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1. UvOD

Mikroorganizmi i njihovi produkti naj¢es¢i su etioloski faktori u pulpnoj i
periapikalnoj patologiji (1). Dobra mehani¢ka obrada korijenskih kanala, uz kemijsku
obradu sredstvima za ispiranje, vazni su u uklanjanju nekroti¢nog tkiva i eliminaciji
bakterija, a time i za sam uspjeh endodontske terapije (2). Oblikovani i ocis¢eni
korijenski kanali predstavljaju prostor u kojem su bakterije gotovo u potpunosti
uklonjene ili im je barem smanjen broj i koje, posljedi¢no tome, ne mogu vise
uzrokovati periapikalnu bolest (3,4). Kako bi se o¢uvalo takvo stanje, korijenske je
kanale potrebno napuniti materijalima koji ¢e trodimenzionalno zabrtviti cijeli
endodontski prostor i sprijeciti reinfekciju (5). Na taj ¢e nacin materijali za punjenje
korijenskih kanala sprijeCiti dolazak novih mikroorganizama, a onim preostalima
uskratiti prehranu, prostor za razmnozavanje i odgovarajuée redoks uvjete za stvaranje
znacajnih biomasa pojedinih mikroba (6). Idealan materijal za punjenje morao bi
osigurati potpuno brtvljenje endodontskog prostora, biti netoksi¢an, dimenzijski
stabilan, biokompatibilan, jednostavan za rukovanje, ne resorbirati se te biti
radioopaktan (7). Bakterije koje se nalaze na povrsini dentinskih tubula korijenskih
kanala lako se odstranjuju mehani¢kom obradom za razliku od onih koje su se
nastanile u dubljim dijelovima dentinskih tubula. Zato je vazno da, uz spomenuta
svojstva, materijal posjeduje i antibakterijsko djelovanje kako bi aktivno (8) unistio

preostale mikroorganizme (9) te sprijecio njihov ponovni rast.
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1.1. MATERIJALI ZA PUNJENJE KORIJENSKIH KANALA

Za punjenje korijenskih kanala mogu se rabiti razli¢iti materijali koji se
razlikuju po kemijskom sastavu i fizicko-mehanic¢kim svojstvima. NajceS¢e koriSten
materijal polutvrda je gutaperka, no ona sama kao takva nije dovoljna za dobro
brtvljenje. Stoga se kanali, uz polutvrdo punjenje, pune i mekim punilom koje se
stvrdnjava u korijenskom kanalu. Meko je punilo potrebno kako bi adheriralo na dentin
te popunilo nepravilnosti i prostor izmedu polutvrdog punila i korijenskog dentina

(10).

Prema Grossmanu, pozeljna svojstva materijala za punjenje korijenskih kanala

Su:

e mogucénost laganog unosenja u korijenski kanal

e Dbrtvljenje korijenskog kanala lateralno i apikalno

e nemogucénost skupljanja materijala nakon unosenja u korijenski kanal
e neosjetljivost na vlagu

e bakteriostatska svojstva ili nepoticanje rasta bakterija

e radiokontrastnost

e ne uzrokuje obojenje tvrdih zubnih tkiva

e ne uzrokuje iritaciju periapikalnog tkiva

e sterilnost ili mogucénost sterilizacije prije unosenja

¢ lagano uklanjanje iz korijenskog kanala (7).
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Materijali za punjenje korijenskih kanala mogu se podijeliti s obzirom na

konzistenciju:

e meka punila koja trajno ostaju meka (paste)

¢ meka punila koja se stvrdnjavaju u korijenskom kanalu
e polutvrda punila

e tvrda punila

e materijali za retrogradno punjenje (11).

1.1.1. Meka punila koja trajno ostaju meka (paste)

Meka punila koja trajno ostaju meka jesu paste temeljene na kalcijevom
hidroksidu koje se nakon odredenog vremena resorbiraju pa se ne koriste za trajno
punjenje korijenskih kanala. Kalcij hidroksid djeluje antimikrobno zbog visokog pH
(12) te uniStava stani¢nu stijenku bakterija i proteine (12). Koriste se u terapiji mladih
trajnih zubi s nedovrSenim rastom i razvojem korijena, u postupku apeksifikacije i
apeksogeneze te za punjenje korijenova mlije¢nih zubi. Najpoznatiji preparati su:

Calasept, Pulpodent, Calxyl i Calcipulpe.
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1.1.2. Meka punila koja se stvrdnjavaju u korijenskom kanalu (cementi)

Cementi se u korijenski kanal unose u mekoj konzistenciji. Stvrdnjavaju se

nakon odredenog vremena.

1.1.2.1. Punila temeljena na otapalu

U punila temeljena na otapalu ubrajaju se kloroperka i eukaperka, a dobivene
su otapanjem gutaperke u Kkloroformu, odnosno eukaliptolu. Stvrdnjavaju se
hlapljenjem otapala pa kao nedostatak imaju promjenu volumena i poroznost (11).
Zbog kancerogenosti kloroforma, ova se punila ne preporucuju za uporabu te se ne

rabe u klini¢koj praksi.

1.1.2.2.  Jodoform punila

Jodoform punila jakog su antiseptickog ucinka, ali u slucaju prepunjenja
izazivaju dugotrajnu iritaciju i bol sve dok se ne resorbiraju. Tesko se uklanjaju iz

korijenskog kanala pa se ne preporucuju kao sredstvo za punjenje (11).
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1.1.2.3.  Punila na bazi kalcij hidroksida

Punila na bazi kalcij hidroksida dvokomponentni su materijali sastavljeni od
katalizatora (salicilatni ester) i baze (kalcijev hidroksid ili kalcijev oksid, kontrastno
sredstvo, punilo, plastifikatori). Mijesanjem baze i katalizatora materijal se stvrdnjava
u kiseloj reakciji, stvarajuci kalcij-salicilat kelator. Glavni predstavnici su: Sealapex,

Apexit, CRCS - Calcibiotic root canal sealers i Biocalex (11).

