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Sazetak

UCINKOVITOST FOTODINAMSKE TERAPIJE DIODNIM LASEROM VALNE
DULJINE 445NM I OTOPINE RIBOFLAVINA NA BIOFILM MIKROORGANIZAMA
NA POVRSINI DENTALNIH IMPLANTATA

Cilj istrazivanja bio je utvrditi u¢inak antimikrobne fotodinamske terapije (PDT) 0,1%
riboflavinom kao fotosenzitiziraju¢im sredstvom aktiviranim diodnim laserom valne duljine
445 nm na biofilm Staphylococcus aureus 1 Candida albicans na povrsini dentalnih implantata
te usporediti s ucinkom fotodinamske terapije 0,1% metilenskim modrilom kao
fotosenzitiziraju¢im sredstvom aktiviranim diodnim laserom valne duljine 660 nm i u¢inkom
0,2% klorheksidina. Istrazivanje je provedeno na 80 dentalnih implantata kontaminiranih
biofilmom Staphylococcus aureus 1 Candida albicans, nasumicno podijeljenih u 4 skupine od
20 implantata u svakoj skupini. Negativna kontrolna skupina (NC) je ostavljena bez tretmana
povrsine, pozitivna kontrolna skupina (PC) tretirana je 0,2% otopinom klorheksidina, ispitivana
fotodinamska skupina (PDT1) tretirana je 0,1% riboflavinom kao fotosenzitiziraju¢im
sredstvom aktiviranim diodnim laserom valne duljine 445 nm, druga fotodinamska skupina
tretirana je 0,1% metilenskim modrilom kao fotosenzitizirajuéim sredstvom aktiviranim
diodnim laserom valne duljine 660 nm (PDT2). Usporedbom dobivenih rezultata utvrdeno je
da je novi fotodinamski protokol dezinfekcije povrSine implantata diodnim laserom valne
duljine 445nm 1 otopine 0,1% riboflavina usporediv s postoje¢im protokolima dezinfekcije
povrsine implantata otopinom 0,2% klorheksidinom, kao i diodnim laserom valne duljine 660
nm i 0,1% otopinom metilenskog modrila. Zaklju€eno je da ispitivani protokol moze postaviti
temelj daljnjim klinickim istrazivanjima i pocetku upotrebe nove valne duljine plavoga spektra

svjetlosti u kombinaciji s novim fotosenzibiliziraju¢im sredstvom u klinickoj praksi.

Kljuéne rijeci: fotodinamska terapija; riboflavin; diodni laser; periimplantitis
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Summary

EFFECT OF ANTIMICROBIAL PHOTODYNAMIC THERAPY WITH DIODE
LASER OF 445 NM WAVELENGTH AND RIBOFLAVIN DYE ON
MICROORGANISMS’ BIOFILM ON DENTAL IMPLANT SURFACE

Aim: The occurrence of peri-implantitis was observed with the beginning of the placement of
the first dental implants. With the increase in the number of dental implants, the frequency of
complications in clinical practice, in the form of peri-implant diseases, has also increased.
Antimicrobial photodynamic therapy (PDT) was introduced as a potential periimplantitis
treatment option. The aim of the study was to determine the effect of the new antimicrobial
photodynamic therapy (PDT) with the novel diode laser light (SiroLase Blue; Dentsply Sirona;
Germany) of 445 nm wavelength in combination with the 0.1% riboflavin solution as a
photosensitizing agent on the Staphylococcus aureus and Candida albicans biofilm on the
surface of dental implants, and compare it with the effect of PDT with methylene blue 0.1%
photosensitizing agent activated by diode laser with a wavelength of 660 nm and the effect of

the often used 0.2% chlorhexidine solution.

Methods: In the study 80 dental implants contaminated with Staphylococcus aureus and
Candida albicans biofilm was used, randomly divided into 4 groups of 20 implants in each one.
The implants were removed from the bacterial-fungal suspension using a sterile forceps, gently
dried with sterile gauze to remove the excess bacterial and fungal solution and placed on sterile
silicone holders. The negative control group (NC) was left without surface treatment. The
positive control group (PC) was treated with a sterile cotton pellet soaked in a 0.2%
chlorhexidine-based solution for 60 s using a brushing movement. The examined group was
treated with 0.1% riboflavin dye and then radiated with a diode laser at 445 nm (Q power = 100
mW) in the pulsed mode of 100 Hz using an EasyTip 320 um, with the max power density of
124.34 W/cm2 and energy density of 1.24 J/cm2, for 60 s moving in circles at approximately 1
mm from the implant surface. The second PDT group (PDT2) was treated using a similar
procedure, with 0.1% methylene blue as a photosensitizing agent activated by a diode laser with
a wavelength of 660 nm (Q power = 100 mW), in continuous-wave mode using an EasyTip 320
um, with the max power density of 124.34 W/cm?2 and max energy density of 1240 J/cm2, for

60 s moving in circles at approximately 1 mm from the implant surface.
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Results: PDT1 and PDT2 group showed greater reduction of Staphylococcus aureus and
Candida albicans compared to NC group, and no significant difference compared to PC group.
PDT1 and PDT2 groups compared showed no significant difference in disinfection of
Staphylococcus aureus and Candida albicans microorganisms’ biofilm on dental implant

surface.

Conclusions: Analyzing the obtained results, it was determined that the new photodynamic
protocol for disinfection of the implant surface with a diode laser of wavelength 445 nm and a
0.1% riboflavin solution is comparable to the existing protocols for disinfection of the implant
surface with a solution of 0.2% chlorhexidine, as well as with a diode laser of wavelength 660
nm and 0, 1% methylene blue solution. It was concluded that the investigated protocol can lay
the foundation for further clinical research and the beginning of use of a new wavelength of the

blue light spectrum in combination with a new photosensitizing agent in clinical practice.

Keywords: Photodynamic therapy; riboflavin; diode laser; periimplantitis
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1. UVOD
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1.1. Infekcije oko implantata

Pojava periimplantitisa uocena je s pocetkom postavljanja prvih dentalnih implantata(1).
Povecanjem broja ugradenih dentalnih implantata u klinickoj se praksi povecava i ucestalost
komplikacija u vidu periimplantatnih bolesti (2). Najnovija klasifikacija periimplantatnih
bolesti i stanja predstavljena je na Svjetskoj radionici Americke parodontoloske organizacije i
Europske parodontoloske federacije (AAP/EFP) 2017. godine, gdje su promjene podijeljene na
periimplantatni mukozitis i periimplantitis (3). Obje promjene, i periimplantatni mukozitis, i
periimplantitis, smatraju se stanjima povezanima s plakom. Periimplantatni mukozitis prethodi
periimplantitisu te ga karakterizira krvarenje pri sondiranju i vizualni znakovi upale mekog
tkiva oko implantata u funkciji, dok je periimplantitis definiran kao upalna promjena koja
zahvaca uz meka tkiva i kost oko implantata u funkciji (4). Patogeneza periimplantatnih bolesti
moze biti povezana s brojnim ¢imbenicima rizika i uzro¢nicima. Periimplantatne upale moguce
je lijeciti adekvatnom kontrolom infekcije oko implantata, koja klini¢arima predstavlja veliki
izazov zbog slozene patogeneze bolesti i oteZane dekontaminacije hrapave i posebno obradene
povrsine dentalnih implantata (5-8). Jo$ nisu usuglaseni stavovi oko reverzibilnosti upalne

promjene (4).

1.1.1. Periimplantatni mukozitis

Povecanjem ucestalosti istrazivanja potencijalne upale oko implantata ustanovljena je
velika prevalencija nekog od oblika periimplantatne bolesti (9). Dokazana je pojava
periimplantatnog mukozitisa u ¢ak 80% ispitanika na 50% ispitivanih mjesta oko implantata.
Podaci se u literaturi razlikuju zbog razlicite dijagnosticke definicije bolesti u istrazivanjima
(10). Periimplantatni mukozitis dijagnosticira se klinickim znakovima upale, poput krvarenja

tijekom sondiranja s ili bez supuracije (11-13).

1.1.2. Periimplantitis

Uznapredovali stadij periimplantatne upale koji uz upalne promjene mekog tkiva zahvaca i
kost naziva se periimplantitis (4). Periimplantitisu prethodi upala mekog tkiva oko implantata,
periimplantatni mukozitis (14). Prijelaz izmedu periimplantatnog mukozitisa i periimplantitisa
je postepen 1 klinicki tesko odrediv. Periimplantitis ima neSto manju prevalenciju od

periimplantatnog mukozitisa, a javlja se u 4,7% - 45% ispitanika na 3,6% - 22,1% ispitivanih
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mjesta oko implantata (15-19). Gubitak periimplantatne kosti pokazatelj je periimplantitisa,
iako je tesko odrediti je i gubitak nastao upravo uslijed progresivne upalne bolesti. Diskutabilna
je 1 granica gubitka kosti koja definira bolest. Preporuceno je da se granica postavi na 2 mm od
oc¢ekivane granice marginalne kosti nakon remodelacije kosti po postavi dentalnih implantata
(13). Cak i unatog takvoj definiciji oéekivana granica marginalne kosti podloZna je subjektivnoj

procjeni.

Na temelju zajedni¢kog izvjeS€a radne grupe stru¢njaka spomenute svjetske radionice
AAP/EFP o klasifikaciji parodontnih i periimplantatnih bolesti i stanja potrebni kriteriji za

postavljanje dijagnoze periimplantitisa su:

- prisutnost krvarenja i/ili gnojenja pri sondiranju
- dubina sondiranja >6 mm,
- razina kosti >3 mm apikalno od najkoronalnijeg dijela implantata ili od granice

poliranog i hrapavog dijela kod implantata na razini mekog tkiva (20).

Koristenje radiografskih snimaka potrebno je za utvrdivanje defekta koStanog tkiva oko
implantata prilikom postavljanja dijagnoze (Slika 1.). Defekt se moze dijagnosticirati
dvodimenzionalnim radiografskim snimkama, poput intraoralne radioloske snimke ili
panoramskim slike, ili pak s trodimenzionalnim snimkama kao §to je raCunalna tomografija i
racunalna tomografija s konusnim snopom (21). Uporaba intraoralnih radioloskih snimaka je
najcesc¢a u svakodnevnoj praksi, ali je ograni¢ena na dvodimenzionalni prikaz defekta te zbog
superpozicije struktura ne moze uvijek prikazati to¢nu razinu periimplantatne kosti (22).
Nepostojanje 3D informacija kod intraoralnih radioloskih snimaka otezava procjenu i

razlikovanje periimplantatnih kostanih defekata (23).
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Slika 1. Ortopantomografska snimka na kojoj je strelicom oznaen implantat s
periimplantatnim defektom kosti ve¢im od 2mm koji ukazuje na periimplantitis. Preostali
implantati koji se uocavaju na panoramskoj snimci su bez znakova periimplantitisa, s urednom

razinom periimplantatne kosti.

1.1.2.1. Etiologija
Vise od dvadeset razlicitih vrsta mikroorganizama identificirano je kao potencijalna
komponenta plaka oko implantata koji dovodi do upale, prvo periimplantatnog mekog tkiva te

progresijom i do resorpcije kosti, $to posljedicno dovodi do potencijalnog gubitka implantata

(8).

Primarni etioloski ¢imbenik razvoja periimplantatnih bolesti je mikrobni biofilm u kombinaciji
s drugim ¢imbenicima rizika. Dokazano je da se biofilm povezan s periimplantitisom sastoji od
parodontnih patogena, ali je po prirodi sloZeniji (24). Klinicke studije na ljudima izvijestile su
o povezanosti specifiénih patogena s lezijama periimplantitisa, koji se sastoje pretezno od

bakterija, ali i odredenih gljiva i virusa (25).

Parodontni patogeni u periimplantatnom dZepu implantata povezanih s periimplantitisom su:
Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Tannerella forsythia, Fusobacterium
nucleatum te Parvimonas micra (26). Dubina parodontnog dZepa u pozitivnoj je korelaciji s
bakterijskim vrstama Porphyromonas spp., Fusobacterium spp. 1 Tannerella forsythia (27).

Takoder je dokazano je da su odredene specifi¢ne bakterijske vrste povezane s pojedinim

4
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stanjima poput Enterococcus faecalis koja je vazna bakterija u gubitku koStane mase oko
implantata (28). Staphylococcus aureus, iako nije tipican parodontni patogen, naveden je kao
kljuéni mikroorganizam koji uzrokuje periimplantitis (29,30). Budu¢i da S. aureus ima visok
afinitet prema titanskoj povrsSini implantata, prepoznat je kao rani kolonizator i snazno povezan
sa stvaranjem biofilma na titanskim implantatima (31). Nadalje, prisutnost visokih razina S.
aureus u dubokim periimplantatnim dZepovima takoder je povezana s prisutno$¢u supuracije i
krvarenja pri sondiranju (32). Studije o subgingivalnim biofilmovima izvijestile su o
povezanosti Candide albicans s periimplantitisom, ¢eS¢e kod dijabeticara (33). Za razliku od
mnogih vrsta bakterija za koje je dokazano da uzrokuju periimplantitis, gljiva vrste Candida je
najcesce izolirana gljiva u periimplantatnim bolestima gdje razvija biofilmove na povrsini
implantata (34). U¢inak gljiva vrste Candida ve¢ je povezan s podrzavanjem parodontne upale

u parodontitisu i stvaranjem debelih biofilmova na povrSini implantata (35).

1.1.2.2. Faktori rizika za razvoj periimplantitisa

S obzirom na sve vec¢i broj postavljenih implantata i sve vecu potrebu za postavljanjem
dentalnih implantata, periimplantitis predstavlja javnozdravstveni problem (36,37). Unato¢
pretezno bakterijskoj etiologiji, razliiti ¢imbenici mogu povecati rizik od razvoja

periimplantitisa (38).

Sljedeci ¢imbenici ili okolnosti prijavljeni su kao ¢imbenici rizika.

