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SAZETAK

Eksperimentalno ispitivanje u¢inkovitosti laserski aktiviranoga fotoakusti¢noga
strujanja u endodontskom lijeCenju

Svrha doktorskog rada bila je ispitati u¢inkovitost nove tehnike Er:YAG laserski aktiviranog
fotoakusti¢nog strujanja (SWEEPS - Shock Wave Enhanced Emission Photoacoustic
Streaming) u pojedinim fazama endodontskog lijeCenja, 1 usporediti ju s dosadaSnjim
programom Er:YAG laserski aktiviranog ispiranja (LAI), SSP (Super Short Pulse),
ultrazvucénim aktivacijskim ispiranjem (UAI) i konvencionalnim pasivnim ispiranjem iglom i
Spricom (KI). U prvom dijelu doktorskog rada, analizirana je u¢inkovitost SWEEPS tehnike u
uklanjanju ostataka punila iz zavijenih okruglih korijenskih kanala humanih izvadenih molara
nakon konvencionalnog postupka revizije, a u drugom istrazivanju, analizirana je u¢inkovitost
SWEEPS tehnike u reviziji ovalnih korijenskih kanala punjenih biokerami¢kim punilom.
Dodatno je ispitana uc¢inkovitost SWEEPS tehnike s ravnim 1 radijalnim laserskim nastavkom.
Ucinkovitost revizije analizirana je na mikro-CT snimkama napravljenim nakon punjenja
kanala, nakon kemo-mehanicke obrade kanala, i nakon zavr$nog protokola ispiranja navedenim
tehnikama (SWEEPS, SSP, UAI KI). Antimikrobna ucinkovitost SWEEPS tehnike ispitana je
na zrelom biofilmu Enterococcus faecalis (E. faecalis) uzgojenom na dentinskim ploc¢icama te
je usporedena sa SSP, UAI i KI tehnikama ispiranja. Rezultati su dobiveni metodom kulture, a
kvalitativno su prikazani konfokalnom laserskom mikroskopijom (engl. confocal laser
microscopy, CFLM) 1 preglednom elektronskom mikroskopijom (engl. scanning electron
microscopy, SEM). Dobiveni rezultati analizirani su statistiCkim Kolmogorov—Smirnovljevim,
Kruskal-Wallisovim, Wilcoxonovim, Mann Whitney U 1 dvostranim t-testom uz razinu
znacajnosti od 0.05. Rezultati istraZivanja pokazali su da su sve testirane tehnike ispiranja
jednako ucinkovite u uklanjanju materijala za punjenje tijekom revizije (p < 0,001). Tehnika
LAI/SSP bila je ucinkovitija od skupine SWEEPS/ravni nastavak (p = 0,032). Nije bilo
znacajne razlike izmedu ostalih skupina (p > 0,05). U ovalnim korijenskim kanalima, sve
tehnike bile su jednako uc¢inkovite u uklanjanju ostataka punila nakon kemo-mehanicke obrade
kanala (p > 0,05). SWEEPS tehnika pokazala je visoku ucinkovitost u eradikaciji E. faecalis
biofilma kao i UAI (p <0,001). KI je bilo najmanje u¢inkovito (p =0,553). SWEEPS tehnika
pokazala je visoku ucinkovitost uklanjanja ostataka punila nakon revizije zavijenih i ovalnih

kanala, posebice s radijalnim nastavkom, te u eradikaciji biofilma E. faecalis-a.

Kljuc¢ne rijeéi: SWEEPS, SSP, UAI, revizija endodontskog lijecenja, E. faecalis biofilm
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SUMMARY
Experimental Study of Laser Activated Photoacoustic Streaming in Root Canal

Treatment

Aim: The aim of the doctoral thesis was to examine, ex vivo, the effectiveness of a novel laser-
activated photoacoustic streaming technique, SWEEPS (Shock Wave Enhanced Emission
Photoacoustic Streaming), in root canal retreatment and against bacterial biofilm, and to
compare it with Er:YAG laser activated SSP modality (LAI/SSP), ultrasonically activated
irrigation (UAI) and conventional syringe needle irrigation (SNI) techniques. Additionally, the
effectiveness of the SWEEPS was evaluated by using two different laser tips: flat and radial.