1.1.2.4. Cink-oksid eugenol punila

Cink-oksid eugenol punila imaju antibakterijski u¢inak, ali se otapaju u tkivnim
tekuc¢inama i pokazala su toksi¢nost u kontaktu s vitalnim tkivima (13). Od preparata

postoje: ProcoSol, Tubliseal, Hermetic (11).

1.1.2.5. Punila temeljena na smolama

U punila temeljena na smolama ubrajaju se poliketonske, epoksi i kompozitne

smole.

Najpoznatiji predstavnik epoksi smole je AH Plus. Rije¢ je o proizvodu koji
ima brze vrijeme stvrdnjavanja i bolju radiokontrastnost u odnosu na AH-26 silver free

i AH-26 (14).
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Kompozitne smole mogu se podijeliti na Cetiri generacije S obzirom na
kronologiju njihove pojave na trzistu. Ako se kombiniraju s Resilon ili EndoREZ
Stapi¢ima, stvaraju monoblok u korijenskom kanalu. Predstavnik prve generacije
kompozitnih smola kao punila je Hydron. Rije¢ je o hidrofilnom materijalu koji je
temeljen na poli-HEMA-i (15). Prve kompozitne smole pokazale su losa fizicko-
mehanicka svojstva te nisu bile biokompatibilne. Druga generacija kompozitnih smola
(npr.EndoRez) takoder je bila hidrofilna i nije zahtijevala uporabu adhezijskih sustava
(16). Trec¢a generacija kompozitnih smola koristila se uz samojetkajuce adhezive, dok
se u sluéaju Cetvrte generacije adhezivi nisu morali primijeniti jer je sama kompozitna

smola samoadhezivna (17).

1.1.2.6. Punila temeljena na staklenoionomerima

Staklenoionomerna su punila biokompatibilna i pokazuju odli¢énu adheziju na
dentin. Medutim, kao vazni nedostatci javljaju se mikropropustanje i dezintegracija

materijala (18, 19).

Jedan je od predstavnika Ketac Endo.



Antonija Brezié, diplomski rad

1.1.2.7. Punila temeljena na paraformaldehidu i kortikosteroidima

Punila temeljena na paraformaldehidu uzrokuju bezbolnu nekrozu. Ta su
punila toksi¢na i resorbiraju se iz korijenskog kanala. Njihova se uporaba u
suvremenoj endodontskoj terapiji ne preporuCuje. Neki pripravci sadrze

kortikosteroide. Predstavnici su N2, Endomethasone, SPAD (11).

1.1.2.8. Punila temeljena na mineral trioksid agregatu

Mineral trioksid agregat (MTA) bioaktivni je materijal razvijen 90-ih godina
20. stoljeca. U pocetku se koristio kao materijal za zatvaranje perforacija zuba i

retrogradno punjenje kaviteta (20).

MTA se na trziStu nalazi kao dvokomponentni sustav koji ¢ine prasak i
tekucina ili dvije paste. Osnovni sastav MTA-a ¢ine dikalcij silikat, trikalcij silikat,
bizmutov oksid, trikalcij aluminat i tetrakalcij aluminoferit (21). Hidrofilan je
materijal i zahtijeva vlagu pri stvrdnjavanju. Kada se MTA nalazi u dodiru s dentinom,
uz prisustvo fosfata, dovodi do stvaranja kristala hidroksiapatita (21). Tijekom njegova
sazrijevanja, dolazi do precipitacije minerala i nastanka kemijske veze izmedu dentina
I MTA-a (22). Pasta na bazi MTA-a moze se rabiti za punjenje korijenskih kanala.
Biokompatibilna je (23), potice diferencijaciju i migraciju odontoblasta (22) te
remineralizaciju (23). Vezivanje MTA-a s dentinom omogucuje stvaranje bioloske

veze i time dobro brtvljenje. Visoki pH zasluzan je za blagu antimikrobnu aktivnost
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(24). Velika se prednost MTA-a o¢ituje u brzem cijeljenju periradikularnog podrucja
uz ponovno stvaranje kosti i cementa, regeneraciji parodontnog ligamenta te nestanku

upale (25).

1.1.2.9. Punila temeljena na biokeramici

Biokeramicki materijali keramicki su materijali posebno dizajnirani za
koristenje u medicini i dentalnoj medicini. Ti su materijali temeljeni na aluminiju i
cirkoniju, bioaktivnom staklu, staklokeramici, premazima i kompozitima,
hidroksiapatitu i kalcij fosfatu (26, 27). Biokeramicki su materijali biokompatibilni,
netoksi¢ni, ne skupljaju se te su kemijski stabilni u bioloskom okruzenju (28). U
slucaju prepunjenja korijenskog kanala i1 kontakta biokeramickog materijala s tkivom,
upalni se odgovor nece javiti (28). Daljnja prednost ovih materijala njihova je
sposobnost formiranja kristala hidroksiapatita za vrijeme stvrdnjavanja, Sto u
konacnici rezultira stvaranjem veze izmedu dentina i materijala za punjenje (28).
Visoki pH (12.8), koji omogucuje antibakterijski u¢inak, hidrofilnost i jednostavnost
za koriStenje te odli¢na sposobnost brtvljenja ¢ine ih poZeljnim materijalima za
punjenje korijenskih kanala (28). Ti se materijali primjenjuju u implantologiji,
parodontoloskoj terapiji, augmentaciji kosti, maksilofacijalnoj kirurgiji, prekrivanju

pulpe i apeksifikaciji (29).
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1.1.2.10. Punila temeljena na silikonima

Punila temeljena na silikonima pokazala su biokompatibilnost (30). Njihova
ekspanzija nakon stvrdnjavanja pridonosi boljem brtvljenju korijenskih kanala.