1.1.2.2.1. Parodontitis u anamnezi

Postoje brojni dokazi da implantati postavljeni kod pacijenata s povijes¢u parodontne
bolesti imaju vedi rizik za razvoj periimplantitisa, $to rezultira nizim stopama prezivljavanja i
uspjeha implantoloske terapije (6,39—41). Posebno su ugrozeni implantati koji se ugraduju
pacijentima s parodontnom bole$¢u na susjednim prirodnim zubima, a dodatan rizik predstavlja

1 prisutnost dubljih dZepova te gubitak pri¢vrstka oko preostalih prirodnih zuba (42—45).

1.1.2.2.2. Oralna higijena
Periimplantitis je upala Cije je glavni uzrok bakterijski biofilm, odnosno plak (20). Zbog

toga su pacijentove navike i sposobnosti ¢is¢enja od klju¢ne vaznosti za odrzavanje zdravlja
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oko implantata. Medutim, razli¢iti ¢imbenici takoder utjeCu na mogucnost ¢is¢enja oko
implantata, kao S$to su oblik i polozaj suprastrukture implantata i prisutnost keratinizirane
sluznice oko implantata (46). Dakako, redovite kontrole i posjete doktoru dentalne medicine
vazne su za odrzavanje dobre oralne higijene, periimplantatnog zdravlja i motivaciju pacijenata

(47).

1.1.2.2.3. Keratinizirana mukoza
Uloga periimplantatnog mekog tkiva oko implantata pokazala se kao znac¢ajan ¢imbenik u
ishodu implantoloske terapije zbog sposobnosti poboljSanja estetike, zdravlja i dugoro¢ne

stabilnost implantata.

Stanje mekog tkiva oko implantata moze utjecati na njegovu osjetljivost na periimplantatnu
bolest. Pacijenti s tankim parodontnim fenotipom skloniji su recesiji periimplantatne sluznice
(48). Izlaganje hrapave povrSine implantata mediju usne Supljine otezava kontrolu plaka i
povecava akumulaciju bakterija, §to dovodi do potencijalnog povecanja osjetljivosti implantata

na periimplantitis (49).

Minimalna zona od 2 mm keratiniziranog mekog tkiva zagovara se kao pozeljnom za zdravlje
periimplantatnog tkiva i dugoroc¢nu stabilnost. Ipak, njegova apsolutna nuznost jo$ je uvijek

predmet rasprave na stru¢nim skupovima (50).

1.1.2.3. Faktori ovisni o implantatu

Iako se u literaturi navodi da broj implantata ne utjece na rizik od periimplantitisa, polozaj
implantata je kritiCan za dugoroCan uspjeh (51,52). LoSa pozicija implantata predstavlja
znacajan faktor rizika za periimplantitis (52). Resorpcija krestalne kosti moze se pojaviti
ukoliko se implantat postavi preblizu prirodnim zubima ili drugim implantatima. Nepravilan
polozaj moze kompromitirati adekvatan pristup za kontrolu plaka i tako dodatno povecati rizik
od periimplantatne bolesti. Takoder, pozicije implantata koje se nalaze izvan koStane ovojnice
ili one s tankom bukalnom kosti (<1 mm) sklonije su recesiji sluznice, osobito u bolesnika s

tankim biotipovima gingive (48).
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1.1.2.3.1. PovrSina implantata

Utjecaj povrSine implantata na njegovu osjetljivost na periimplantitis jo§ uvijek je
diskutabilan (36,39). Hrapavost i povrSinska morfologija implantata olakSavaju pocetno
stvaranje biofilma, ali njegov dugoro¢ni uc¢inak na upalni proces i stabilnost kosti jo$ nije u

potpunosti razjasnjen.

Do sada je titan bio materijal izbora u implantoloSkoj terapiji. Unato¢ tome, implantati od
cirkonijevog dioksida postupno dolaze na trziste (53). Najvece prednosti cirkonijevog dioksida
leZze u njegovoj biokompatibilnosti, odli¢noj integraciji u meko tkivo, niskom afinitetu prema

plaku i smanjenim upalnim procesima u usporedbi s titanom (54—56).

1.1.2.3.2. Pozicija i dizajn spoja implantata i nadogradnje

Dizajn protetske rekonstrukcije takoder uvelike pridonosi dugoro¢nom uspjehu implantata.
LoSe dizajnirane suprastrukture ometaju kontrolu plaka, Sto povecava rizik od razvoja
periimplantatne bolesti (57). LoSe rubno zatvaranje kljucni je faktor rizika za razvoj

periimplantitisa (58).

Implantati s cementiranim protetskim komponentama su 3,6 puta skloniji periimplantitisu u
usporedbi s onima kod kojih su protetske komponente retinirane vijkom (16). To se uglavnom
pripisuje riziku od ostavljanja viska cementa u submukoznom podrucju, osobito kada se kao
sredstva za cementiranje koriste kompozitni cementi (59). Stoga treba izbjegavati duboke
submukozne rubove kako bi se osigurala dovoljna vidljivost i pristup za uklanjanje cementa

(60).

Fiksne rekonstrukcije cijele ¢eljusti poduprte implantatima povezane su sa 16-strukim rizikom
od periimplantitisa u usporedbi s pojedinacnim krunicama (16). To je uglavnom zbog lose
dostupnosti za kontrolu plaka. Nadalje, uzrok tomu se moZze naci i u anamnezi uznapredovale

parodontne bolesti koja je dovela do gubitka prirodne denticije.

Implantati dizajnirani za postavljanje u razini s kosti, u kombinaciji s konveksnim
nadomjescima pod kutom ve¢im od 30°, znac¢ajno povecavaju rizik od periimplantitisa (61)
Promjena platforme nadogradnje (engl. platform swich) preporuca se kako bi se smanjio

gubitak periimplantatne kostane mase (61,62).
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Stoga se implantati dizajnirani za postavljanje u razinu s mekim tkivom (engl. tissue level
implantati) Cesto preporucaju za neestetske restauracije zbog supramukoznog polozaja
mikropukotine i dostupnosti za kontrolu plaka. U estetskoj zoni kada su indicirani implantati
na razini kosti, preporucljivo je koriStenje implantata koji imaju promjenu platforme sa
suprastrukturama pricvr§¢enim vijcima i anatomski oblikovanim izlaznim profilima. Protetski
radovi pri¢vrséeni vijcima takoder se lako uklanjaju u situaciji kada je potrebna bolja vidljivost

1 pristup za lijeCenje periimplantitisa.

1.1.2.4. Sistemski faktori rizika
Osim navedenih lokalnih faktora rizika, i sistemska oboljenja mogu dovesti od poveéanog

rizika od periimplantitisa.

Osteoporoza, metabolic¢ki poremecaj kostiju, takoder se smatrao mogué¢im faktorom rizika za
razvoj periimplantitisa. Medutim, iako su zabiljeZene neSto vece razine resorpcije kosti kod
bolesnika s osteoporozom, nema jasnih dokaza o povecanoj incidenciji periimplantitisa ili

gubitka implantata (63).

Pretilost je jo$ jedno vrlo raSireno stanje sa Stetnim ucincima i na zdravlje parodonta (64).
Definira se kao abnormalno ili prekomjerno nakupljanje tjelesne masti s negativnim ucincima
na opce zdravlje. Pretilost je veliki medicinski problem povezan s izrazitim fizioloskim
promjenama, ukljucujuéi dijabetes i koronarnu bolest srca. Pretilost je takoder povezana s
generaliziranim i stalnim hiperupalnim stanjem, $to uzrokuje izmijenjeni imunoloski odgovor i
povecanu proizvodnju proupalnih citokina koji nepovoljno utjecu na zdravlje parodontnih tkiva
1 razinu alveolarne kosti (65). Klinicke studije su utvrdile da je pretilost faktor rizika za

periimplantitis (66).

1.1.2.4.1. PuSenje

Negativni ucinci puSenja na zdravlje parodonta odavno su dobro utvrdeni. PuSenje utjece
na imunoloski odgovor, oSte¢uju¢i obrambene mehanizme domacina i odgovor na mikrobe
(67). PuSenje cigareta takoder nepovoljno utjeCe na cijeljenje rana te je Stetno jer ometa
cijeljenje prilikom terapija parodontne i periimplantatne upale (57,68). PuSenje dodatno

povecava oksidativni stres 1 upalu s izrazenim promjenama u mikrobnoj flori. Jednako tako
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utjee i na kolonizaciju implantata parodontnim patogenima kao §to su Porphyromonas

gingivalis 1 Fusobacterium nucleatum (69).

Pusaci su gotovo dvostruko vise izloZeni riziku od razvoja periimplantitisa u usporedbi s
nepusacima (39). StoviSe, pusenje je povezano s povecanom tezinom periimplantitisnih lezija,

dok je koli¢ina konzumiranih cigareta proporcionalna koli€ini razaranja tkiva (58).

1.1.2.4.2. Dijabetes

Zbog svoje sve vece incidencije dijabetes je jedno od najtemeljitije istrazenih stanja. Bolest
utjece na lucenje inzulina, njegovu funkciju ili oboje, uzrokujuéi poremecaj razine glikemije.
Losa kontrola glikemije ima klju¢nu ulogu u napredovanju i tezini parodontitisa (70). Ova
povezanost je objasnjena s viSe vaskularnih i stani¢nih odgovora koje dovode do pojacanog
razaranja tkiva i oslabljenog odgovora na cijeljenje. Sliéni mehanizmi pokre¢u se u
periimplantatnim tkivima, $to rezultira ve¢om osjetljivoS¢u na periimplantitis kod osoba koje
pate od hiperglikemije (71). LoSe kontrolirani dijabeti¢ari imaju 46% ve¢i rizik od razvoja
periimplantitisa, s dubljim periimplantatnim dZepovima i ve¢im rubnim gubitkom koStane

mase, u usporedbi s normoglikemi¢nim osobama (72).

1.1.2.5. Terapija

Lijecenje periimplantitisa klini¢arima predstavlja veliki izazov zbog sloZene patogeneze
bolesti i otezane dekontaminacije hrapave i1 posebno obradene povrSine dentalnih implantata
(5). Iako su u literaturi predloZeni razli¢iti nacini terapije, nekirurski ru¢ni debridman kiretama
se 1 dalje smatra zlatnim standardom u lije€enju periimplantatne upale(73). Uz fizikalne metode
dodatno se koriste i razlic¢iti kemijski preparati za dekontaminaciju povrSine implantata,
ukljucujuéi klorheksidin, antimikrobna sredstva i1 vodikov peroksid (5). Strukturne
nepravilnosti razlicito tretiranih povrS$ina titanskih dentalnih implantata, koje imaju ulogu bolje
oseointegracije povecavanjem potencijalne kontaktne povrSine implantata i kosti, pogoduju
nakupljanje bakterija i sprjecavaju potpunu dekontaminaciju (74). Osim toga, dizajn dentalnih
implantata u obliku vijaka s navojima razli€ite izrazenosti i dubine otezava pristup i temeljito
¢iS¢enje svih povrsina (75). Uporabom pojedinih sredstava moguée je uzrokovati i oSte¢enje

mikrostrukture povrSine implantata (76).
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Za lijecenje periimplantitisa mogu se primijeniti konzervativne (nekirurske) i kirurSke terapije.

Pri tome se kirursko lijeCenje moze izvesti resektivnim ili regenerativnim pristupom.

1.1.2.5.1. Nekirurska terapija / Konzervativna terapija

Osnovni tretman ru¢nim instrumentima moguce je izvesti teflonskim, karbonskim i
plasticnim kiretama. Zbog c¢injenice da terapija konvencionalnim kiretama moze oStetiti
povrSinu implantata i uciniti ju dodatno hrapavom, preporucuje se da materijal kireta bude

meksi od titana (77).

Uz tretman runim instrumentima preporuca se i tretman ultrazvucnim instrumentima i
instrumentima za poliranje zrakom/prahom. Ostecenje povrSine implantata moze se sprijeciti

koristenjem ultrazvucnih instrumenata s nemetalnim vrhom (78).

Dodatna terapijska opcija su lokalni ili sistemski antibiotici. Primjena antibiotika u kombinaciji
s drugim konzervativnim ili kirur§kim tretmanima rezultira u¢inkovitijim smanjenjem klinic¢kih

simptoma periimplantitisa, iako samo davanje antibiotika nije opcija lijeCenja (79).

Zbog svojih minimalnih lokalnih i sistemskih nuspojava, jedno od u praksi naj¢esc¢e koristenih
antiseptika za lijeCenje periimplantitisa je klorheksidin (CHX). CHX je antiseptik Sirokog

spektra koji ima 1 bakteriostatsko i baktericidno djelovanje ovisno o koncentraciji (80).

Dokazano je da zbog razli¢itih anatomskih odnosa i slozenosti povrSine implantata nijedna od
poznatih metoda ne moZe u potpunosti ukloniti ili deaktivirati periimplantatne patogene (76).
Zbog toga se u suvremenoj stomatologiji opsezno istrazuju dodatne terapijske opcije, a mnoge
in vitro studije, studije na zivotinjama i klinicke studije ve¢ su pokazale da neinvazivna
fotodinamska terapija (PDT) moze posluZiti kao uspjeSan i siguran dodatni terapijski protokol

za lijeCenje periimplantitisa (65,81,82).

1.1.2.5.2. KirurSka resektivna terapija

KirurSka terapija kombinira spomenutu nekirursku terapiju s konceptima resektivnih i/ili
regenerativnih zahvata. Indikacije za odgovarajucu strategiju lijeenja ispitivane u studijama
na pacijentima dovele su do razvoja koncepta "kumulativne interceptivne potporne terapije

(eng. cumulative interceptive supportive therapy) (83). Osnova takvog koncepta su redovite
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kontrole pacijenta s periimplantitisom i opetovana procjena plaka, krvarenja, gnojenja, dzepova

i radioloskih dokaza gubitka koStane mase.

Kirursku intervenciju se moze izvesti ako dubina sondiranja prelazi 5 mm, kao i kod pojave

lokalnih znakova upale.

