideea realizării acestui paralelism a venit consecutiv dezvoltării 
stadiului actual al cunoașterii legat de etiopatogenia bolii parodontale, 
în care galopant sunt descoperiți noi și noi factori implicați direct și 
indirect în apariția acestei boli. 

Considerăm de asemenea că originalitatea tezei rezidă din modul 
în care s-au corelat studiul stresului oxidativ cu citokinele 
proinflamatorii și speciile bacteriene parodontopatogene în paralel cu 
modificări genetice, respectiv cu polimorfismul unor gene. 

Acuratețea rezultatelor obținute prin tehnici de înaltă 
performanță – tehnica PCR – susțin implementarea testelor genetice 
privind identificarea subiecților care prezintă polimorfism al genelor 
IL-1 și în concluzie risc crescut de apariție al bolii parodontale. 

Rezultatele tezei aduc contribuții inovatoare legate de 
actualizarea cunoștințelor privind diagnosticul, monitorizarea și 
prognosticul bolii parodontale. În același timp, considerăm că o 
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contribuție inovatoare a tezei este dată de posibilitatea utilizării 
biomarkerului 8-OHdG salivar în screeningul bolii parodontale. 

Rezultatele noastre susțin în egală măsură posibilitatea utilizării 
ca biomarker și a speciei A. Actinomycetemcomitans dat fiind faptul că 
această specie a fost identificată la subiecți sănătoși care ar necesita în 
timp o monitorizare în vederea preântâmpinării instalării bolii 
parodontale. 

Considerăm în final că toate acestea sunt argumente care susțin 
contribuția rezultatelor tezei în optimizarea schemei de diagnostic a 
bolii parodontale. 
 

CAP. 13 CONCLUZII GENERALE 
 Rezultatele obținute privind evaluarea tuturor parametrilor pe 

care i-am luat în studiu, raportați la starea de normal și 
patologic a parodonțiului, arată că fiecare dintre aceștia este 
relevant în cadrul diagnosticului bolii parodontale agresive. 

 Studiile genetice privind identificarea speciilor 
parodontopatogene demonstrează că A. actinomycetemcomitans 
și combinația dintre A. actinomycetemcomitans cu P. 

intermedia eu fost cel mai frecvent identificate ca specii 
microbiene în producerea bolii parodontale agresive. 

 Studiile privind profilul genetic legat de genele IL-1 arată că 
polimorfismul acestora este strâns legat de boala parodontală 
agresivă. 

 Există o corelație înaltă între profilul genetic al IL-1B, respectiv 
polimorfismul acestor gene și exprimarea fenotipică, respectiv 
cantitatea de IL-1beta cuantificată în salivă. 

 Polimorfismul genelor IL-1 se corelează cu statusul clinic și 
cantitatea de 8-OHdG și IL-1 beta salivare cuantificate. 

 Consecutiv acestor rezultate, putem estima că subiecții sănătoși 
clinic oro-dentar dar cu polimorfism al genelor IL-1B necesită 
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monitorizare specială în vederea preîntâmpinării apariței bolii 
parodontale.  

 Cei doi parametrii evaluați cantitativ (IL-1beta și 8-OHdG 
salivari) prin metoda ELISA reflectă cu un înalt nivel de 
sensibilitate și specificitate implicarea acestora în boala 
parodontală agresivă, rezultate ce susţin utilizarea acestor 
biomarkeri în diagnosticul şi monitorizarea bolii parodontale. 

 Estimarea statistică a riscului relativ de progresie a bolii 
evaluate prin combinarea parametrilor luați în studiu arată că 
cel mai mare risc relativ este pentru asocierea dintre IL-1beta și 
prezența speciei bacteriene A. actinomycetemcomitans. 

 Cea mai nefastă asociere privind biomarkerii luaţi în studiu este 
cea dintre APP şi 8-OHdG salivară care duce la o progresie a 
bolii de 17,41 de ori mai mare la pacienţii cu boală parodontală 
agresivă. 

 Privind corelația dintre adâncimea șanțului gingival și cantitatea 
de 8-OHdG salivar la sănătoși, susține posibilitatea utilizării 
acestui biomarker în diagnosticul precoce al bolii parodontale și 
în vederea realizării screeningului populațional. 
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