Primjeri silikonskih punila su RoekoSeal i GuttaFlow.

1.1.3. Polutvrda punila

1.1.3.1. Gutaperka

Gutaperka je crvenkasti termoplasticni materijal dobiven koagulacijom
mlije¢nog soka drveta Isonandra guttae (11). Najéesce je rabljeni materijal za punjenje
korijenskog kanala. Kemijski Cista gutaperka postoji u dva jasno razli¢ita kristalna
oblika — a i B gutaperka — koja mogu prelaziti jedan u drugi (31). Kol¢i¢i gutaperke
koji se nalaze na trzistu 3 su faze gutaperke, dok se grijanjem na temperaturi 42 — 49
°C prevode u a fazu u kojoj se koriste u suvremenim termoplastiénim tehnikama
punjenja. Gutaperka postoji i u amorfnom stanju u koje se moze dovesti stalnim
grijanjem gutaperke na 53 — 59 °C (11). Na trzistu gutaperku ne nalazimo u ¢istom
obliku, nego uz dodatak cink oksida (1 dio gutaperke na 4-7 dijelova cink oksida),
metalnog sulfata (radioopaker) te voska ili smole (plastifikator). lako je ¢ista gutaperka
bioloski inertan materijal, zbog dodatka cink oksida u kontaktu s periapikalnim tkivom
moze izazvati iritaciju. Gutaperka se otapa u kloroformu, eteru, ksilolu i eteri¢nim

uljima (eukaliptusovo ulje). Na trziStu se moze naci i uz dodatak jodoforma ili kalcij
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hidroksida. Nedostaci su joj manjak adhezivnosti na zidove kanala te manjak ¢vrstoce

(11).

1.1.3.2. Resilon

Resilon Stapici sinteticki su polimerni materijali koji sadrze bioaktivno staklo,
bizmutov oksiklorid i barijev sulfat (32). Ti su Stapi¢i razvijeni kao zamjena za
gutaperku te se koriste uz punilo temeljeno na kompozitnoj smoli. Kompozitno punilo
s korijenskim dentinom i Resilon Stapi¢ima stvara kemijsku vezu, Sto omogucuje

formiranje ,,monobloka‘“ (33).

1.1.3.3.  EndoRez stapici

EndoRez $tapici su $tapici gutaperke prekriveni tankim slojem polibutadien-
di-isocijano-metakrilata (34). Premaz na povrsini $tapica gutaperke ima hidrofobni dio
koji mu omogucuje kemijsku vezu s gutaperkom te povrsinski sloj koji omogucuje

kemijsku vezu s kompozitnim cementima za punjenje korijenskih kanala (34).

10
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1.1.4. Tvrda punila

Tvrda punila danas se rijetko rabe za punjenje korijenskih kanala. Njihov je
nedostatak krutost koja onemogucuje pracenje oblika korijenskog kanala $to rezultira
losim brtvljenjem (11). U proslosti su se rabili srebrni kol¢i¢i koji bi korodirali u
kontaktu s vlaznim tkivom periapeksa, stoga se vise ne koriste. Danas se eventualno

rabe titanski i zlatni kol¢ic¢i (11).

1.1.5. Materijali za retrogradno punjenje

Materijali za retrogradno punjenje moraju biti prilagodeni uvjetima rada u
vlaznom mediju (11). Ti se materijali koriste u slu¢aju nemogucnosti ortogradnog
endodontskog punjenja ili neuspjeha endodontskog lije¢enja kada se, nakon provedene
apikotomije, izradi retrogradni kavitet. Od materijala za retrogradno punjenje rabe se
dentalni amalgami bez cinka, staklenoionomerni cementi, materijali na bazi cink
oksida kao sto su IRM, Super EBA i Cavit (11), kompomeri, MTA, biokeramika, kalcij
silikatni cementi te fosfatni keramicki materijali. Iako postoje mnogobrojni materijali
za retrogradno punjenje korijenskih kanala, nijedan ne osigurava njihovo idealno
punjenje. Amalgam je nekad bio najcesée rabljeni materijal, no istrazivanja su
pokazala vece rubno propustanje u odnosu na druge materijale (35), zbog

nemogucénosti njegovog vezivanja za dentin (36).

11
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1.2. ANTIBAKTERIJSKI UCINAK

Kako su bakterije i njihovi produkti najces¢i etioloski uzroc¢nici pulpnih i
periapikalnih bolesti, glavni cilj endodontske terapije je ukloniti mikroroganizme iz
korijenskih kanala kao i prevenirati reinfekciju (37). Medutim, mehanic¢ka obrada,
ispiranje, koriStenje antimikrobnih ulozaka izmedu posjeta te punjenje ne rezultiraju
potpunom dezinfekcijom prostora korijenskih kanala (38), a bakterije su i dalje
prisutne u dentinskim tubulima (39). Stoga antimikrobna aktivnost materijala za
punjenje korijenskih kanala igra vaznu ulogu u smanjenju ili spre¢avanju rasta
preostalin mikroorganizama te na taj nacin povecava uspjeh endodontskog lijecenja.
Izlazu¢i mikroorganizme odredenim koncentracijama antibakterijskog sredstva, moze
se ispitati njihova osjetljivost na isto. Za ispitivanje antibakterijskog djelovanja
materijala za punjenje korijenskih kanala, obi¢no se rabe test difuzije u agaru (ADT,

engl. Agar diffusion test) i test izravnog dodira (DCT, engl. Direct contact test).