Analogno parodontitisu, resektivna kirurgija se pokazala u¢inkovitom u smanjenju krvarenja
pri sondiranju, dubini sondiranja i klini¢kih znakova upale. Osnovni principi ukljucuju
uklanjanje periimplantatnog koStanog defekta primjenom ostektomije i osteoplastike te
bakterijsku dekontaminaciju (84). Dodatno se moze primijeniti zagladivanje (uklanjanje

navoja) i poliranje povrSine dijela implantata izvan kosti (implantoplastika).

Osteoplastika u kombinaciji s implantoplastikom predstavljaju u¢inkovitu terapiju za smanjenje
ili ¢ak zaustavljanje progresije periimplantitisa. Ipak, zbog povecanih postoperativnih recesija,

ovaj zahvat ostaje u estetskoj zoni (85).

1.1.2.5.3. KirurSka regenerativna terapija
Resektivna kirurSka terapija se ne provodi s ciljem re-osteointegracije, za razliku od

regenerativne terapije kod koje se teZi potpunoj regeneraciji i re-oseointegraciji.

Opéenito, postupci vodene regeneracije kosti (engl. guided bone regemeration) i punjenje
kostanog defekta pokazali su se u¢inkovitijima od samog debridmana u pogledu regeneracije

kosti 1 re-osteointegracije (86).

1.2. Fotodinamska terapija

Fotodinamska terapija, je relativno nova, neinvazivna metoda lijeCenja temeljena na
fotokemijskoj reakciji koja se sastoji od fotosenzibilizatora, svjetla i kisika. Nakon vezanja
fotoosjetljivih molekula na ciljne stanice, povrSina implantata se obasjava svjetlom odredene
valne duljine u prisutnosti kisika. Pobudeni fotosenzibilizatori mogu biti podvrgnuti reakcijama
tipa I (prijenos elektrona) i/ili tipa II (prijenos energije) za proizvodnju reaktivnih kisikovih
vrsta (ROS), $to uzrokuje poremecaj bakterijske stani¢ne stijenke i/ili normalnog metabolizma
te dovodi do oSteCenja ili smrti bakterijske stanice (87). Opisani mehanizmi ne uzrokuju
oSte¢enje stanice domacina budu¢i da ljudska stanica ima mehanizme za prezivljavanje

oksidativnog stresa, poput onih koji uklju¢uju enzime katalazu i superoksid dismutazu (88).

11
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Razvoj otpornosti mikroba na PDT nije vjerojatan jer se baktericidni ucinak postize
djelovanjem kisikovih radikala na stanicne komponente mikroorganizama (89). Vazno je i
napomenuti da nijedna od komponenti kljuénih za postizanje uc¢inka PDT-a nije zasebno
citotoksi¢na i Stetna. Zbog navedenih prednosti PDT je predmet intenzivnog istraZivanja u
dentalnoj medicini kao i u medicini opéenito, kako bi se pronasle naju¢inkovitije valne duljine

i fotosenzibilizatori (90).

Kao izvor svjetlosti prilikom aktivacije fotosenzibilnog sredstva u dentalnoj medicini najcesce

su koristeni laseri.

1.2.1. Laseri
Pojam LASER je akronim od engleskih rije¢i “Light Amplification by the Stimulated
Emission of Radiation”, §to u prijevodu znaci pojacavanje svjetlosti stimuliranom emisijom

zracenja.

Pocetkom 20-og stolje¢a Albert Einstein predstavlja glavni koncept rada lasera na temelju
stimulirane emisije, gdje foton (kvant elektromagnetskog zracenja) koji s pobudenom
molekulom ili atomom pri sudaru stvara emisiju, tj. novi foton koji je istog smjera Sirenja,
frekvencije, faze i1 polarizacije. Prvu primjenu laserske tehnologije u stomatologiji opisao je
Goldman 1964. godine, Cetiri godine nakon $to je Maiman 1960. godine predstavio prvi laserski
uredaj (91). Na tvrdim tkivima laser se koristi za prevenciju i dijagnostiku karijesa,
izbjeljivanje, uklanjanje karijesa i pripremu kaviteta, stvrdnjavanje ispuna i smanjivanje
dentinske preosjetljivosti, dok se na mekim tkivima primjenjuje u svrhu poticanje cijeljenja
rana, uklanjanje hipertroficnog tkiva, otkrivanja impaktiranih ili djelomi¢no impaktiranih zuba,

te za fotodinamsku terapiju (92).

1.2.1.1. Mehanizam djelovanja lasera

Lasersko svjetlo je monokromatsko svjetlo zbog toga $to se sastoji od svjetlosti jedne valne
duljine. Laser se od ostalih izvora svjetlosti razlikuje po tome $to emitira koherentnu svjetlost.
Prostorna koherencija je svojstvo ,,uredenog™ Sirenja fotona iste valne duljine, smjera i faze, Sto
omogucuje laseru da bude fokusiran na usku tocku. To svojstvo je primijenjeno kod laserskog
rezanja. Prostorna koherencija ujedno omogucuje da laserska zraka ostane uska ¢ak i na velikim

udaljenostima (kolimacija), $to se primjenjuje kod laserskih pokazivaca ili laserskog mjerenja.

12
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Laser se sastoji se od tri glavna dijela: izvora energije, laserskog medija (optickog pojacala) i

dva ili viSe zrcala koja tvore opticki rezonator (93).

1.2.1.2. Fizika lasera
Kako bi se pojasnio mehanizam djelovanja lasera, potrebno je pojasniti osnove pojmove

koji se dogadaju s atomom: spontanu apsorpciju, spontanu emisiju i stimuliranu emisiju.

Spontana apsorpcija se odnosi na prelazak elektrona u sklopu atoma u pobudeno stanje nakon
Sto primi odredenu koli¢inu energije (foton). Nakon kratkog perioda elektrona u pobudenom
stanju elektron se vraca u nepobudeno stanje otpustajuci energiju (foton) u procesu koji se
naziva spontana emisija. Ukoliko se elektronu u ve¢ pobudenom stanju dovede dodatna koli¢ina
energije, elektron pri povratku u nepobudeno stanje emitira energiju (foton), ali ta energija je
sada iste valne duljine i smjera koju je prethodno primio (koherentnu energiju). Kako je period
boravka elektrona u pobudenom stanju iznimno kratak, stimulirana emisija se moze provocirati

u atomima materijala koji mogu postojati u djelomi¢no pobudenom, metastabilnom stanju (93).

Primijenjeno u praksi, energija se laserskom sustavu dovodi pomocu opticke pumpe, poput
bljeskalice, elektri¢ne struje ili zavojnice. Ta se energija pumpa u aktivni medij, materijal ¢iji
su elektroni u metastabilnom stanju koji se nalazi unutar optickog rezonatora, stvarajuci
spontanu emisiju fotona. Pojaavanje gustoce fotona dobivenih stimuliranom emisijom odvija
se odbijanjem fotona od zrcala naprijed-nazad kroz medij pomocu reflektiraju¢ih povrSina
optickog rezonatora. Opticki rezonator se sastoji od paralelno postavljenih, s jedne strane
nepropusnih, a s druge strane djelomic¢no propusnih, zrcala (uski prozor). Opisani sustav stvara
visoko fokusirani laserski snop koji izlazi kroz djelomi¢no propusnu stranu zrcala u obliku

laserske zrake (Slika 2.)(93).
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Slika 2. Shematski prikaz konstrukcije laserskog sustava.

Kod lasera koriStenih u stomatologiji lasersko se svjetlo isporucuje od lasera do ciljnog
svjetlosti posebno u suzenom polju rada kao $to su dijelovi usne Supljine. Tipi¢ni materijali
optickih vlakana su stakla na bazi silikata i razli¢ite plastike, poput polimetilmetakrilata 1

perfluoriranih polimera (94).

Lece za fokusiranje i sustav za hladenje takoder su vazan dio laserskog sustava. Valna duljina
1 druga svojstva lasera odredena su prvenstveno sastavom aktivnog medija, koji moze biti plin,

kristal ili poluvodic¢ u ¢vrstom stanju (93).

1.2.1.3. Interakcija s tkivom
Svjetlosna energija koju proizvodi laser moze imati Cetiri razlicite interakcije s ciljnim
tkivom: odbijanje od povrsine tkiva (refleksija), prolazak kroz tkivo bez izazivanja promjena u

tkivu (transmisija), rasprSenje (difuzija) i upijanje u ciljnom tkivu (apsorpcija) (95) (Slika 3.).

Zbog svojstva refleksije laserske zrake i njenog rasapa u prostoriji u kojoj se koristi, postoji
opasnost od ostecenja oka te je u radu s laserima uvijek potrebno nositi zastitne naocale sa
zastitnim faktorom za koristenu valnu duljinu, dok na vratima prostorije mora biti jasan znak

da se koristi lasersko svjetlo. RasprSena energija (difuzija) lasera je odgovorna za terapijske
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ucinke odredenih valnih duljina (npr. fotobiomodulacija tkiva s crvenim i infracrvenim
svjetlom). Apsorpcija laserske zrake podize temperaturu i proizvodi fotokemijske ucinke
ovisno o sadrzaju vode u tkivima. Na temperaturama iznad priblizno 60°C, ali 1 ispod 100°C,
proteini poc¢inju denaturirati, bez isparavanja vode iz tkiva. Kada se postigne temperatura od
100°C, dolazi do isparavanja vode unutar tkiva u procesu koji se naziva ablacija. Nasuprot
tome, na temperaturama iznad 200°C tkivo se dehidrira, a zatim izgori, $to rezultira u tkivu

obi¢no nezeljenim u¢inkom koji se naziva karbonizacija (96).

Za apsorpciju su potrebne tvari u tkivu koje ¢e apsorbirati svjetlost, nazvani i kromofori, a
imaju afinitet za svjetlost odredene valne duljine. Primarni kromofori u intraoralnom mekom
tkivu su melanin, hemoglobin i voda, a u tvrdim tkivima zuba voda i hidroksiapatit. Razlicite
valne duljine lasera imaju razlicite koeficijente apsorpcije u odnosu na sastav tkiva, temeljem

cega se 1 odabiru laseri ovisno o namjeni (97,98).

TRANSMISIA APSORPCIA DIFUZIIA REFLEKSIJA

NN\

Slika 3. Prikaz moguce interakcije laserske zrake s ciljanim tkivom.

1.2.1.4. Tipovi lasera
Laseri koji se koriSteni u stomatoloskoj praksi mogu se razli¢ito klasificirati: prema
aktivnom mediju lasera po kojem najces¢e dobivaju ime; prema tkivu na koje se primjenjuju;

kao laseri za tvrda i meka tkiva; prema rasponu valnih duljina (92).

Aktivni medij odreduje valnu duljinu laserske zrake, samim time i svojstva lasera. Aktivni
medij lasera mogu biti plinovi (ugljik dioksid — CO» laser), kristali ili poluvodicke diode (diodni
laser) (99).
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1.2.1.5. Laser na bazi uglji¢nog dioksida (CO»)

Valna duljina CO; lasera ima vrlo visok afinitet za vodu, §to rezultira brzim uklanjanjem
mekog tkiva i hemostazom s vrlo malom dubinom prodiranja. Iako posjeduje najvecu
apsorpciju od svih lasera, nedostaci CO- lasera su njegova veli¢ina i visoka cijena te nezeljena

destrukcija tvrdog tkiva (100,101).

1.2.1.6. Neodimijski laseri
Valnu duljinu neodimij itrij-aluminij-garnet (Nd:Y AG) lasera jako apsorbira pigmentirano
tkivo, $to ga €ini vrlo u€inkovitim kirurskim laserom za rezanje i koagulaciju mekih zubnih

tkiva, s dobrom hemostazom (102).

1.2.1.7. Erbijevi laser

Skupina erbijevih lasera ima dvije razli¢ite valne duljine, od kojih je poznatiji erbij itrij-
aluminij-garnet (Er: YAG) laser. Erbijeve valne duljine imaju visok afinitet za hidroksiapatit i
najvecu apsorpciju u vodi u svim valnim duljinama dentalnih lasera. Stoga je takav laser izbor

za lijeCenje tvrdih zubnih tkiva (103,104).

1.2.1.8. Diodni laser

Aktivni medij diodnog lasera je poluvodi¢ ¢vrstog stanja izraden od aluminija, galija,
arsenida i indija, koji isporucuje valne duljine u rasponu od priblizno 440 nm do 980 nm. Sve
valne duljine diodnog lasera primarno apsorbiraju pigmenti tkiva melanin i hemoglobin.
Nasuprot tome, slabo ih apsorbiraju hidroksiapatit i voda prisutni u caklini. Zbog ovih svojstava
diodni laseri se Cesto koriste u kirurgiji oralnih mekih tkiva, ali i za dezinfekciju kod

parodontoloskih i endodontskih zahvata (105,106).

1.2.1.8.1. Sigurnost primjene lasera u dentalnoj medicini
Iako je vec¢ina dentalnih lasera relativno jednostavna za koriStenje, potrebno je poduzeti

odredene zastitne mjere kako bi se osigurao njihov siguran i u¢inkovit rad. Obavezno je, dok je
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laser u uporabi, koristenje zastitnih naocala za sve koji su u blizini lasera. To ukljucuje doktora
dentalne medicine, asistenta i pacijenta, kao i sve eventualne promatrace. Zastitne naocale koje
se nose moraju biti specificne za valne duljine koje laser emitira. Osim toga, vazno je ograniciti
pristup kirurS§kom polju, minimizirati reflektiraju¢e povrSine i obavezna je postava znakova
upozorenja o koriStenju lasera na vratima prostorije. Laser koji se koristi mora biti redovito
servisiran i adekvatno kalibriran, uz sve zastitne mjere na uredaju koji proizvodac propisuje

(107).

Zbog prevencije izlaganja zaraznim patogenima u aerosolu koji nastaje tijekom koriStenja
lasera, potrebno je koristiti aspiratore za uklanjanje isparavanja te se treba pridrzavati

uobicajenih protokola zastite od infekcije.