Material and methods: In the first part of the doctoral thesis, the SWEEPS technique was
evaluated in the removal of root canal filling remnants from severely curved root canals after a
conventional root canal retreatment. The study sample consisted of 40 severely curved root
canals of extracted human upper molars. The canals were instrumented and filled with an epoxy
resin-based sealer and gutta-percha using a continuous wave vertical compaction and a warm
injection back-filling. Root canal retreatment was performed using ProTaper Universal
Retreatment files without solvent; instead, only sodium hypochlorite (NaOCl) was used.
Following the preparation, all samples were randomly divided into four groups (n = 10)
according to the irrigation technique: UAI, LAI/SSP, SWEEPS/flat-tip, and SWEEPS/radial-
tip, using 6 ml of 3 % NaOCl for an activation time of 90 seconds, divided into 3 cycles of 30
seconds. All tested samples were subjected to three micro-CT scans: after the root canal filling,
after the root canal retreatment, and after the final irrigation in order to calculate the volume of
the filling material in root canals. In the second part of the study, the retreatment efficacy of the
SWEEPS was evaluated in oval root canals filled with a bioceramic based sealer. Total of 42
extracted human mandibular molars with oval distal root canals were included in the study. The
samples were prepared up to size 40/0.06 and filled with a bioceramic sealer in combination
with a single cone obturation technique. The canals were retreated using Reciproc Blue RB40
files and 3 % sodium hypochlorite solution, without solvent as well. The samples were then
randomly divided into three groups (n = 14): SWEEPS/radial tip, UAI, SNI; and final irrigation
protocols were performed. Micro-CT scans were performed at every stage of the root canal
retreatment as in the first part of the study. Evaluation of the antimicrobial effectiveness of
SWEEPS technique was conducted against mature Enterococcus faecalis (E.faecalis) biofilm

grown on dentine discs for 14 days, after which the samples were randomly assigned to the
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tested groups with control samples in each group: SWEEPS/radial tip, UAI, SNI. Each group
consisted of positive control samples, samples for serial dillution and a culture method, and
samples for a qualitative analysis using confocal laser microscopy (CFLM) and scanning
electron microscopy (SEM). Each sample was irrigated using 3 % NaOCI for 90 seconds
divided into 3 cycles of 30 seconds. Residual NaOCIl was inactivated by sodium thiosulfate and
gently irrigated with sterile saline. The samples were then serially dilluted and the colony
forming units’ (CFU) number was counted by using the culture method. The results of the
studies were analyzed using statistical tests: Kolmogorov—Smirnov test, Kruskal-Wallis test,
Wilcoxon test, Mann Whitney U and double sided t-test with the level of significance set at
0.05.

Results: All tested irrigation protocols successfully eliminated root canal filling remnants from
curved root canals after conventional root canal retreatment (p <0.001). LAI/SSP group showed
higher reduction rate than SWEEPS/flat-tip group (p=0.032). There were no significant
differences between other groups (p > 0.05). In oval root canals filled with bioceramic sealer,
SWEEPS showed showed similar retreatment efficacy as UAI and SSP (p < 0.05). Regarding
antimicrobial efficacy, the SWEEPS and UAI showed as equally effective in eliminating the
E.faecalis biofilm (p < 0.001), in contrast to SNI which did not present sufficient effectiveness
(p = 0.553).

Conclusion: The results of the doctoral thesis showed that the SWEEPS is highly effective
irrigation technique that successfully removed remnants of epoxy-resin and bioceramic sealers
from round curved and oval root canals. SWEEPS modality used with a radial laser tip showed
slightly better performance than a flat laser tip. LAI/SSP group showed slightly better
effectiveness in removing root canal filling material remnants from severely curved root canals

than the other tested techniques.