1.2.1. Test difuzije u agaru (ADT)

Test difuzije u agaru ve¢ se dugo Kkoristi kao standardni test za ispitivanje
antibakterijske aktivnosti dentalnih materijala (40). Rijec je o testu gdje se suspenzija
odabranih bakterija postavlja na povrSinu plo¢e krvnih agara. Potom se izreZzu mali
zdenci s ploce agara koji se zatim popune punilom koje smo izabrali. Zona inhibicije

mjeri se kao pokazatelj antibakterijskog u¢inka punila (41).

12
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ADT omogucuje direktnu usporedbu materijala za punjenje korijenskih kanala
protiv testiranih mikroorganizama, ukazuju¢i koje punilo ima potencijal ukloniti
bakterije. Relativno je neosjetljiva i semikvantitativna tehnika te ne razlikuje
bakteriostatski ucinak od baktericidnoga. ADT zahtijeva kontrolu i standardizaciju
brojnih ¢imbenika kako bi se dobili ispravni rezultati. Brzina difuzije antimikrobnog
sredstva ovisi o viSe varijabli: naboju i koncentraciji antimikrobnog sredstva u mediju,
viskoznosti agara, temperaturi i ionskoj koncentraciji testiranog materijala (40, 42,
43). Kao vazan ¢imbenik istice se vrijeme koje mora biti dovoljno da antimikrobno
sredstvo difundira u agaru, prije nego mikroorganizmi dosegnu odredenu gustocu.
Kako bi se dobili pouzdani i ponovljivi rezultati, potrebno je kontrolirati gustocu
inokuluma (43). Vazan je i odabir vrste medija, jer u slu¢aju odabira medija koji
promice sporiji rast mikroorganizama moze do¢i do pogreSnog tumacenja
antibakterijskog u¢inka sredstva. Debljina agara treba biti dovoljna da omogu¢i glatku
difuziju antimikrobnog sredstva, jer ¢e preveliki ili premali volumen rezultirati lazno
negativnim ili lazno pozitivnim rezultatima (43). Optimalna debljina agara je 4 mm
(43, 44, 45), a optimalna temperatura je 37 °C. Odgadanje podizanja temperature
usporit ¢e rast mikroorganizama i stvoriti ve¢u zonu inhibicije. Rezultati testa pod
visokim su utjecajem topivosti i difuzije ispitnog sredstva kroz agar, stoga test nije

prikladan za materijale netopive u vodi (41).
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1.2.2. Test izravnog dodira (DCT)

Test izravnog dodira kvantitativni je test baziran na mjerenju brzine
bakterijskog rasta za vrijeme bliskog i direktnog kontakta s materijalima koji se
testiraju (46). Temelji se na mjerenju zamucenosti materijala za rast pomocu titarske
ploce. Mikroploc¢a se drzi vertikalno i testirani materijal mora biti stavljen bez

dodirivanja dna zdenca, inace postoji moguénost dobivanja lazno pozitivnih rezultata.

DCT je neovisan o difuznim svojstvima testiranih materijala i medija te se ovim
testom mogu ispitati i materijali koji nisu topivi u vodi. Omogucuje istodobno I
standardizirano mjerenje velikog broja uzoraka i njihove kontrole na istoj titarskoj
plo¢i te ima sposobnost pratiti rast mikroorganizama, u prisutnosti i odsutnosti
testiranog materijala (47). Spomenuti test razlikuje bakteriostatsko od baktericidnog

djelovanja.
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1.2.3. Test prodora bakterija u dentinske tubuluse

Godine 1987. Haapasalo i Ostavik predlozili su novu tehniku za testiranje
infekcije i dezinfekcije dentinskih tubula (48). Za ovu se metodu mogu rabiti svjeze
izvadeni govedi sjekuti¢i. Nakon dezinfekcije 0,5%-tnim natrij hipokloritom (NaOCl),
odsjeku se apikalni dio i dvije tre¢ine krune pa se kanal proSiri do 2 mm u promjeru.
Potom se ukloni cement Kkorijena, nakon ¢ega ostaje cilindri¢ni uzorak koji se zatim
reze na dijelove od 4 mm. Blokovi dentina ¢uvaju se u sterilnoj vodi tijekom svih
postupaka kako bi se izbjegla dehidracija. Zaostatni sloj uklanja se 17%-tnom EDTA-
om, ultrazvu¢nom kupkom i 5,25%-tnim NaOCIl-om kako bi se omogucéilo otvaranje
dentinskih tubula. Svi se dijelovi steriliziraju autoklaviranjem uzoraka u vodi 15 min
na 121 °C. Zatim se dijelovi sele u bujon ekstrakta kvasca glukoze u kojem su
inkubirani 24 sata kako bi se testirala njihova sterilnost. Odreden broj presjeka izlozi
se bakterijama koje naseljavaju tubule tijekom 3 tjedna. Nakon postavljanja laka na
vanjsku povrsinu, u kanale se postave testni materijali i ostave na odredeno vremensko
razdoblje. Po zavrSetku istrazivanja, testirani se materijal ukloni sterilnim svrdlom.
Skupe se strugotine dentina i stavljaju se u mozdano src¢ani bujon, u sterilne epruvete
i inkubiraju tijekom odredenog vremena. Opticka gustoa bujona mjeri se
spektrofotometrom za procjenu prisustva mikroorganizama i antibakterijskog ucinka

materijala. Umjesto govedih, mogu se rabiti i humani zubi (8, 48, 49).
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2. SVRHA RADA
Svrha ovog rada bila je ispitati antibakterijski u¢inak MTA, Endosequence, AH

plus i Endo N2 materijala za punjenje korijenskih kanala.
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3. MATERIJALI | POSTUPCI

Ispitan je antimikrobni ucinak cetiri punila za punjenje korijenskih kanala

(slike 1-4), ¢iji je sastav prikazan u tablici 1, uporabom dva in vitro testa: testom

difuzije u agaru (ADT) i testom izravnog dodira (DCT).