1.2.1.9. Svojstva laserske zrake
Svojstva laserske zrake odreduje viSe parametara: valna duljina, energija lasera, snaga

lasera, vrijeme ekspozicije i vrsta zracenja.

1.2.1.9.1. Valna duljina

Valna duljina je iznimno bitan parametar koji odreduje svojstva i namjenu samog lasera.
Valna duljina predstavlja udaljenost izmedu najblizih tocaka vala koje imaju istu fazu titranja i
obrnuto je proporcionalna frekvenciji (Hz), gusto¢i vala unutar jedne sekunde. Valna duljina
svjetlosti izravno je proporcionalna prodoru u tkivo, pri ¢emu je svjetlost koja se lako prenosi

kroz tkiva optimalna za upotrebu u PDT-u (108).

Prilikom fotodinamske terapije valna duljina lasera se bira ovisno o koriStenom
fotosenzitivnom sredstvu. Kako su u dentalnoj medicini najcesc¢e istrazivani fotosenzibilizatori
metilensko 1 toluidinsko modrilo, valna duljina za njihovu aktivaciju je u crvenom dijelu
vidljivog spektra u rasponu izmedu 600 — 660 nm. Prilikom koriStenja indocijanin zelenog
koristi se valna duljina od 970 nm. Kao nova valna duljina za fotodinamsku terapiju u dentalnoj
medicini koristi se 445nm u kombinaciji sa Zuto obojenim fotosenzibilizatorima kurkuminom i

riboflavinom (109).
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1.2.1.9.2. Antimikrobni potencijal plavog laserskog svjetla valne duljine 445nm

U literaturi postoji malo studija koje se bave antimikrobnim ucinkom plavog laserskog
svjetla (110-112). Plavo svjetlo valne duljine 445nm prvenstveno se pocelo koristiti i uspjesno
se 1 dalje primjenjuje prilikom kirurskih zahvata na mekom tkivu. Tek se u recentnije vrijeme
poceo istrazivati njegov antimikrobni uc¢inak u kombinaciji s adekvatnim fotosenzibilnim
molekulama poput kurkumina i riboflavina. Dodatni se pozitivan ucinak koriStenja plavog
svjetla vidljivog spektra uocava prilikom fotodinamske terapije kada su ciljani mikroorganizmi
crno pigmentirane bakterije koje su upravo jedan od glavnih uzro¢nika parodontitisa i
periimplantitisa, poput Porphyromonas gingivalis i Prevotella intermedia ¢ije stanice u sebi
sadrze endogene pigmente p-okso bis 1 hematin, a koje proizvode same bakterije i djeluju kao

fotosenzibilizatori (113).

Slicno prethodno spomenutim crno pigmentiranim bakterijama, eliminacija C. albicans
koristenjem plavog svjetla pokazala se vrlo ucinkovitom, vjerojatno zbog prisutnosti

unutarstani¢nih porfirina i flavina (114,115).

1.2.1.9.3. Energija i snaga lasera

Snaga lasera (W) je sposobnost obavljanja rada u jedinici vremena te rezultira isporucenoj
energiji (J) lasera. Snaga laserske zrake se odreduje ovisno o indikacijama i vrsti lasera. Kod
lasera je zbog djelovanja na odredeno usko podrucje vrlo bitna i mjera gustoca snage ili
intenzitet koji se moZze definirati kao koncentracija snage lasera na odredenoj povrsini (W/m2).
U stomatologiji se zbog malog polja djelovanja gustoc¢a snage ceS¢e izrazava u W/cm2. Jednako
tako se moZe na temelju poznatih i zadanih parametara izracunati i isporucena gustoca energije

laserske zrake na odredenoj povrsini (J/m2) .

Kako bi se izbjegli nezeljeni ucinci, a opet koristila Zeljena snaga lasera, laserski uredaji
primjenjivani u klini¢koj praksi mogu se primjenjivati u kontinuiranom ili u pulsnom
modalitetu rada. Kontinuirani modalitet rada oznacava kontinuirano zracenje lasera pri kojem
laserska zraka od pocetka pa sve do prestanka rada ima jednak intenzitet i jednaka svojstva.
Pulsni modalitet rada karakterizira nekontinuirano zraenje, pri kojem se u pravilnim
odredenim razmacima emitira laserska zraka Zzeljenih svojstava. Period izmedu emitiranja
laserske zrake izmedu dva susjedna impulsa naziva se frekvencijom i moguce ga je prilagoditi

na laserskom uredaju (109).
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Pulsni modalitet rada omoguc¢ava djelovanje laserske energije velike gustoce na maloj povrsini,
bez termalnog oSte¢enja okolnog tkiva. Takav nacin rada se esto primjenjuje u dezinfekcijskim

protokolima.

1.2.1.9.4. Vrijeme ekspozicije

Vrijeme ekspozicije je duljina obasjavanja ciljnog tkiva laserskom zrakom i mjeri se u
sekundama (s) te je vrlo bitna u postizanju Zeljenog ucinka i spreCavanju nezeljenog
zagrijavanja tretirane povrSine. Kako je zeljeni uc¢inak PDT dezinfekcija, a ne zagrijavanje
povrsine ili promjenu strukture same povrSine, vrlo je vazno pomicanje lasera prilikom

ekspozicije tretirane povrsine.

1.2.1.9.5. Djelovanje diodnog lasera na mikroorganizme

U¢inak diodnog lasera na mikroorganizme moze se opisati kao fototermalni ucinak koji se
postize zagrijavanjem prilikom interakcije svjetla odredene valne duljine i pigmentiranih
molekula unutar tkiva i fotoaktivni u€inak koji nije povezan sa zagrijavanjem, ve¢ zahtijeva

foto-aktivnu tvar koja se apsorbira unutar stanice (116).

1.2.1.10. Fototermalni u¢inak diodnog lasera

Fototermalni ucinak ovisi o stvorenoj toplinskoj energiji. Toplinu stvara lasersko svjetlo u
interakciji s pigmentom unutar bakterijske stanice, okoline ili podloge. Na bakterijsku stanicu
se toplina prenosi direktno ili indirektno, preko okolisa koji okruzuje bakteriju. Pigmentirane
bakterijske stanice su podloznije fototermalnom ucinku, dok se fototermalni ucinak na
nepigmentirane bakterije ostvaruje kratkotrajnim lokaliziranim zagrijavanjem bakterijskog

mikrookolisa do letalnih temperatura (117,118).

1.2.1.11. Fotodinamski u¢inak diodnog lasera

Za postizanje fotodinamskog ucinka potrebno je odgovarajuce fotosenzitivno sredstvo.
Fotosenzitivno sredstvo se nanosi na ciljano podrucje djelovanja. Nakon odredenog vremena
sredstvo se apsorbira unutar bakterijske stanice. Nakon obasjavanja polja svjetlom odredene
valne duljine komplementarne s pigmentom fotosenzitivnog sredstva dolazi do pobudivanja

molekula i nastanak slobodnih radikala (tzv. reakcija tip I) i/ili interakcija fotosenzitivnog
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sredstva s molekulama kisika unutar stanice (tzv. reakcija tip II) uslijed ¢ega nastaju reaktivne

kisikove vrste, tzv. ,,ROS“ — reactive oxygen species (119,120).

Vecinu sastava ROS ¢ine slobodni radikali, poput aniona ili superoksida, hidroksilni radikal,
peroksilni radikal i alkoksilni radikal i hidroksilni radikal. Reaktivne kisikove jedinke koje nisu
slobodni radikali su vodikov peroksid, hipokloritna kiselina, ozon i jednostavni singletni kisik

('02) (121),

Opisani radikali reagiraju s molekulama stijenke bakterija i/ili unutarstani¢nim mehanizmima i

izazivaju smrt bakterijske stanice.

Vazno je napomenuti da svaki element kljucan za postizanje fotodinamskog ucinka je zasebno
netoksic¢an, tek interakcijom fotosenzitivnog sredstva sa svjetlom odredene valne duljine,
nastala kemijska reakcija rezultira stvaranjem toksi¢nih vrsta koje izazivaju Zeljeni u€inak na

ciljanu stanicu (122).

1.2.2. Fotosenzitivna sredstva

Fotosenzitivna sredstva su posebni spojevi koji se koriste u fotodinamskoj terapiji. Ovisno
o vrsti agensa koji se koristi, fotosenzitivno sredstvo se moze ili intravenozno ubrizgati u
krvotok (gdje ¢e putovati do ciljanog podrucja), uzimati oralno ili se primjenjuje lokalno (122).
Fotosenzitivna sredstva su obi¢no makrocikli¢ki spojevi s heterociklickom prstenastom

strukturom koja je sli¢na klorofilu ili hemu (122,123).
Najcesce se dijele u tri generacije na temelju klinickih karakteristika (124).

Prva generacija fotosenzitivnih sredstava dostupna je od 1970-ih i ranih 1980-ih i ve¢ina ovih
spojeva su derivati porfirina, klorina i bakterioklorina, dok su klini¢ki relevantni spojevi
najcesce strukturni derivati hematoporfirina (122,123). Hematoporfirin je komercijalno poznat
kao photofrin, koji je do danas najopseznije proucavan i klinicki koriSten fotosenzibilizator
(125). U ovu skupinu od u stomatologiji Cesto koriStenih fotosenzitivnih sredstava spada

metilensko modrilo (126) (Slika 4).

Druga generacija fotosenzitivnih sredstava razvijena je kasnih 1980-ih kako bi se poboljsala
ucinkovitost, uz postizanje boljih farmakokinetickih svojstava i nize toksi¢nosti. Fotosenzitivna
sredstava ove generacije karakterizira apsorpcija blizu infracrvenog zracenja i viSa produkcija

ROS-a u usporedbi sa spojevima prve generacije.
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Fotosenzitivna sredstava treée generacije su najnovije razvijeni spojevi koji u sebi sadrze
molekulu nosaca poput monoklonskih antitijela, proteinske nosace na bazi antitijela,

monosaharide, polimere, polimerne nano cestice ili liposome (127).

Zahtjevi za optimalni fotosenzibilizator su sljede¢i: komercijalna dostupnost, isplativost,
jednostavnost primjene, sposobnost apsorpcije dugih valnih duljina, niska toksi¢nost dok nije
obasjan svjetlos¢u odredene valne duljine, ali jaka fotocitotoksi¢nost kada je aktiviran svjetlom,

dobra selektivnost prema ciljnim stanicama i brza eliminacija (128).

Fotosenzitivna sredstva prikladna za koristenje u PDT terapiji uparuju se s valnim duljinama
po principu komplementarnosti (odredena boja bolje upija svjetlo tocno odredene valne
duljine), primjer su derivati hematoporfirina (620 — 650 nm), fenotiazini (620 — 700 nm),

cijanini (600 — 805 nm) i klorini (129).

1.2.2.1.1. Uloga kisika i kisikovih spojeva, molekularni mehanizmi djelovanja

Kisik (O2) je zadnja komponenta potrebna za odvijanje fotodinamske reakcije. Vise je
studija dokazalo da je ucinkovitost PDT procesa ovisna o kisiku (87). Kisik je potreban za
stvaranje 'O, i ROS-a, za koje se vjeruje da su odgovorni za ve¢inu fotodinamickih u¢inaka u

stanici (130).

U svom osnovnom stanju fotosenzibilizator ima dva elektrona u suprotnim spinovima u
molekularnim orbitalama niske energije. Prilikom apsorpcije svjetlosti jedan od ovih elektrona
prelazi u molekularnu orbitalu viSe energije, bez promjene svog spina; to se naziva singletno
pobudeno stanje (131). Prilikom povratka elektrona u osnovno stanje oslobada se energija koja
moze ili zraciti u obliku svjetlosti (fluorescencija) ili rezultirati neradijacijskim raspadanjem

kroz oslobadanje toplinske energije (132,133).

Ako elektroni u molekuli fotosenzitivnog sredstva iz singletnog stanja postanu dodatno
pobudeni na viSu energetsku razinu (putem apsorpcije zraéenja), mogu formirati pobudeni 'O,
(gdje par elektrona na istoj energetskoj razini ima suprotne spinove) ili 302 (pobudeni elektron
je paralelan, tj. imaju isti spin kao i elektron u osnovnom stanju) (131-133). Tijekom PDTA,
pobudeno stanje 30> Ce ili izravno reagirati sa stani¢nim molekulama prijenosom elektrona i
proizvesti produkte obogacene kisikom (reakcija tipa I ili ¢e prenijeti energiju na molekularni

kisik, $to dovodi do stvaranja visoko reaktivnih vrsta 'O, (tip II reakcija) unutar bioloskog
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okolisa (134,135). Kisik 'O je najStetnija vrsta jer reagira s bioloskim molekulama, npr.

nezasi¢enim lipidima i aminokiselinama proteina.

1.2.2.1.2. Riboflavin kao fotosenzitivno sredstvo

Riboflavin (vitamin B2) je vitamin prirodno prisutan u hrani, karakteriziran Zutom bojom
koja ne uzrokuje ozbiljne promjene boje zuba ili okolnog tkiva, za razliku od toluidinskog ili
metilenskog modrila, te se stoga moze koristiti u estetskoj zoni (136) (Slika 4.). Porast razine
reaktivnih vodikovih molekula u riboflavinu prilikom izlozenosti svjetlosti plavog spektra
maksimalne apsorpcije valne duljine od ~ 450 nm 200% je veci u usporedbi s drugim tvarima

zute boje koje se aktiviraju istim spektrom plave svjetlosti poput kurkumina (25).

Slika 4. Otopina fotosenzibilizatora, metilenskog modrila (tamnoplave boje), i riboflavina (zute

boje) u Spricama namijenjenim primjeni istraZivanju.