Key words: SWEEPS, SSP, UAI, endodontic retreatment, E.faecalis biofilm
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1. UVOD
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Endodontsko lijecenje podrazumijeva obradu slozene anatomije endodontskog prostora,
a standardna obrada korijenskih kanala uklju¢uje mehanicku instrumentaciju ruc¢nim ili
strojnim instrumentima te kemijsku obradu sredstvima za ispiranje (1), a potom i adekvatnu
obturaciju, koronarno i apikalno brtvljenje. Glavni cilj endodontskog lijecenja je ukloniti
mikroorganizme koji uzrokuju endodontsku infekciju (2). Mehanickom obradom se, osim
¢iS¢enja korijenskog kanala, osigurava njegovo Sirenje i oblikovanje kako bi kemijska obrada

bila Sto uspjesnija u otapanju pulpnog tkiva i antibakterijskom djelovanju (3,4).

Endodontsko lije¢enje neophodno je nakon ozljede pulpe i progrediraju¢eg upalnog
odgovora koje, kao i bilo koje drugo vezivno tkivo u organizmu, na ozljedu reagira upalom.
Iako postoje brojni uzroci ozljede pulpnog tkiva, karijes je najceséi. Kako se karijesna lezija
priblizava pulpi, tako se magnituda upalnog odgovora povecava do tocke kada postaje
ireverzibilna, a slijedi je nekroza, infekcija pulpnog tkiva te progresija u periapikalno tkivo.
(5). Proces je to koji pocinje od lokalne upalne reakcije u dijelu pulpnog tkiva, a potpuna
nekroza tog tkiva rezultat je postupne akumulacije pojedina¢nih lokalnih nekroza unutar pulpe
koje kroz period vremena progrediraju apikalno.

Ireverzibilni upalni odgovor pulpnog tkiva na ozljedu u bilo kojoj od faza rezultira

endodontskim lije¢enjem kao terapijom.

Glavni cilj endodontskog lijecenja je maksimalno moguce ukloniti mikroorganizme koji
uzrokuju endodontsku infekciju (2), tj. terapijom korijenskih kanala iskljuciti moguénost da je
endodontski prostor zuba izvor izloZenosti organizma patogenim mikroorganizmima, bilo

lokalno ili sistemski (6) te tako omoguditi organizmu proces cijeljenja upalnog procesa.
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1.1 Uloga infekcije u neuspjehu endodontskog lijeCenja

Svrha endodontskog lijeCenja su prevencija periapikalnog procesa ako ga prije
endodontskog lijeCenja nije bilo i stvaranje uvjeta za pocetak cijeljenja prisutnog apikalnog
parodontitisa. Uspjeh, odnosno, neuspjeh endodontskog lijeCenja zuba definira se kroz
radioloske 1 klinicke znakove i simptome. Prisutnost radiolucencije, sinus trakta, oticanja ili

bolova upucuje na pojavu perzistentne upalne bolesti ili ponovni razvoj apikalnog parodontitisa

(5).

Prema dosadasnjoj literaturi, uspjeh primarnog endodontskog lijeCenja krece se izmedu 80
195 % (7). Kakashi i sur. (8) dokazali su da isklju¢ivo kanali inficirani bakterijama mogu razviti
periradikularne lezije. Ukoliko je periradikularna lezija prisutna prije endodontskog lijecenja,
prognoza uspjeSnosti smanjuje se za 10 — 20 % . Eradikacija, ili barem najviSa moguca redukcija
broja bakterija iz endodontskog prostora zuba, klju¢na je za uspjeh endodontskog lijecenja.
Uspjeh revizije znacajno je nizi i, prema literaturi, krec¢e se izmedu 62 1 80 % (9, 10). Razlog je
dugotrajna intrakanalna infekcija karakterizirana visokom virulentno$Séu 1 otpornoséu

mikroorganizama na dezinficijense (7).