Tablica 1. Sastav ispitivanih materijala za punjenje korijenskih kanala.

Materijal

Sastav materijala

Brazil)

MTA (Angelus, Londrina,

trikalcij silikat, trikalcij aluminat, dikalcij silikat, kalcij

sulfat dihidrat, bizmutov oksid

ENDOSEQUENCE
(Braseller USA, Savannah

GA, SAD)

cirkonijev oksid, kalcijev silikat, monobazi¢ni kalcijev

fostat, kalcijev hidroksid, punilo, plastifikatori

AH PLUS (Dentsply, York,

Pennsylvania, SAD)

-Pasta A - diepoksid, kalcijev tungstat, cirkonijev oksid,
silicijev dioksid, pigment

-Pasta B - l1l-adamantan amin N,N' - dibenzil-5-oksa-
nonandiamin-1,9,TCD - diamin, kalcij tungstat, cirkonij

oksid, silicijev dioksid, silikonsko ulje

ENDON2 (Hager&Wergen,

Duisburg, Njemacka)

Prah - cinkov oksid, olovni tetraoksid, paraformaldehid,
bizmutov subkarbonat, titanij dioksid, bismutov subnitrat,
fenil-mercuri-borat

Tekucéina - eugenol, ulje
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Slika 1. MTA

Slika 2. AH Plus

Slika 3. Endosequence

Slika 4. Endo N2
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3.1. TEST DIFUZIJE U AGARU (ADT)

Testom difuzije u agaru odredena je antimikrobna aktivnost ispitivanih

materijala za punjenje na bakterije Streptococcus mitis i Streptococcus oralis.

Broj mikroorganizama bio je podeSen na koncentraciju od priblizno 1x107
jedinica (McFarlandov Standard-bioMerieux, Marcy-I'Etolie, Francuska), sto je
potvrdeno bojanjem jedinica koje tvore kolonije (engl. Colony forming units - CFU)

na krvnom agaru nakon 24-satne inkubacije na 37 °C.

Suspenzija svake bakterijske vrste, u koncentraciji priblizno oko 1x10’
CFU/ml, bila je nanesena na povrs§inu krvnog agara, razmazana sterilnim staklenim
Stapi¢em i puStena da se upije u podlogu tijekom 20 minuta. Svjeze zamijeSani
materijali, prema uputama proizvodaca, bili su naneseni u koli¢ini od 0,01 g i promjera
6 mm u smjeru kazaljke na satu, na udaljenosti od oko 5 cm. Podloge su bile inkubirane
na 37 °C tijekom 24 sata. Bio je mjeren promjer zone inhibicije rasta oko svakog

materijala te su zabiljeZene vrijednosti izrazene u milimetrima.

Test je izraden u duplikatu i ponovljen je tri puta.
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3.2. TEST IZRAVNOG DODIRA (DCT)

DCT je kvantitativna metoda kojom je odredena antimikrobna aktivnost

ispitivanih endodontskih materijala na Streptococcus mitis i Streptoococcus oralis.

Suspenzije mikroorganizama pripremljene su u mozdano-sr¢anom bujonu
(BHI - brain heart infusion; Difco Laboratories, Detroit, MI, SAD) i inkubirane u
rotoru na 37 °C tijekom 24 sata. Nakon inkubacije, suspenzija je centrifugirana (3000
okr/min), supernatant odliven, a talog resuspendiran svjezim 0,15 mol/l ‘phosphate-
buffered saline” medijem (PBS; pH=6,9) te je u svim testovima rabljena koncentracija

od oko 107 CFU/ml.

Svjeze zamijesani materijali postavljeni su u zdence mikrotitracijske plo€ice s
96 zdenaca ravnog dna. Neposredno nakon toga, na materijal je dodano 10 pl mikrobne
suspenzije 1 ostavljeno 1 sat na 37°C u vlaznoj atmosferi. Hlapljenjem tekuceg medija
osigurao se bliski dodir izmedu materijala i mikroorganizama. U svaki je zdenac
potom dodano 250 ul BHI bujona te su uzorci inkubirani tijekom 1, 6, 20 i 24 sata. Pri
zavrSetku svakog vremenskog razdoblja napravljena su deseterostruka razrjedenja,
nasadena su na Kkrvni agar te je sljede¢i dan odreden broj bakterijskih kolonija
(CFU/mI). Prazni zdenci sluzili su kao pozitivna, a zdenci s materijalom (bez

bakterijske suspenzije) kao negativna kontrola.

Test je raden u duplikatu i ponovljen je tri puta.
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4. REZULTATI

4.1. REZULTATI TESTA DIFUZIJE U AGARU (ADT)

U tablici 2 prikazane su Sirine zone inhibicije rasta ispitivanih
mikroorganizama oko ispitivanih materijala. Najvec¢i antibakterijski utjecaj na
Streptococcus mitis imao je Endo N2, uz Sirinu zone inhibicije rasta od 15 mm, a na
Streptococcus oralis Endosequence, uz $irinu zone inhibicije rasta od 14 mm (tablica

2).