1.3. Diodni laser valne duljine 445 nm u klini¢koj primjeni

Plava laserska zraka valne duljine 445 nm za uporabu u dentalnoj medicini je prvi put
predstavljena u diodnom laseru SiroLaser Blue kompanije Dentsply Sirona (Dentsply Sirona,

Bensheim, Njemacka) (Slika 5.). SiroLaser Blue posjeduje tri odvojene diode koje emitiraju
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svjetlo valnih duljina 445, 660 i 970 nm. Mogucnost uredaja da emitira tri valne duljine

omogucuje vrlo Sirok spektar primjene u klinickom radu.

SiroLaser Blue prema sigurnosnoj klasifikaciji lasera spada u uredaje klase IV kod kojih postoji

velika opasnost za oStecenje oka i koze.

Plava laserska svjetlost ima mnogo vecu apsorpcija u mekom tkivu (tj. hemoglobin i melanin)
od infracrvenih valnih duljina lasera (810nm, 940nm, 970nm). To dovodi do poboljSanja
ucinkovitosti rezanja mekog tkiva i omogucuje rezanje bez kontakta s povrS§inom. Zbog visokog

stupnja apsorpcije u hemoglobinu hemostatski u€inak je izvanredan (137).

Izlazna snaga uredaja moze biti postavljena u rasponu od 0.2 —3.0 W, u izbor kontinuiranog ili
pulsnog modaliteta emitiranja energije (do 10000 Hz). Nastavci za isporuku svjetlosti razli¢itih
su oblika i promjera, ovisno o ciljanom mediju i namjeni. Dostupni su nastavci promjera 200
mikrona (endodontski nastavak), 320 mikrona (univerzalni nastavak) te 4 i 8§ mm
(biostimulacijski nastavci). Promjer nastavka odreduje gustocu isporucena energije. Uz tanje
nastavke proizvodac isporucuje i specijalni keramicki noz s kojim je moguce prilagoditi duljinu

optickog vlakna.

Prilikom klinickog rada nastavke je potrebno redovito €istiti gazom natopljenom fizioloSkom
otopinom kako se ostatci tkiva i bakterija ne bi zalijepili na povrSinu optickog vlakna i time
sprijecili (,,zacepili®) isporuku svjetlosti. U slucaju da se gazom ne mogu ukloniti ostatci,

potrebno je vrh vlakna odrezati dobivenim keramickim nozem.
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Slika 5. SiroLaser Blue kompanije Dentsply Sirona prvi je diodni laser s moguénoscu emitiranja

plavog svjetla u pulsnom nacinu prikladnom za fotodinamsku terapiju povrSine implantata.
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2. CILJEVIIHIPOTEZE
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2.1. Primarni cilj istrazivanja:

Utvrditi ucinak fotodinamske terapije 0,1% riboflavinom kao fotosenzitizirajué¢im
sredstvom aktiviranim diodnim laserom valne duljine 445 nm na biofilm Staphylococcus aureus

i Candida albicans na povrsini dentalnih implantata
2.2. Sekundarni ciljevi istrazivanja:

Usporediti uc¢inak fotodinamske terapije 0,1% riboflavinom kao fotosenzitizirajué¢im
sredstvom aktiviranim diodnim laserom valne duljine 445 nm s u¢inkom fotodinamske terapije
0,1% metilenskim modrilom kao fotosenzitiziraju¢im sredstvom aktiviranim diodnim laserom

valne duljine 660 nm

Usporediti u¢inak fotodinamske terapije 0,1% riboflavinom kao fotosenzitiziraju¢im sredstvom

aktiviranim diodnim laserom valne duljine 445 nm s u¢inkom 0,2% klorheksidin.

2.3. Hipoteze istrazivanja:

1. Nema statisticki znacajne razlike u broju jedinica koje tvore koloniju (engl. Colony
forming units - CFU). netretirane povrSine dentalnih implantata i nakon tretiranja
fotodinamskom terapijom 0,1% riboflavinom kao fotosenzitiziraju¢im sredstvom aktiviranim

diodnim laserom valne duljine 445 nm.

2. Nema statisticki znacajne razlike u broju CFU-a nakon tretiranja povrSine dentalnih
implantata fotodinamskom terapijom 0,1% metilenskim modrilom kao fotosenzitiziraju¢im
sredstvom aktiviranog diodnim laserom valne duljine 660 nm u i fotodinamskom terapijom
0,1% riboflavinom kao fotosenzitiziraju¢im sredstvom aktiviranim diodnim laserom valne

duljine 445 nm.

3. Nema statisticki znacajne razlike u broju CFU-a nakon tretiranja povrSine dentalnih
implantata 0,2 % otopinom klorheksidina i nakon tretiranja fotodinamskom terapijom 0,1%
riboflavinom kao fotosenzitiziraju¢im sredstvom aktiviranim diodnim laserom valne duljine

445 nm.
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3. MATERIJALI I POSTUPCI/ISPITANICI I POSTUPCI
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3.1. Uzorci

Istrazivanje je provedeno na 80 titanijskih dentalnih implantata (GC Aadva Standard
Implants; GCTech.Europe GmbH, Breckerfeld, Njemacka) promjera 4,0 mm i duljine 10 mm
(Slika 6.). Titanska legura u istrazivanju koriStenih implantata je stupnja 5. PovrSina implantata
po navodima proizvodaca tretirana je homogenim pjeskarenjem Cestica aluminijevog oksida
visoke Cistoc¢e 1 jetkanjem kiselinom kako bi se poboljsala topografija povrSine, hidrofilnost i
stimulirala oseointegracija. (Aanchor® povrSinska tehnologija, GCTech.Europe GmbH,
Breckerfeld, Njemacka). KoriSteni su implantati koji su dostupni na trzistu i dolaze u dvostruko

sterilnom pakiranju spremni za ugradnju.

Veli¢ina uzorka po skupini izraCunata je pomocu programa G* Power na temelju razlike u
broj¢anim varijablama izmedu dva mjerenja, s razinom znacajnosti postavljenom na 0,05 i
snagom na 0,8 (veli¢ina velikog uc¢inka od 0,8) te je dobivena minimalna potrebna veliina

uzorka od 20 uzoraka po skupini.

75 Aadva® -
&~
GC Implant Aadva“
DENTAL IMI’LI\NIE')\'HTE M ' ' Standard
Dental -~ ¢ 4.0
Implant y » Regular
10mm
| eC e 4 #
: &y »y »

Slika 6. Dentalni implantat u trziSnom pakiranju s navedenim dimenzijama i prikazom oblika

implantata.
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3.2. Uzgoj mikroorganizama i kontaminacija uzoraka

Svi mikrobioloski postupci obavljeni su u laboratoriju Zavoda za klini¢ku 1 molekularnu

mikrobiologiju Klinickog bolnickog centra Zagreb.

Za kontaminaciju dentalnih implantata koriSteni su sojevi Staphylococcus aureus 1 Candida
albicans izolirani iz klini¢kih uzoraka u KBC-u Zagreb. Brisevi usne Supljine uzeti od pacijenta
nacijepljeni su na plocicu krvnog agara (Columbia agar ploca s 5% ov¢je krvi). Kolonije s
jasnom morfologijom identificirane su kao S. aureus koristenjem laserske desorpcije uz pomo¢
matrice/ ionization time-of-flight (MALDI TOF) tehnologijom (Bruker Daltonics, Billerica,
USA), a testiranje osjetljivosti je provedeno prema EUCAST standardima. Za mikoloske
uzorke C. Albicans brisevi su inokulirani na Saburaudovu plocu i glukozni bujon, a nakon
inkubacije na temperaturi od 28°C tijekom 48 sati kolonije su identificirane pomoc¢u MALDI
TOF kao Candida albicans. Bakterije 1 gljivice su uzgajane odvojeno u Columbia Agaru 72
sata. Zatim je pripremljena odvojena suspenzija mozdano-sr¢anog (Brain heart infusion broth)
bujona od mikroorganizama, a oni su zatim pomijeSani da se dobije zajednicka suspenzija u
jednakim omjerima. Opticki denzitometar (Densimat, Biomerieux, Marcy 1’Etoile, Francuska)
koristen je za postavljanje gusto¢e od 600 nm, §to je ekvivalentno 1 x 108 jedinica koje stvaraju
kolonije po mililitru (CFU/mL). Koncentracija suspenzije je podeSena na 0,5 prema McFarland

standardu.

Svi dentalni implantati su izvadeni iz sterilnog pakiranja i potom uronjeni na 14 dana, u
aerobnim uvjetima, u 300 pL. mijesane bakterijsko-gljivicne suspenzije (koja sadrzi S. aureus i
C. albicans u gusto¢i od 0,5 McFarland jedinica). Suspenzija mikroorganizama je pripremljena

1 dodavana svakih 48-72 h.

Pretraznim elektronskim mikroskopom (SEM) (JSM-7800 F Schottky Field Emission Scanning
Electron Microscope, JEOL Ltd.,, Tokyo, Japan) potvrdeno je stvaranje biofilma

mikroorganizama na povrSini implantata (Slika 7.).
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Slika 7. Stvaranje biofilma potvrdeno koristenjem SEM-a (3000x)—strelice pokazuju nakupine

kuglicastog oblika Sto potvrduje stvaranje biofilma mikroorganizma.

3.3. Dezinfekcijski protokoli

Pripremljeni uzorci kontaminirani dentalnih implantata su uklonjeni iz bakterijsko-gljivicne
suspenzije pomocu sterilnih pinceta, njezno osuseni sterilnom gazom kako bi se uklonio visak
otopine bakterija i gljivica i postavljeni na sterilne silikonske drzace (Zetaplus, Zhermack,
S.p.A., Badia Polesine, Italija) kako bi se sprijecilo okretanje i1 pomicanje tijekom

dekontaminacije i uzimanja uzorka (Slika 8.).
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Slika 8. Implantat postavljen u sterilan silikonski drza¢ kako bi se sprijecilo okretanje i

pomicanje tijekom dekontaminacije i uzimanja uzorka.

Implantati su nasumi¢nim odabirom bili podijeljeni u Cetiri skupine (n = 20) na temelju
planirane povrSinske obrade nakon kontaminacije i stvaranja biofilma. Uzorci su tretirani po

grupama kako slijedi:

Grupa 1. Negativna kontrolna skupina (NC) nije bila podvrgnuta povrsinskoj obradi. Nakon
uklanjanja dentalnih implantata iz bakterijsko-gljiviéne suspenzije pomocu sterilnih pinceta,
implantati su njezno osuseni sterilnom gazom kako bi se uklonio viSak otopine bakterija i
gljivica i1 postavljeni na sterilne silikonske drzace kako bi se sprijecilo okretanje i pomicanje

tijekom uzorkovanja.

Grupa 2. Pozitivna kontrolna skupina (PC) je nakon uklanjanja dentalnih implantata iz
bakterijsko-gljivicne suspenzije pomocu sterilnih pinceta, njeznog susenja sterilnom gazom
kako bi se uklonio visak otopine bakterija i gljivica, postavljana na sterilne silikonske drzace.
Kako bi se sprijecilo okretanje i pomicanje tijekom dezinfekcije i uzorkovanja, tretirana je

sterilnom vatom namoc¢enom u 0,2% otopinu na bazi klorheksidina (Curasept ADS 220,
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Curaden AG, Kriens, Svicarska) u trajanju od 60 s pokretima &etkanja u smjeru navoja

implantata (Slika 9.).

Slika 9. PovrSina implantata pozitivne kontrolne skupine tretirana je sterilnom vatom
namocenom u 0,2% otopinu na bazi klorheksidina pokretima cetkanja u smjeru navoja

implantata.

Grupa 3. Povrs$ina kontaminiranih implantata prve fotodinamske terapijske skupine (PDT1) je
nakon istog postupka uklanjanja dentalnih implantata iz bakterijsko-gljivicne suspenzije
pomocu sterilnih pinceta, njeznog suSenja sterilnom gazom kako bi se uklonio viSak otopine
bakterija i gljivica i postavljanja na sterilne silikonske drzace kako bi se sprijeilo okretanje i
pomicanje tijekom dezinfekcije i uzorkovanja, tretirana 0,1% otopinom riboflavina (ista
koncentracija otopine metilenskog modrila u skupini PDT2) pripremljenoj u bolnickoj ljekarni.
Otopina je aplicirana sterilnom Strcaljkom i ostavljena na uzorku 60 s, nakon ¢ega je slijedilo
ispiranje sterilnom fizioloSkom otopinom i njezno susenje sterilnom gazom (Slika 10.). Tako
tretirana povrSina implantata zatim je ozrac¢ena plavim svjetlom diodnog lasera (SiroLaser Blue,
Dentsply Sirona, Bensheim, Njemacka) valne duljine 445 nm (Q snaga = 100 mW) u pulsnom
nacinu rada od 100 Hz pomocu EasyTip 320 um optickog vlakna, s maksimalnom snagom
gustoce od 124,34 W/cm?2 i energijom gustoce od 1,24 J/ecm2, tijekom 60 sekundi krecuéi se
kruznim pokretima na priblizno 1 mm od povrSine implantata (Slika 11.). Proces je proveo

iskusni operater koriste¢i potrebnu zastitnu opremu u vidu zastitnih naocala.
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Slika 10. PovrSina implantata tretirana 0,1% otopinom riboflavina pripremljenoj u bolnic¢koj

ljekarni ostavljena na uzorku 60 s.
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Slika 11. PovrSina implantata tretirana plavim svjetlom vidljivog spektra valne duljine 445 nm

emitiranim diodnim laserom u pulsnom nacinu rada pomoc¢u EasyTip 320 um opti¢kog vlakna.