1.2 Vrste endodontskih infekcija

Prema anatomskom smyjestaju, endodontske infekcije mogu se svrstati u intraradikularne i
ekstraradikularne. Intraradikularne infekcije uzrokuju mikroorganizmi koji koloniziraju
korijenski kanal. Ovisno o vremenu naseljavanja endodontskog prostora, mogu se podijeliti u
primarne, sekundarne 1 perzistentne infekcije. Neuspjeh svakog pojedinog tipa karakteriziraju

mikrobioloske razlike. (11)

Kod perzistentnih endodontskih infekcija, otporne bakterijske vrste prezivljavaju
kemomehanic¢ku obradu kanala, a kasnije i relativno duga razdoblja izolacije kada su im jedini
izvori hrane ostaci tkiva i mrtve stanice. Sposobnost prezivljavanja u nepovoljnim uvjetima
veoma je vazna za bakterije jer tako kompenziraju razdoblja manjka hranjivih tvari. Medutim,
mikroorganizmi koji prezive ovakva razdoblja bez hrane, ne uzrokuju uvijek neuspjeh
endodontskog lijecenja, ve¢ samo ako su njihovi toksini, a posebno njihovi endotoksini,
patogeni te dosezu dovoljan broj bakterijskih stanica i pristup periradikularnim tkivima kako bi
izazvale ili produzile periradikularne lezije. Te su bakterije najéesce prisutne u planktonskom

obliku ili se nalaze unutar biofilma. (7)
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Treba napomenuti da, osim bakterijskim vrstama, endodontski prostor moze biti inficiran
gljivama, 1 to Candidom spp. Candida albicans pronadena je u gotovo 37 % posto slucajeva
zuba s periapikalnom lezijom (12, 13, 14, 15), dok Kumar i sur.(16) potvrduju da broj CFU
ovih gljiva ne pada ni nakon revizije endodontskog lijeenja.

Bakterija Enterococcus faecalis (E. faecalis) najceséa je u perzistentnim infekcijama u oko 45,8
do 79,5 % slucajeva (14,17). Medutim, ¢ak je i u istrazivanjima, u kojima ne zauzima najvisi
postotak, jos uvijek prisutna u 12 do 30 % slucajeva (18, 19, 20, 21).

Sunde i sur.(22) i Nobrega 1 sur. (23) pronasli su 7reponemu u visokom postotku sluc¢ajeva (17
— 30 %) perzistentnih infekcija. Visoko su otporne zbog proizvodnje proteolitickih enzima,
prodiru u tkiva zbog velike pokretljivosti, inhibiraju funkciju neutrofila i polimorfonuklearnih
leukocita te posjeduju lipopolisaharide (LPS) i oslobadaju endotoksine koji pogorsavaju upalni
odgovor i ostecenje tkiva (24).

Sekundarna intrakanalna infekcija je naseljavanje mikroorganizmima koji nisu bili
prisutni u inicijalnoj kolonizaciji u endodontski prostor zuba. MoZe nastati tijekom
endodontskog lije¢enja, izmedu dvije posjete ili nakon punjenja korijenskog kanala.
Sekundarne infekcije intrakanalnog sistema nastaju nakon primarnog endodontskog lijecenja,
a potjecu od ijatrogenog unoSenja mikroorganizama ili perkolacije, odnosno mikrocurenjem
koronarno ili apikalno. Prema Sedgleyju i sur. (25) , prisutnost E. faecalis u primarnim

infekcijama iznosi 67,5 %, a u sekundarnim 89,6 %.