Tablica 2. Sirine zone inhibicije rasta mikroorganizama oko ispitivanih materijala

izraZzena u milimetrima.

MIKROORGANIZMI

MATERIJALI
Streptococcus mitis Streptococcus oralis
MTA 11 10
Endosequence 13 14
AH Plus 10 9
Endo N2 15 12
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4.2. REZULTATI TESTA IZRAVNOG DODIRA (DCT)

U sljedec¢im je tablicama (tablice 3-10) prikazan utjecaj pojedinog materijala
na broj bakterija tijekom cetiri razli¢ita inkubacijska razdoblja. Najveci su
antibakterijski utjecaj na Streptococcus mitis imali MTA i AH Plus, jer je nakon
inkubacijskog razdoblja od 24h broj bakterija pod utjecajem MTA-a bio 1.512 x 10 @
(tablica 3), a pod utjecajem AH Plusa 1.45x10® (tablica 5). Najveci antibakterijski
utjecaj na Streptococcus oralis imali su Endosequence i MTA. Nakon inkubacijskog
razdoblja od 24h, broj bakterija Streptococcus oralis pod utjecajem materijala
Endosequence bio je 1.23 x 10 ® (tablica 8), a pod utjecajem MTA-a 1.89 x 10®

(tablica 7).

Tablica 3. Utjecaj materijala MTA na broj bakterija Streptococcus mitis tijekom

razli¢itih vremenskih razdoblja.

Vrijeme Broj bakterija Streptococcus mitis
1H 1.285x 10 @

6H 8.519x10 ®

20H 1 x10®

24H 1.512x 10 @
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Tablica 4. Utjecaj materijala Endosequence na broj bakterija Streptococcus mitis

tijekom razlic¢itih vremenskih razdoblja.

Vrijeme Broj bakterija Streptococcus mitis
1H 3.25x10 @

6H 24x10 @

20H 1.54x10©®

24H 2.7x 10

Tablica 5. Utjecaj materijala AH Plus na broj bakterija Streptococcus mitis tijekom

razli¢itih vremenskih razdoblja.

Vrijeme Broj bakterija Streptococcus mitis
1H 1.45x10 @

6H 1.4x10 @

20H 1.65x10 @

24H 1.45x10 ®
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Tablica 6. Utjecaj materijala Endo N2 na broj bakterija Streptococcus mitis tijekom

razli¢itih vremenskih razdoblja.

Vrijeme Broj bakterija Streptococcus mitis
1H 2.016 x 10@

6H 5.825x 10

20H 5.983 x 10®

24H 1.2x10®

Tablica 7. Utjecaj materijala MTA na broj bakterija Streptococcus oralis tijekom

razli¢itih vremenskih razdoblja.

Vrijeme Broj bakterija Streptococcus oralis
1H 7.573x10 @

6H 24x10©

20H 1x10 @

24H 1.89 x 10@
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Tablica 8. Utjecaj materijala Endosequence na broj bakterija Streptococcus oralis

tijekom razli¢itih vremenskih razdoblja.

Vrijeme Broj bakterija Streptococcus oralis
1H 3.5x10@

6H 41x10 @

20H 1.4x10®

24H 1.23x10®

Tablica 9. Utjecaj materijala AH Plus na broj bakterija Streptococcus oralis tijekom

razli¢itih vremenskih razdoblja.

Vrijeme Broj bakterija Streptococcus oralis
1H 1.6x10 @

6H 1.7x10®

20H 1.883 x 10

24H 1.7x10
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Tablica 10. Utjecaj materijala Endo N2 na broj bakterija Streptococcus oralis tijekom

razli¢itih vremenskih razdoblja.

Vrijeme Broj bakterija Streptococcus oralis
1H 2.55x10 @

6H 24x10 @

20H 2.54x10®

24H 24H 1.7x 10
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5. RASPRAVA

U ovom su istrazivanju koristeni test difuzije kroz agar i test izravnog dodira
za ispitivanje antimikrobnog ucinka MTA, Endosequence, AH Plus te Endo N2
materijala. Test difuzije kroz agar (ADT) jedna je od najcesce koristenih metoda za
ispitivanje antimikrobne aktivnosti materijala za punjenje korijenskih kanala (50).
Velika je prednost ove metode $to omogucuje direktnu usporedbu antimikrobnog
djelovanja materijala za punjenje korijenskih kanala na testirane mikroorganizme.
Medutim, ovaj postupak ne ovisi samo o uéinku materijala na testirani
mikroorganizam, nego takoder moze biti pod utjecajem difuzije i afiniteta prema
materijalu u mediju za kulturu mikroorganizama, pa ¢e materijal koji lak$e difundira
proizvesti vecu zonu inhibicije bakterijskog rasta. Zbog spomenutog razloga ovaj test
nije prikladan za materijale netopive u vodi (41). Kvantitativni test izravnog dodira
(DCT), baziran na mjerenju brzine bakterijskog rasta za vrijeme bliskog i direktnog
kontakta s materijalima koji se testiraju (46), prakticki je neovisan o difuznim
svojstvima testiranih materijala te omogucuje testiranje materijala koji nisu topivi u
vodi. Oba su testa provedena na dvije razliCite bakterije: Streptococcus oralis i
Streptococcus mitis. Spomenute bakterije pripadaju grupi viridans streptokoka (VGS).
lako je Streptococcus mitis dio normalne flore usne Supljine i smatra se da ima nisku
virulenciju 1 patogenost, moZe uzokovati zivotno ugrozavajuce infekcije, posebno
endokarditis (51-53). Mogu¢i je uzro¢nik sepse i septickog Soka, posebno kod
neutropenicnih pacijenata (52, 53). Streptococcus oralis sudjeluje u stvaranju zubnog
biofilma koji je primarni etioloski ¢imbenik karijesa i parodontnih bolesti (54) te ima