Grupa 4. PovrSina implantata druge fotodinamske terapijske skupine (PDT2) je nakon
uklanjanja dentalnih implantata iz bakterijsko-gljiviéne suspenzije pomocu sterilnih pinceta,
njeznog suSenja sterilnom gazom kako bi se uklonio viSak otopine bakterija i gljivica i
postavljanja na sterilne silikonske drzace kako bi se sprijecilo okretanje i pomicanje tijekom
dezinfekcije 1 uzorkovanja, tretirana 0,1% otopinom metilenskog modrila (kao
fotosenzibilizator) prethodno pripremljenoj u bolni¢koj ljekarni. Pripremljena otopina je
nanesena pomocu sterilne Strcaljke tijekom 60 s, nakon Cega je slijedilo njezno ispiranje
sterilnom fizioloSkom otopinom. PovrSina implantata je zatim osuSena sterilnom gazom i
tretirana svjetlom crvenog spektra diodnim laserom (SiroLaser Blue, Dentsply Sirona,
Bensheim, Njemacka) valne duljine 660 nm (Q snaga = 100 mW), u na¢inu kontinuiranog vala
pomocu EasyTip 320 um optickog vlakna, s maksimalnom snagom gusto¢e od 124,34 W/cm?2
1 maksimalne gusto¢e energije od 1240 J/cm2, tijekom 60 s krecuéi se kruznim pokretima na

priblizno 1 mm od povrSine implantata (Slika 12.). Ovaj proces je proveo isti iskusni operater

koriste¢i potrebnu zastitnu opremu u vidu zastitnih naocala.

Slika 12. PovrSina implantata tretirana crvenim svijetlom vidljivog spektra spektrom valne

duljine 660 nm, u nacinu kontinuiranog vala pomoc¢u EasyTip 320 um optickog vlakna.
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3.4. Uzorkovanje i analiza uzoraka

Uzorci su prikupljeni pomocu sterilnih plastiénih mikrobioloskih eza za inokulaciju.
Uzorkovanje je provedeno pomocu pet vodoravnih pokreta Cetkanja izmedu drugog i petog
navoja implantata. Plasti¢ne eze s uzorcima su zatim uronjene u 0,5 mL sterilne infuzije mozga
i srca. Svaka epruveta, koja sadrzi infuziju i plastiénu petlju za inokulaciju, zatim je

vorteksirana (vrtlozni mikser Corning LSE, Corning, NY, SAD) 60 s (Slika 13.).

Slika 13. Vorteksiranje u vrloznom mikseru epruvete sa sterilnom infuzijom mozga i srca i

uronjenom plastiénom ezom nakon uzorkovanja.

Kako bi se kvantificirao broj mikroorganizama nakon uzorkovanja, provedena su serijska
razrjedenja u 96 mikrotitarskih mikroploc¢ica na nacin da je 20 pL suspenzije dodano u 180 uL
hranjivog bujona i promije$ano, a 20 pnL novodobivene otopine je prebaceno u sljedecu jazicu
i razrijedeno s dodatnih 180 pL hranjivog bujona. Tako je provedeno serijsko razrjedivanje do
8 razrjedenja (Slika 14.). 1z svake jazice 50 puL otopine je nasadeno na plocu krvnog agara
(Slika 15.). Nakon perioda inkubacije od 48 sati na 37 °C izbrojane su nastale kolonije

mikroorganizama (colony forming units - CFU) na najvecem razrjedenju.
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Slika 14. Jazice sa otopinama sa serijskim razrjedenjem.

Slika 15. Ploce krvnog agara numerirane i1 spremne za nasadivanje otopina serijskog

razrjedenja.

Makroskopski razli¢ite kolonije potvrdene su pomocu uredaja MALDI Biotyper (Bruker
Daltonics, Hamburg, Njemacka), a dobiveni rezultati broj kolonija i stupanj razrjedenja uneseni

su u pripremljene tablice (Slika 16.).
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Slika 16. Kolonije mikroroganizama nakon perioda inkubacije od 48 sati na 37 °C; izbrojane

su kolonije na najvecem razrjedenju.

3.5. SEM analiza

Cetiri uzorka odabrana su za SEM analizu elektronskim mikroskopom na Fakultetu za
fiziku SveuciliSta u Rijeci (Slika 17.); uzorak negativne kontrolne skupine (NC) bez
dezinfekcijskog protokola, kako bi se potvrdilo postojanje biofilma, uzorak pozitivne kontrolne
skupine (PC) tretiran 0,2% otopinom na bazi klorheksidina, uzorak fotodinamske terapijske
skupine (PDT1) tretiran 0,1% otopinom riboflavina i diodnim laserom plavim svjetlom valne
duljine 445 nm i uzorak druge fotodinamicke terapijske skupine (PDT2) tretiran 0,1% otopinom
metileng modrila i diodnim laserom valne duljine 660nm kako bi se prikazao antimikrobni efekt
koriStenih protokola i dokazala prisutnost mikroorganizama na povrsini implantata. Uzorci

namijenjeni SEM analizi pohranjeni su u 10 % formalin.
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Uzorci su napareni zlato-paladij slitinom debljine do 20 um u vakuumu te potom pregledani
pod elektronskim mikroskopom, s time da je ciljan sredis$nji dio svakog uzorka. Povecanje

svakog uzroka navedeno je u opisu slika.
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Slika 17. Pretrazni elektronski mikroskop SEM (JSM-7800 F Schottky Field Emission
Scanning Electron Microscope, JEOL Ltd., Tokyo, Japan).

3.6. Statisti¢ka analiza

Normalnost raspodjele kontinuiranih varijabli procijenjena je Shapiro—Wilkovim testom. U
ovisnosti o normalnosti raspodjele kontinuirani podaci opisani su aritmetickom sredinom i
standardnom devijacijom, ili medijanom s granicama interkvartilnog raspona. Za testiranje
razlika izmedu dvije nezavisne skupine koristio se Studentov t-test za kontinuirane podatke koji
slijede normalnu razdiobu, a u ostalim slucajevima Mann—Whitneyjev U test (s Hodges—
Lehmannovom razlikom medijana i pripadnim 95% rasponom pouzdanosti razlike). Sve P
vrijednosti su dvostrane. Razina znacajnosti postavljena je na alfa = 0,05. Statisticka analiza
provedena je koristenjem MedCalc® Statistical Software version 20.218 (MedCalc Software
Ltd, Ostend, Belgium; https://www.medcalc.org; 2023)
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4. REZULTATI
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Istrazivanje je provedeno na 20 uzoraka skupina negativne (NC) i pozitivne kontrole (PC)
te prve fotodinamske terapijske skupine (PDT1) tretirane 0,1% riboflavinom kao
fotosenzitiziraju¢im sredstvom aktiviranim diodnim laserom pomocu svjetla plavog vidljivog
spektra valne duljine 445 nm i druge fotodinamske terapijske skupine (PDT2) tretirane 0,1%
metilenskim modrilom kao fotosenzitiziraju¢im sredstvom aktiviranim diodnim laserom
pomocu svjetla crvenog vidljivog spektra valne duljine 660 nm. Mjere sredine i rasprSenja te
minimalnih 1 maksimalnih vrijednosti u broju kolonija Staphilococcus aureus CFU/ml i

logCFU/ml prikazane su u Tablici 1.

Tablica 1. Broj kolonija Staphilococcus aureus.

Broj Minimalna Maksimalna Interkvartilni raspon
[CFU/m]] . . Medijan
uzoraka  vrijednost vrijednost (25%-T75%)
NC 20 10 108 32x10° 10* —1,5x 10’
PC 20 0 107 0 0-0
PDTI 20 0 10° 0,5 0-1
PDT2 20 0 3x 10 0 0-5,5
Aritmetic¢ka Standardna
[logCFU/ml] .
sredina devijacija
NC 20 1 8 5,44 2,11
PC 20 0 7 3,50 4,04
PDT1 20 0 5 1,06 1,99
PDT2 20 0 4,48 1,50 1,65

Znacajno je veci broj kolonija [CFU/ml] Staphilococcus aureus u negativnoj kontroli (medijan
3,2 x 10%) u odnosu na broj kolonija u prvoj fotodinamskoj terapijskoj skupini (medijan 0,5)
(Mann Whitney U test, P <0,001), i u negativnoj kontroli (medijan 3,2 x 10°) u odnosu na
drugu fotodinamsku terapijsku skupinu (medijan 0) (Mann Whitney U test, P <0,001).
Usporedujemo li negativnu i pozitivhu kontrolu, uo¢avamo da je broj kolonija znacajno veci
(medijan 3,2 x 10°) kod negativne u odnosu na pozitivnu kontrolu (Mann Whitney U test,

P <0,001) (Tablica 2.)
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Tablica 2. Razlika u broju kolonija (CFU/ml) Staphilococcus aureus.

Medijan
Staphilococcus aureus (interkvartilni raspon) Razlika' 95% CI pP*
broja kolonija
PDTI 0,5(0-1)
3,15x 10° 10* do 10’ <0,001
NC 3,2x10°(10* —1,5x 107
PDTI 0,5(0-1)
0 -1do0 0,09
PC 0(0-0)
PDT2 0(0-5,5)
3,19x 10° 10* do 10’ <0,001
NC 3,2:10°(10* —1,5-107)
PDT2 0(0-0,51)
0 0do0 0,34
PC 0(0-0)
NC 3,2x 10°(10* —1,5x 107
-4x10°  -1x10"do -1x10*  <0,001
PC 0(0-0)

CI — raspon pouzdanosti (eng. Confidence interval); *Mann Whitney U test;'Hodges-Lehmannova razlika medijana

Nakon logaritmiranja potvrden je znacajno veci broj kolonija [logCFU/ml] Staphilococcus
aureus kod negativne kontrole u odnosu na prvu fotodinamsku terapijsku skupinu (t- test,
P <0,001) i negativne kontrole u odnosu na drugu fotodinamsku terapijsku skupinu (t- test,
P <0,001), dok su razlike izmedu negativne i pozitivne kontrole bez statisticke znacajnosti

(Tablica 3., Slika 18., Slika 19.).

Tablica 3. Razlika u broju kolonija (logCFU/ml) Staphilococcus aureus.

Aritmetic¢ka sredina (SD)

Staphilococcus aureus broja kolonija Razlika 95% CI P*
[logCFU/ml]

PDTI 1,06 (1,99)

4,4 2,73 do 6,03 <0,001
NC 5,44 (2,11)
PDTI 1,06 (1,99)

2.4 -0,98 do 5,86 0,15
PC 3,50 (4,04)
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PDT2 1,50 (1,65)

3,9 2,10 do 5,80 <0,001
NC 5,44 (2,11)
PDT2 1,50 (1,65)

2,0 -1,81 do 5,82 0,27
PC 3,50 (4,0)
NC 5,44 (2,11)

-1,9 -4,74 do 0,86 0,17
PC 3,50 (4,04)

SD — standardna devijacija; CI — raspon pouzdanosti (eng. Confidence interval); *t-test

95% Cl logCFU/ml Staphilococcus aureus

6,07

4,07

2,0

0,01

NC

PDT1

Slika 18. Razlike i 95% raspon pouzdanosti logCFU/ml Staphilococcus aureus izmedu

negativne kontrole i prve fotodinamicke terapijske skupine (P < 0,001).
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6,00

4,007

2,007

95% Cl logCFU/mI Staphilococcus aureus

0,007

NC PDT2

Slika 19. Razlike i 95% raspon pouzdanosti logCFU/ml Staphilococcus aureus izmedu

negativne kontrole i druge fotodinamicke terapijske skupine (P < 0,001).

Mjere sredine i rasprSenja te minimalnih i maksimalnih vrijednosti u broju kolonija Candida

Albicans CFU/ml i logCFU/ml prikazane su u Tablici 4.

Tablica 4. Broj kolonija Candida Albicans.

Broj Minimalna  Maksimalna 3 Interkvartilni raspon
[CFU/ml] . B Medijan
uzoraka  vrijednost vrijednost (25%-75%)
NC 20 0 2x10° 1,5x 10° 20-1,5x 10*
PC 20 0 10° 0 0-0
PDTI 20 0 10 0 0-0
PDT2 20 0 10* 0 0-1
Aritmeticka Standardna
[logCFU/ml] )
sredina devijacija
NC 20 1,3 5,3 3,41 1,24
PC 20 1 2 1,50 0,71
PDTI 20 0 4 1,58 1,95
PDT2 20 0 4 1,17 1,47
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Znacajno je veci broj kolonija [CFU/ml] Candida Albicans u negativnoj kontroli (medijan 1,5
x 10°) u odnosu na prvu fotodinamsku terapijsku skupinu (Mann Whitney U test, P < 0,001), i
u negativnoj kontroli (medijan 1,5 x 10°) u odnosu na drugu fotodinamsku terapijsku skupinu
(Mann Whitney U test, P < 0,001). Usporedujemo li negativnu i pozitivnu kontrolu, uo¢avamo
da je broj kolonija znacajno veci kod negativne (medijan 1,5 x 10°) u odnosu na pozitivnu

kontrolu (medijan 0) (Mann Whitney U test, P < 0,001) (Tablica 5.).

Tablica 5. Razlika u broju kolonija (CFU/ml) Candida Albicans.

Medijan
Candida Albicans (interkvartilni raspon) Razlika' 95% CI pP*

broja kolonija

PDT1 0(0-0)
10° 10* do 10’ <0,001
NC 1,5x 10°(20 — 1,5 x 10%
PDT1 0(0-0)
0 -1do 0 0,09
PC 0(0-0)
PDT2 0(0-0)
10° 10* do 10’ <0,001
NC 1,5x 10°(20 —1,5x 10%
PDT2 0(0-0)
0 -1do 0 0,09
PC 0(0-0)
NC 1,5x 10°(20 — 1,5 x 10%
-1,45x10°  -1x10"do -1x10*  <0,001
PC 0(0-0)

CI — raspon pouzdanosti (eng. Confidence interval); *Mann Whitney U test;'Hodges-Lehmannova razlika medijana

Nakon logaritmiranja potvrden je znacajno ve¢i broj kolonija [logCFU/ml] Candida Albicans
kod negativne kontrole u odnosu na prvu fotodinamsku terapijsku skupinu (t-test, P = 0,03) i
negativne kontrole u odnosu na drugu fotodinamsku terapijsku skupinu (t- test, P = 0,002).
Negativna kontrola ima neSto vec¢i broj kolonija od pozitivne kontrole, ali je razlika s grani¢cnom

znacajnoscu (t-test, P = 0,05) (Tablica 6., Slika 20., Slika 21., Slika 22.).
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Tablica 6. Razlika u broju kolonija (logCFU/ml) Candida Albicans.