Moguénost ijatrogene infekcije postaje prilicno vazna ukoliko se radi o primarnom
endodontskom lijeCenju neinficiranog endodontskog prostora bez prisutne periradikularne
lezije, primjerice kod vitalne ekstirpacije iz protetskih razloga ili sterilne nekroze. Zahran 1 sur.
(26) dokazali su prisutnost bakterijskih vrsta unutar korijenskih kanala koje su normalno

prisutne na kozi i zakljucili da postoji visoka incidencija ijatrogenih infekcija.

Otprilike u 6 % endodontskih infekcija, bakterijski se biofilm razvija i izvan
korijenskog kanala te govorimo o ekstraradikularnim infekcijama (27). Cesta bakterija kod
ekstraradikularnih infekcija je Propionibacterium acnes (21, 28) koja moze prezivjeti u
granulacijskom tkivu prisutnom izvan kanala i adherirati i koagregirati u ekstraradikularnim
podruc¢jima. Rocas i sur. (20) izolirali su ovu bakteriju u 52 % slu¢ajeva te, prema ucestalosti,
slijedi odmah nakon E. faecalis. Jos$ jedna bakterijska vrsta koju autori spominju kao ¢estog
uzro¢nika ekstraradikularne infekcije je Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis). Noguchi 1

sur. (29) izolirali su P. gingivalis u 28,7 % slucajeva, a naj¢esce je primije¢ena u podrucjima
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koja su u bliskom kontaktu s vanjskom povrSinom korijena te se smatra pionirskom
bakterijom u kolonizaciji ekstraradikularnog podrucja. Sunde 1 sur. (22) primijetili su
mehanizam prezivljavanja ove bakterije, a to je sinergijska interakcija za dijeljenje hranjivih
tvari, ¢cimbenika virulencije i zastitnih mehanizama protiv obrane domacina.
Ekstraradikularna infekcija moze biti ovisna ili neovisna o intraradikularnoj infekciji, Sto
znacajno utjece na ishod endodontskog lijecenja. Najcesc¢i oblik neovisne ekstraradikularne
infekcije je apikalna aktinomikoza, koja se moze ukloniti samo endodontskim kirur§kim

zahvatom (30).
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1.3. Razvoj endodontske infekcije

U objavljenoj literaturi navodi se vise od 500 bakterijskih vrsta izoliranih iz endodontskog
prostora tijekom infekcije. Medutim, najcesée je izolirano 20 do 30 vrsta koje se smatraju
sredi$njim mikrobiomom (31). Gram-pozitivne bakterije najotpornije su vrste bakterija na
kemomehanicku obradu korijenskog kanala i imaju izrazeniju sposobnost prilagodbe zate¢enim
uvjetima okoline. Najzastupljenije takve vrste u endodontskoj infekciji su Streptococci,
Lactobacilli, E. faecalis, Proprionibacterium, Micromonas micros (32, 33). Ukoliko su
prisutne u endodontskom prostoru u trenutku punjenja kanala, uspjeh cijeljenja periapikalne
lezije znacajno je manji 1 iznosi oko 68 % (34). Iako endodontsku infekciju uzrokuje
multibakterijski biofilm, razli¢ite mikrobioloske vrste prevladavaju u primarnoj i sekundarnoj

infekciji, odnosno nakon neuspjeha endodontskog lijecenja.

1.3.1 Kolonizacija i primarna infekcija

Najbrojniji mikroorganizmi u endodontskim infekcijama su bakterije, ali otkrivene su i