sposobnost prilagoditi se kiselim sredinama (55-57). Pretpostavlja se da razliciti
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proteini vezani za njihovu povrSinu imaju vaznu ulogu u prilagodbi na Kiselu okolinu
(57), a takvi fizioloski mehanizmi mogu biti znaCajni za opstanak vrste. Uz
potencijalni utjecaj na razvoj Karijesnih lezija, Streptococcus oralis veze se i uz
ekstraoralne bolesti, kao endokarditis i septikemiju (57,58). Obje spomenute bakterije
otpornije su na antibiotike od ostalih VGS (51, 59) te su upravo iz tog razloga pogodne
za ispitivanje antimikrobnog ucinka materijala za punjenje korijenskih kanala.
Organizmi koji rastu u kiselim sredinama, kao streptokoki i laktobacili, pokazuju i
sposobnost prilagodbe alkalnim promjenama. Ta se sposobnost zasniva na mehanizmu
odrzavanja homeostaze izmedu vanjskog i unutarstani¢nog pH (60). Kako bi se
postigla ta ravnoteza, prilagodba ukljucuje sintezu ekstracelularnih proteina i
koristenje odredenih intrizi¢nih mehanizama, kao $to je proton pumpa (61) koja
dopusta transport kationa 1 protona u tijelo stanice kako bi se pH citoplazme zadrzao
neutralnim (62-64). Strukturne komponente robusne bakterijske stijenke $tite bakterije
od Stetnih ¢imbenika okoliSa. Vec¢ina ovih mikroorganizama pokazuje brzo svojstvo

prilagodbe kada su izloZeni ekstremnim uvjetima.

Primjenom ADT-a, nakon 24-satne inkubacije materijala za punjenje
korijenskog kanala, pokazalo se da Endo N2 stvara najSiru zonu inhibicije rasta
bakterije Streptococcus mitis, dok je u slucaju Streptococcusa oralis naj$iru zonu
inhibicije rasta stvorio Endosequence. Najslabiji u¢inak ADT-om na obje spomenute
bakterije pokazao je AH Plus. Ovi su rezultati u skladu s drugim istrazivanjima u
kojima je Endo N2 pokazao odli¢an antibakterijski ucinak, ¢ak i bolji u usporedbi s
AH Plus (65), dok je i Endosequence takoder pokazao dobar antibakterijski uc¢inak

(66, 67). Endo N2 jaki antibakterijski ucinak duguje prisutnosti paraformaldehida.
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Formaldehid inaktivira mikroorganizme alkiliranjem amino i sulfhidrilnih grupa
proteina te atoma dusika prstena iz purinskih baza (68). On djeluje kao dezinficijens
jer ubija veéinu bakterija i gljivica (ukljucujuéi i spore). Kako je formaldehid plin,
njegovo djelovanje nije posljedica samo direktnog kontakta, nego djeluje i na
odredenoj udaljenosti od tocke nanoSenja. Stoga Endo N2 posjeduje antimikrobni
,,u¢inak pare“ (69). Endosequence ima snazan antibakterijski u¢inak zbog visokog pH
(12,9). Taj ucinak nastaje kao posljedica razaranja membrane bakterijske stijenke i
strukturnih proteina (70). Hidroksilni ioni induciraju lipidnu peroksidaciju, $to
rezultira destrukcijom fosfolipida, ondosno strukturne komponente stani¢ne
membrane bakterije (71, 72). Alkalizacija takoder potice razgradnju ionske veze koja
odrzava tercijarnu strukturu proteina, Sto rezultira gubitkom bioloSke aktivnosti
bakterijskih enzima i prekidom stani¢nog metabolizma te moguéim oSteCenjem
strukturnih proteina. Reagiraju¢i s DNK-om, hidroksilni je ioni o$te¢uju i inhibiraju
njezinu replikaciju te remete stani¢nu aktivnost (73). Ispitivanje osjetljivosti razli¢itih
mikroorganizama, razli¢ito inkubacijsko vrijeme, kao 1 primjena razli¢itth metoda,
neki su od ¢imbenika koji utje€u na razlike u rezultatima razli€itih istraZivanja.
Istrazivanje fakultativnih i striktnih anaeroba, pokazalo je da MTA ima antibakterijski
uc¢inak na neke fakultativne anaerobe, a nema uéinka na striktne anaerobe (74). Drugo
je istrazivanje pokazalo antimikrobnu aktivnost MTA na Micrococcus luteus,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans
I Enterococcus faecalis (24). Razliciti rezultati mogu se pripisati razli¢itim vrstama
mikroorganizama, razli¢itim materijalima, kao i koncentraciji i vrsti MTA materijala

koriStenih u istrazivanjima (75).
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Za DCT rast mikroorganizama odreden je za inkubacijska razdoblja od 1, 6,
20 i 24 sata. DCT-om za Streptococcus mitis AH Plus i MTA pokazali su se nesto
djelotvornijim u odnosu na Endosequence i Endo N2, ali je broj bakterija i dalje bio
znacajan. Dobar antimikrobni u¢inak na Streptococcus oralis pokazao je MTA koji je,
iako ne u potpunosti, znatno smanjio broj mikroorganizama. Iza MTA materijala po
uspjesnosti u eradikaciji Streptococcusa oralisa DCT-om slijedi Endosequence, ¢iji se
u¢inak vise istaknuo tek nakon 20 sati. U jednom je istrazivanju Endosequence
pokazao znatno slabiju antibakterijsku aktivnost nego AH Plus nakon 1 sata, dok su u
drugim vremenskim intervalima oba materijala pokazala sli¢an antibakterijski u¢inak
(67). AH plus i Endo N2 pokazali su DCT-om nesto slabiji antibakterijski u¢inak.
Antibaterijska i antifugalna svojstva MTA-a izrazito su cijenjena, a prisutna su zbog
oslobadanja hidroksilnih iona, ¢ime se stvara antibakterijsko okruzenje zbog visokog
pH (76). Sli¢an mehanizam antibakterijskog djelovanja zbog visokog pH ima i