Aritmetic¢ka sredina (SD)

Candida Albicans broja kolonija Razlika 95% CI P*
[logCFU/ml]

PDTI1 1,58 (1,95)

-1,84 -3,46 do -0,21 0,03
NC 3,41 (1,24)
PDTI1 1,58 (1,95)

-0,08 -4,22 do 4,07 0,96
PC 1,50 (0,71)
PDT2 1,17 (1,47)

-2,24 -3,55 do -0,94 0,002
NC 3,41 (1,24)
PDT2 1,17 (1,47)

0,33 -2,41 do 3,08 0,78
PC 1,50 (0,71)
NC 3,41 (1,24)

-1,91 -3,84 do 0,02 0,05
PC 1,50 (0,71)

SD — standardna devijacija; CI — raspon pouzdanosti (eng. Confidence interval); *t-test

95% Cl logCFU/mI Candida Albicans

-2,0

4,07

2,0

0,01

NC

PDT1

Slika 20. Razlike i 95% raspon pouzdanosti logCFU/ml Candida Albicans izmedu negativne

kontrole i prve fotodinamske terapijske skupine (P = 0,03).
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5,01

-]

y %

95% Cl logCFU/mI Candida Albicans
<

2

NC PDT2

Slika 21. Razlike i 95% raspon pouzdanosti logCFU/ml Candida Albicans izmedu negativne
kontrole i druge fotodinamske terapijske skupine (P = 0,002).

7,57

g q g

95% Cl logCFU/mI Candida Albicans

N
3}
1

-5,07

NC PC

Slika 22. Razlike 1 95% raspon pouzdanosti logCFU/ml Candida Albicans izmedu negativne 1
pozitivne kontrole (P = 0,05).

Nema znacajnih razlika u broju kolonija [CFU/ml] Staphilococcus aureus i Candida Albicans
u odnosu na to radi li se o prvoj fotodinamskoj terapijskoj skupini ili drugoj fotodinamskoj

terapijskoj skupini (Tablica 7.).
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Tablica 7. Razlika u broju kolonija (CFU/ml) izmedu prve fotodinamske terapijske skupine i

druge fotodinamske terapijske skupine.

Medijan (interkvartilni rapon)
Razlika"  95% CI P*

PDTI PDT2
Staphilococcus aureus 0,5(0-1) 0(0-5,5) 0 -1do 0 0,55
Candida Albicans 0(0-0) 0(0-1) 0 0do0 0,49

CI — raspon pouzdanosti (eng. Confidence interval); *Mann Whitney U test; THodges-Lehmann razlika medijana

Niti nakon logaritmiranja nema znacajnih razlika u broju kolonija [logCFU/ml] Staphilococcus
aureus i Candida Albicans u odnosu na to radi li se o prvoj ili drugoj fotodinamskoj terapijskoj

skupini (Tablica 8.).

Tablica 8. Razlika u broju kolonija (logCFU/ml) izmedu prve i druge fotodinamske terapijske

skupine.
Aritmeticka sredina (SD)
broja kolonija [logCFU/ml] Razlika 95% CI P*
PDTI PDT2
Staphilococcus aureus 1,06 (1,99) 1,50 (1,65) 0,44 -1,52 do 2,39 0,64
Candida Albicans 1,58 (1,95) 1,17 (1,47) -0,41 -2,89d0 2,07 0,71

SD — standardna devijacija; CI — raspon pouzdanosti (eng. Confidence interval); *t-test

Stvaranje gustog, ravnomjerno rasporedenog biofilma mikroorganizama vidljivo je u SEM
analizi negativne kontrolne skupine (Slika 23.). U pozitivnoj kontrolnoj skupini, PDT1 i PDT2
moze se nac¢i nekoliko pojedina¢nih ili manjih skupina mikroorganizama neravnomjerno
rasporedenih na hrapavoj povrsini implantata (Slika 24., Slika 25., Slika 26.). SEM analizom

se ne moze potvrditi vitalitet stanica.
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Slika 23. Stvaranje biofilma potvrdeno pomoc¢u SEM-a (5000x) — strelice pokazuju stanice

mikroorganizama, ¢ija nakupina prikazuje stvaranje biofilma na povrSini implantata.

Slika 24. Pozitivna kontrolna skupina — uocava se smanjenje biofilma bakterija i gljivica nakon
tretmana s 0,2% CHX (5000x). Jos je uvijek moguée uociti poneke stanice mikroorganizama

(prikazano strelicama).
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Slika 25. Fotodinamske terapijske skupina (PDT1) — smanjenje bakterija i gljivica nakon
tretmana 0,1% metilenskim modrilom i diodnim laserom valne duljine 660 nm (5000%). Stanice
mikroorganizama jo§ se mogu uociti (veée stanice C. Albicans, manje stanice S. Aureus)

(strelica).

Slika 26. Fotodinamske terapijske skupina (PDT2) — smanjenje bakterija i gljivica nakon
tretiranja povrSine implantata 0,1% riboflavinom i diodnim laserom sa svjetlom valne duljine
445 nm (5000x%). Stanice mikroorganizama jos se mogu uociti (strelica) iako se vitalnost stanice

ne moze odrediti.
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5. RASPRAVA
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Dekontaminacija povrSine implantata glavni je cilj lijeCenja periimplantitisa iako nije
dokazano da je proces reverzibilan 1 upitna je mogucénost potpune regeneracije jednom nastalog
periimplantatnog defekta (81). U svim do danas provedenim in vivo, pa ¢ak i in vitro
istrazivanjima, nije postignuta potpuna dezinfekcija povrSine kod koje je dokazana potpuna
odsutnost bakterija. Glavni problem otezane dezinfekcije povrSine lezi u strukturnim
nepravilnostima razli¢ito obradenih povrsina titanskih dentalnih implantata, a koje imaju ulogu
u boljoj oseointegraciji samog implantata s kosti u koju je implantat ugraden. PovrSinske
nepravilnosti dentalnih implantata povecavaju potencijalnu kontaktnu povrSinu titanskih oksida
1 kosti. Takve povrSinske nepravilnosti ujedno i1 olakSavaju nakupljanje bakterija (138). U
skladu s rezultatima prethodnih istrazivanja i u ovom istrazivanju, iako je testiranim
dezinfekcijskim protokolom zna€ajno smanjen broj bakterija u odnosu na netretiranu skupinu,
ne uspijeva se posti¢i potpuna dekontaminacija povrsine. Vitalitet zaostalih mikroorganizama
se dokazao nasadivanjem uzoraka nakon dezinfekcije na podlogu, inkubacijom i porastom

kolonija mikroorganizama, dok se njihova prisutnost dodatno potvrdila SEM mikroskopijom.

Gustumhaugen i suradnici, pri ispitivanju ucinkovitosti nakupljanja i uklanjanja bakterija na
titanskim diskovima razlicite hrapavosti, pokazali su da glatkija povrSina dovodi do nizih razina
zadrZavanja biomase nakon kemijskog i mehanickog ¢iS¢enja (75). Zbog takvih nalaza se Cesto
u literaturi u neestetskim podrucjima preporucaju implantati koji su dizajnirani za postavljanje
u razini zubnog mesa te imaju poliran koronarni dio koji omogucuje lakSe CiS¢enje i u
situacijama povlac¢enja zubnog mesa i izlaganja (poliranog) dijela implantata okoliSu usne

Supljine.

Danasnji trendovi u dentalnoj implantologiji propagiraju postekstrakcijsko postavljanje
dentalnih implantata i imedijatno opterecenje istih u cilju ranije protetske opskrbe pacijenta.
Zbog toga se implantati dizajniraju na nacin kako bi ostvarili veliku primarnu stabilnost po
ugradnji. Dizajn implantata s ciljem ostvarivanja velike primarne stabilnosti je obi¢no konusni
s vrlo izrazenim samonarezuju¢im navojima. U slucaju razvoja periimplantitisa oko implantata
takvog dizajna vrlo je otezan pristup i temeljito ¢iS¢enje svih povrSina implantata (138).
Uporaba ruc¢nih instrumenata koji se smatraju zlatnim standardom u mehanickom uklanjanju
plaka mikororganizama je slabo efikasna ili prakticki nemoguca, te se zbog toga pribjegava
pjeskarenju povrSine, ili tretiranju s rotiraju¢im titanijskim ili plasticnim rotiraju¢im ¢etkicama.
Nakon mehani¢kog debridmana povrSine implantata od biofilma cilj PDT-a je inaktivacija i

unistavanje svih zaostalih bakterijskih stanica. Mehanicki debridman i PDT se moraju
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kombinirati jer sama primjena PDT-a nije u€inkovita u uklanjanju debrisa mikroorganizama,

ve¢ dovodi do smanjenja bioloskog opterecenje.

U vecini postojecih in vitro studija dekontaminacije povrSine dentalnih implantata korisSteni su
titanijski diskovi. Zbog prethodno navedenih razloga, specifi¢nog dizajna povrSine implantata,
takve in vitro studije na ravnim titanijskim diskovima ne mogu dati realan prikaz i simulirati in
vivo situaciju §to se ti¢e dekontaminacije dijelova izmedu navoja implantata. Testovi provedeni
na dentalnim implantatima koji su namijenjeni klinickoj upotrebi poput GC Aadva implantata
koriStenih u ovom istraZivanju, iako znacajno podizu troSkove istrazivanja, trebali bi dati
realnije rezultate od studija provedenih na titanskim diskovima jer je povrSinska mikro- i
makromorfologija ista kao u klini¢kim situacijama. U ovom istraZivanju testiranja su provedena
na implantatima koji, iako nisu iz linije koni¢nih implantata koji ostvaruju velike vrijednosti

primarne stabilnosti, imaju vrlo izraZene navoje (Slika 7.).

U provodenju fotodinamske terapije uporaba fotosenzitivnih sredstava za lijeCenje
parodontitisa ili periimplantitisa ima razli¢ite prednosti. Fotosenzitivna sredstva mogu
prodrijeti u pore implantata i povrsine korijena koje nisu dostupne pri koristenju mehanickog
protokola dekontaminacije (139). Prema Deppeu i suradnicima fotodinamska terapija nema
Stetnih ucinaka na povrSinu implantata, ali toplinske promjene koje se dogadaju prilikom
aplikacije svjetla odredene valne duljine diodnim laserom mogu varirati i utjecati na
modifikaciju povrSine dentalnih implantata. Isti je autor zaklju€io da uporaba diodnog lasera
od 445 nm u nacinu kontinuiranog vala (CW) (=0,8 W) i vece izlazne snage (>1,0 W) u
pulsiraju¢em nacinu rada pri duljem vremenu ekspozicije (>10 s) moze uzrokovati Stetna
povecanja temperature vise od 10 °C (140). Medutim, i CW 1 pulsirajuce lasersko zracenje
mogu sprijeciti Stetne poraste temperature kada se koriste pri umjerenim parametrima (1 W, 10
s, 50% DC ili 3 W, 20 s, 10% DC). [29]. Kako bi se izbjegao takav potencijalno Stetan utjecaj
na povrSinu dentalnih implantata, u istraZivanju koristen diodni laser od 445 nm (320 pum, 60 s,
200 mW, Q snaga = 100 mW, 100 Hz, 124,34 W/cm2, 1,24 J/cm2) primjenjivan je s izlaznom
snagom od 100 mW koja je sigurna za koristenje, a pulsni nacin rada ¢ini njegovo koriStenje

sigurnijim i sprjeava potencijalni porast temperature.

Unato¢ tome, stalno kretanje opti¢kog vlakana unutar periimplantatnog defekta iznad povrSine
implantata takoder je vazno za odrzavanje §to nizeg porasta temperature u jednoj tocki kako bi

se izbjeglo potencijalno toplinsko oStecenje susjednih tkiva (141).
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Klorheksidin se dugo smatrao zlatnim standardom u dezinfekciji povrSine implantata i u
klini¢koj praksi upravo se klorheksidin najéeS¢e koristi u kombinaciji s mehanickim
debridmanom. Iako je manje poznato, klorheksidin moZe utjecati na promjenu topografije
povrsine dentalnih implantata i posjeduje dokazan citotoksi¢ni u¢inak na stanice domacina, §to
moze sprijeciti potencijalnu re-oseointegracije dentalnih implantata. Stoga se ne preporuca
upotrebu klorheksidina kao povrSinskog sredstva dekontaminacije kod periimplantitisa, ve¢

primjena drugih antimikrobnih sredstava (142).

U ovoj studiji 0,2% klorheksidin (CHX) je koristen kao pozitivna kontrola. Prilikom procesa
dekontaminacije klorheksidin je apliciran na povrSinu implantata kuglicom vate i pokretima
Cetkanja, simuliraju¢i tako najucestaliji nafin in vivo upotrebe. Nisu dokazane statistiCki
znacajne razlike u usporedbi dekontaminacije povrSine implantata klorheksidinom i PDT
protokolima. U studiji koju su proveli Widodo i suradnici, izvijestili su da je u usporedbi s PDT-
om s metilenskim modrilom bojom i diodnim laserom od 660 nm, tretman s 0,2% CHX imao
manji uc¢inak na povrSine implantata razli¢ite hrapavosti kontaminirane S. aureusom (143).
Razlika u rezultatima ovih studija se moze pronaci u na¢inu aplikacije klorhaksidina, odnosno
mehani¢kom debridmanu povrSine vaticom u nasoj studiji. U prethodno spomenutoj studiji
Widodo i suradnici su titanijske diskove na kojima je studija provodena uronili u otopinu
klorheksidina bez mehani¢ke povrsinske obrade kuglicama vate. Ovaj zaklju¢ak se moze
dodatno potkrijepiti kasnijim rezultatima u kojima su izvijestili o u¢inkovitijem smanjenju
bakterijskog opterecenja koristenjem pokreta Cetkanja samo sa sterilnom vatom (bez CHX-a)
na glatkoj povrsini implantata. Medutim, rezultate antimikrobnog djelovanja CHX-a treba
oprezno tumaciti zbog njegova svojstva CHX vezanja na povrSinu implantata s naknadnim
postupnim otpustanjem, ¢ime je opisan baktericidni ucinak koji traje i do 24 sata nakon
prestanka aplikacije i ispiranja. Takoder, zbog svojstva vezivanja na povrSinu implantata postoji
1 moguénost unoSenja CHX uzorkovanjem na hranjive podloge, $to moze rezultirati trajnim

baktericidnim uc¢inkom (144).