Endosequence materijal.
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6. ZAKLJUCAK

Unato¢ mehanickoj 1 kemijskoj obradi korijenskih kanala, istrazivanja su
pokazala velik broj bakterija koje zaostanu u dentinskim tubulima. Stoga je za punjenje
korijenskih kanala potreban materijal koji ima antimikrobna svojstva kako bi se
uklonile bakterije i sprije¢io njithov rast. Svi ispitivani materijali (MTA,
Endosequence, AH Plus i Endo N2) pokazali su zadovoljavaju¢i antimikrobni u¢inak
testom difuzije u agaru, dok su najvecu zonu inhibicije rasta ispitivanih bakterija
pokazali Endosequence i Endo N2. Kod testa izravnog dodira za Streptococcus mitis,
AH Plus i MTA pokazali su se djelotvornijim u usporedbi s Endosequence i Endo N2
materijalima, dok je najbolji antimikrobni u¢inak za Streptococcus oralis postignut s

MTA-om.
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7. SAZETAK

Svrha istrazivanja bila je ispitati antibakterijski u¢inak MTA, Endosequence,
AH Plus i Endo N2 materijala za punjenje korijenskih kanala na bakterije
Streptococcus mitis i Streptococcus oralis. Pri tome su koriStena dva testa: test difuzije
uagaru (ADT) i test izravnog dodira (DCT). Kod ADT-a suspenzija svake bakterijske
vrste nanesena je na povrSinu krvnog agara, gdje su potom dodani materijali za
punjenje korijenskih kanala. Nakon inkubacije od 24 sata, izmjeren je promjer zone
inhibicije rasta oko svakog materijala. Kod DTC-a u zdence su postavljeni materijali
na koje su dodane mikrobne suspenzije. Nakon 1 sata, u svaki je zdenac dodano BHI
bujona te su uzorci inkubirani tijekom 1, 6, 20 i 24 sata. Pri zavrSetku svakog
vremenskog razdoblja napravljena su razrjedenja koja su nasadena na krvni agar te je
sljede¢i dan odreden broj bakterijskih kolonija (CFU/ml). Najveci antibakterijski
utjecaj na Streptococcus mitis, prema ADT-u, imao je Endo N2, uz Sirinu zone
inhibicije rasta od 15 mm. Na Streptococcus oralis najveci je antibakterijski utjecaj
imao Endosequence, uz Sirinu zone inhibicije rasta od 14 mm. DCT-om najvecéi je
antibakterijski utjecaj na Streptococcus mitis pokazao AH Plus, gdje je nakon
inkubacijskog razdoblja od 24 sata broj bakterija bio 1.45x10®. Najveci
antibakterijski utjecaj na Streptococcus oralis imao je MTA, gdje je broj spomenutih
bakterija nakon inkubacijskog razdoblja od 24 sata bio 1.89 x 10®. Najvecu zonu
inhibicije rasta ispitivanih bakterija pokazali su Endosequence i Endo N2. Kod DCT-
a za Streptococcus mitis, AH Plus i MTA pokazali su se djelotvornijim u usporedbi s
Endosequence 1 Endo N2 materijalima, dok je najbolji antimikrobni ucinak za

Streptococcus oralis postignut s MTA-om.
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8. SUMMARY

ANTIBACTERIAL EFFECT OF ROOT CANAL FILLING MATERIALS

The aim of this study was to examine the antibacterial effect of MTA,
Endosequence, AH Plus and Endo N2 root canal filling materials, on bacteria
Streptococcus mitis and Streptococcus oralis. Therefore, two tests were used, the agar
diffusion test (ADT) and the direct contact test (DCT). For ADT, a suspension of each
bacteria was applied onto the surface of the blood agar plate. Then, the root canal
filling materials were added. After 24h of incubation, the diameter of growth inhibition
zone around each of the materials was measured. For DCT, materials were placed into
the wells, onto which afterwards, microbial suspensions were added. After one hour,
BHI broth was added into each of the wells. Subsequently, the samples were incubated
for 1, 6, 20 and 24 hours. Then, dilutions, plated on blood agar, were made after each
time period. The number of bacterial colonies (CFU/mI) was determined the next day.
According to ADT, Endo N2 had the biggest antibacterial effect on Streptococcus
mitis, with a zone width of 15 mm, while Endosequence had the best effect on
Streptococcus oralis, with a zone width of 14 mm. For DCT, AH Plus had a major
antibacterial effect on Streptococcus mitis, where, after 24h of incubation, the number
of bacteria was 1.45x10®. As for Streptococcus oralis, the greatest antibacterial effect
was caused by MTA, after the same time period, having a number of bacteria of 1.89
x 10®@. Endosequence and Endo N2 displayed the biggest growth inhibition zone of

the bacteria examined. For DCT, AH Plus and MTA were more efficient on
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Streptococcus mitis compared to Endosequence and Endo N2, while MTA had the best

antibacterial effect on Streptococcus oralis.
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