Razli¢ite bakterije pokazuju razli¢itu osjetljivost na svjetlost odredenih valnih duljina zbog
mogucih izravnih u¢inaka na bakterije, koje proizvode endogene fotosenzibilizatore, i razli¢itog
afiniteta apsorpcije prema razliCitim fotosenzibilizatorima (136). Bérenfaller i suradnici
dokazali su da plavo svjetlo ima isti u¢inak na parodontne patogene Porphyromonas gingivalis
i Prevotella intermedia kada se koriste s fotosenzibilizatorom ili u njegovoj odsutnosti i
zakljucili da endogene tvari p-okso bis i hematin koje proizvode same bakterije djeluju kao

fotosenzibilizatori koji dovode do smrti bakterijske stanice (113). Poznavajuéi etiologiju
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parodontitis i1 periimplantitsa, koriStenje svjetla plavog spektra moglo bi se pokazati kao vrlo
ucinkovito, te je zbog toga vrijedno daljnjeg istrazivanja. Za razliku od plavog svjetla,
koriStenje crvenog svjetla nije rezultiralo znac¢ajnim smanjenjem ovih parodontnih patogena.
Prethodne studije su izvijestile o umjerenim ucincima crvenog svjetla na P. intermedia i P.
gingivalis budu¢i da je apsorpcija endogenih porfirina u crvenom spektru relativno niska (145).
Sve navedene pigmentirane bakterije koje su primarni parodontni patogeni su anaerobne
bakterijske vrste te je za njihovo istrazivanje potrebna posebna oprema za postizanje anaerobnih
uvjeta kako bi se istrazivanje moglo adekvatno provesti te kako bi daljnja in vitro istrazivanja

mogla i¢i u tom smjeru.

Poznavaju¢i ogranienja, u naSoj smo studiji odabrali koriStenje prozirne aerobne vrste
bakterije Staphylococcus kako bismo iskljucili potencijalne ucinke same svjetlosti odredene
valne duljine (crvene ili plave) i ispitali u¢inak novog fotosenzitivnog sredstva riboflavina.
Slicno prethodno spomenutim crno pigmentiranim bakterijama, eliminacija C. albicans
koristenjem plavog svjetla pokazala se vrlo ucinkovitom, vjerojatno zbog prisutnosti
unutarstani¢nih porfirina i flavina (114,115). Koliko je nama poznato, u literaturi nema

prijavljenih u¢inaka na gljivu C. albicans ukoliko se koristi samo crveno svjetlo.

Fotosenzibiliziraju¢e sredstvo nakon aplikacije apsorbira se i veze za dijelove stanice. Vazno
je znati da je potrebno razli¢ito vrijeme za vezivanje molekula fotosenzibilizirajuéeg sredstva,
a tu najvedi utjecaj ima stanicna stijenka mikroorganizama koja otezava apsorpciju sredstva
unutar stanice. Wiench i suradnici su tako izvijestili da zbog veli¢ine stanica Candide i
prisutnosti stani¢ne stijenke, vrijeme inkubacije fotosenzibilizatora ima utjecaj na u¢inkovitost
PDT-a te je predloZeno vrijeme od 7-10 minuta kao najuc¢inkovitije razdoblje (146). Unatoc tim
nalazima, primjena i razdoblje inkubacije fotosenzibilizirajue otopine u usnoj Supljini je
otezana, $to zbog protokom sline kroz sulkus, §to zbog potrebe za dugotrajnim radom klinicara.
Zbog navedenog, ovo vrijeme se u klinickoj praksi ¢ini neprakti¢nim i tesko je provedivo.
Dosadasnji ispitivani protokoli koriste vrijeme od 60 sekundi te je ono odabrano za nasu studiju.

Zanimljivo bi bilo istraziti in vivo utjecaj vremena na ucinak PDT-a te odabrati najpovoljniji.

U ovoj studiji ispitivan je riboflavin kao inovativni fotosenzibilizirajuci agens aktiviran plavim
svjetlom diodnog lasera valne duljine 445 nm te je usporeden s Cesto koriStenim protokolom
upotrebe metilenskog modrila, kao fotosenzibiliziraju¢eg agensa aktiviranog svjetlom crvenog
diodnog lasera valne duljine 660 nm. Riboflavin (vitamin B2) je vitamin prirodno prisutan u

hrani, karakteristian po svojoj Zutoj boji i tome S$to ne uzrokuje ozbiljnu promjenu boje zuba
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ili okolnog tkiva, za razliku od toluidina ili metilenskog modrila, te se stoga moze koristiti u

estetskoj zoni (136) .

Za zeljeni uc¢inak fotosenzibilizirajuéeg sredstva nakon apsorpcije svjetlosti odredene valne
duljine od iznimne je vaznosti sposobnost stvaranja kisikovih radikala (reakcija tip II 1
reaktivnih kisikovih vrsta (reakcija tipa II). Poveéanje razina ROS-a koji nastaju kao rezultat
obasjavanja riboflavina koriStenjem spektra plave svjetlosti s maksimalnom apsorpcijskom
valnom duljinom od ~450 nm, pokazalo se da je 200% visa u usporedbi s drugim

fotosenzibiliziraju¢im agensima zute boje aktiviranim istim izvorom plave svjetlosti (147).

U isto vrijeme, razine ROS riboflavina pet puta su nize od onih toluidinskog modrila (0,51
naspram 2,70 ROS/uM) (148). Iako je u studiji Béarenfallera i suradnici zaklju¢eno da je
antimikrobni ucinak riboflavina u kombinaciji s plavim svjetlom inferioran u¢inku toluidinskog
plavog aktiviranog crvenim svjetlom, rezultati se ne mogu usporediti s rezultatima naSe studije
zbog upotrebe razli¢itih vrsta bakterija (113). Studija Bérenfallera i suradnici je isto tako
provedena na mikrorganizmima u planktonskom obliku, a ne na povrSinama implantata, a izvor
svjetlosti je LED lampa za polimerizaciju koja daje manju maksimalnu gustocu snage i energije

po cm? nego lasersko svjetlo.

Koncentracija riboflavina koristena u studiji odabrana je na temelju koncentracije koristene u
prethodno spomenutoj studiji Bérenfallera i suradnici i studiji Katalini¢a i suradnici U daljnjim
istrazivanjima mogao bi se ispitati u€inak razli¢itih koncentracija koje mogu biti adekvatnije.
U ovoj studiji uoceno je da da boja riboflavina ima slabu topljivost te se brzo talozi, zbog toga
prije upotrebe mora biti dobro protresena. Katalini¢ i suradnici u svojoj studij navode da bi
koristenje E101a (riboflavin-5'-fosfata) koji je bolje topljiv u vodi moglo biti rjeSenje ovom

problemu (118).

Leelanarathiwat i suradnici testirali su flavin mononukleotid (FMN), koji je vazan kofaktor
riboflavina sa slicnom kemijskom formulom, u kojoj je primarna hidroksi skupina pretvorena
u dihidrogen fosfatni ester. FMN je testiran kao PS za dekontaminaciju S. aureusa na diskovima
pjeskarenim i kiselinom tretiranim titanom, aktiviranim plavim LED svjetlom velike snage
(FotoSan® BLUE LAD, CMS Dental APS, Kopenhagen, Danska) s valnim duljinama u
rasponu od 450-470 nm. Oni su usporedeni sa skupinom u kojoj je kao sustav za dezinfekciju
koriSteno metilensko modrilo aktivirano crvenim svjetlom i nisu uocene razlike izmedu dva

PDT sustava (149). lako kao izvor svjetlosti nije koriSten diodni laser s puno ve¢om gusto¢om
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snage (LED svjetlost 3,74 W/cm2 naspram diodnog lasera 124,34 W/cm2), kao u ovom

istrazivanju, rezultati studije bili su skladu s rezultatima prikazanog istrazivanja.

Studiju koja je koristila iste vrste bakterija i gljivica te sa slicnim protokolom dezinfekcije
diodnim laserom riboflavin—445 nm proveli su Katalinic i suradnici. Njihovi rezultati bili su
sli¢ni onima iz ovog istrazivanja na dentalnim implantatima, ali rezultate treba oprezno
usporedivati zbog razlika u ispitivanoj povrsini (dentinski tubulusi i povrSina implantata), kao
1 zbog razlike u dostupnosti mjesta dezinfekcije (korijenski kanal zuba u odnosu na navoje

titanskog implantata) (118).

Za razliku od rijetko ispitivane uporabe riboflavina, za koju postoji samo nekoliko studija,
postoje brojne studije koje koriste metilensko modrilo i aktivaciju crvenim svjetlom, a one
pokazuju pozitivne antimikrobne rezultate za in vivo 1 in vitro lijeCenje periimplantitisa. lako je
cesto u fotodinamskoj terapiji koriSteno metilensko modrilo kao fotosenzibilno sredstvo, ono
pokazuje odredene nedostatke. Osim prethodno spomenutog plavog obojenja okolnog tkiva
koje je najuocljivije tijekom primijene, i vrlo se tesko uklanja, metilensko modrilo pokazuje
negativan citotoksi¢ni u¢inak na fibroblaste (bilo inaktivirano ili aktivirano izvorom svjetlosti);

usprkos tome, njegov citotoksi¢ni u¢inak mnogo je manji od onog 2% CHX (150).

Antimikrobni u¢inak metilenskog modrila, kao fotosenzibilizatora, na C. albicans dokazan je u
raznim studijama (151,152). U ovom istrazivanju potvrden je antimikorobni ucinak pri
usporedbi s negativnom kontrolnom skupinom koja je ostavljena bez dezinfekcijskih protokola,
a 1 rezultati prikazuju da je u€inak istrazivanog svjetla od 445 nm u kombinaciji s riboflavinom
sli¢an dekontaminacijskom u¢inku metilenskog modrila u kombinaciji sa svjetlom od 660 nm.
Nekoliko je studija potvrdilo antibakterijsko djelovanje metilensko modrilo na biofilmove S.
aureusa pomocu fotoaktivacije crvenim laserom (153,154). Istrazivanja su takoder pokazala da
produljena primjena PDT-a u kombinaciji s metilenskim modrilom, uz tretman od 1 do 5
minuta, moze dovesti do znacajnog smanjenja prisutnosti biofilma (155). Tijekom klinickog
rada mogucénost dugotrajnije primjene dugotrajnih PDT-a je upitna jer ovisi o broju tretiranih
implantata kod jednog pacijenta i broju mjesta na kojim se pojavljuju periimplantatni defekti
mjesta oko implantata, takoder utroSeno vrijeme ovisi o pacijentovu strpljenu i raspolozivosti
medicinskog osoblja. Treba napomenuti da su svi istrazivani ucinci postignuti nakon jednog

tretmana od 60 s, Sto sugerira da bi ponavljanje tretmana moglo dati dodatne pozitivne rezultate.

U sistematskom pregledu dotada$njih istrazivanja Alasqaha i suradnici sve ukljucene in vitro

PDT studije, unato¢ koristenju razlicitih bakterija, povrSina implantata, fotosenzibilizatora i
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valnih duljina, pokazale su znacajno smanjenje broja bakterija. U preglednom radu autori su
takoder zakljucili da PDT ne moze poremetiti i ukloniti strukturu biofilma na povrSinama
dentalnih implantata, ali moZe smanjiti vitalnost bakterija, budu¢i da je dodatna SEM analiza u
svim studijama pokazala prisutnost bakterija na povrsini titana, bez obzira na koriSteni tretman
dezinfekcije (156). U ovoj studiji, kao i drugim studijama, SEM analizom je dokazana
prisutnost bakterija na povrsini titana, bez obzira na primijenjeni tretman dezinfekcije. Stoga se
moze podrzati zakljuc¢ak da bi PDT mogao igrati klju¢nu ulogu u smanjenju bakterijskog
opterecenja oko dentalnih implantata samo kao dodatna tehnika dezinfekcije povrSine koja

nadopunjuje mehanicki debridman (157).

Konac¢no, rezultati ovog in vitro istrazivanja imaju odredena ogranicenja i mozda se neée u
potpunosti prenijeti ili primijeniti na in vivo uvjete. Cimbenici okoli$a unutar usne Supljine i
unutar samog periimplantatnog defekta, poput ogranic¢ene dostupnosti, pogodnih uvjeta za
nakupljanje plaka, salivacije, kao i1 vrlo vaznog djelovanja imunoloSkog sustava, ne mogu se
utvrditi ni u potpunosti simulirati koriStenjem in vitro istrazivanja. Ipak i unato¢ ogranicenjima
ovog in vitro istrazivanja, dobiveni rezultati mogu potaknuti daljnja istrazivanja in vitro 1 in
vivo u€inaka novih dezinfekcijskih terapija koriStenjem riboflavina i plavog svjetla valne

duljine 445 nm.
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6. ZAKLJUCAK
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Protokol dezinfekcije povrSine implantata diodnim laserom valne duljine 445nm i otopine
0,1% riboflavina usporediv je s postojeim protokolima dezinfekcije povrSine implantata
klorheksidinom i diodnim laserom valne duljine 660 nm i 0,1% otopinom metilenskog modrila.
Vode¢i se rezultatima dobivenim ovom studijom, svi ispitani protokoli dezinfekcije povrSine
dentalnih implantat mogu se primjenjivati samo kao dodatak klasiénom mehanickom
debridmanu instrumentima jer nijedan od protokola ne moze samostalno unistiti sve

mikrorogranizme na povrsini dentalnih implantata.
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