gljive, virusi 1 archaea (35). Mikroorganizmi iz korijenskog kanala mogu naseliti
periradikularna tkiva kroz apikalni otvor ili lateralne kanale i uzrokovati razvoj upalnih
promjena. Pulpne i1 periradikularne endodontske bolesti rezultat su patogenog djelovanja
mikroorganizama i odgovora imunoloskog sustava domacina.
Promjer dentinskih tubulusa uz caklinu i dentin iznosi otprilike 0,9 um, Sto odgovara promjeru
vecine vrsta oralnih bakterija (0,2 — 0,7 um) (36). Prodor bakterija kroz dentinske tubuluse
razlikuje se kod vitalnih i avitalnih zuba (37). Prodor bakterija u dentinske tubuluse brzi je u
nekrotiénoj pulpi zbog nepostojanja zaStitnog mehanizma pulpno-dentinskog kompleksa
(pomak dentinske tekucine prema van, sklerozacija dentina, stvaranje reparatornog dentina)
(38). Ako je pulpa izloZena usnoj Supljini tijekom vremena ¢e se neizbjezno inficirati uz razvoj
upale 1 nekroze. Nadalje, sadrzaj dubokih parodontnih dZepova koji doseZzu apikalni otvor moze
oStetiti glavne krve zZile pulpe 1 dovesti do razvoja nekroze (39).

Primarnu intrakanalnu infekciju karakteriziraju anaerobne, fakultativho anaerobne i
neke mikroaerofilne vrste (40-42), 102 do 107 bakterija po kanalu (43). Vecina invadira glavni
korijenski kanal, a manji broj bakterija lokaliziran je u lateralnim kanalima i dentinskim
tubulusima. Na sastav mikrobne zajednice u nekroticnom korijenskom kanalu utjecu 1 ekoloski

¢imbenici: tlak kisika i redoks potencijal, dostupni nutrijenti, ali 1 bakterijske interakcije. Zbog
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toga u najranijim fazama infekcije dominiraju fakultativne bakterije (44), a potom se razvijaju
anaerobni uvjeti koji rezultiraju niskim redoks potencijalom i rastom striktno anaerobnih vrsta.
Tijekom razvoja infekcije, veci broj mikroorganizama prodire dublje u dentinske tubuluse 1
akcesorne/lateralne kanale gdje su zaSticeni od djelovanja antimikrobnih sredstava i odakle
mogu rekolonizirati povrSinu radikularnog dentina ve¢ lijeCenog 1 napunjenog korijenskog
kanala, uzrokujuci perzistirajucu ili rekurentnu intraradikularnu infekciju. Mikroorganizmi u
akcesornoj anatomiji endodontskog prostora otkriveni su u 50 do 80 % zuba s apikalnim

parodontitisom (45, 46).

1.3.2 Razvoj endodontskog biofilma

Cimbenikom virulencije pojedine bakterijske vrste jest upravo sposobnost formiranja
biofilma, a biofilm na povrSini zuba moze tvoriti 300 i viSe slojeva stanica (47).
Biofilmovi su dinami¢ne zajednice bakterija(mikrokolonije, 15%volumena) koje zive unutar
oblikovanog matriksa ili glikokaliksa (85% volumena) i ¢vrsto su vezane za podlogu,
medusobno su odvojene vodenim kanalima (48, 49). Mikroorganizmi u biofilmovima, u odnosu
na planktonske stanice, imaju sposobnost samoorganizacije i meduovisnog suzivota te
otpornost na okoliSne ¢imbenike 1 komunikaciju unutar jedne vrste ili izmedu razli¢itih vrsta.
Ekstracelularni polisaharidni matriks §titi bakterije od UV zra¢enja, promjene pH, osmotske
promjene, prolaza toksina i antimikrobnih sredstava (50,51). Bakterije unutar biofilma mogu
medusobno komunicirati (quorum sensing) signalnim molekulama koje reguliraju ekspresiju
specificnih gena. Na taj naCin mogu razviti rezistenciju na antibiotike, prezivjeti u uvjetima
visokog pH ili manjka hrane (52). Formiranje biofilma u korijenskom kanalu najvjerojatnije
zapocinje nakon prvog naseljavanja fakultativnih anaeroba u pulpu. Nakon nekoliko dana ili
tjedana, kao rezultat metabolizma fakultativnih bakterija, razvija se anaerobna sredina s niskim
redoks potencijalom 1 manjkom nutritivnih ¢imbenika u kojoj prevladava populacija striktnih
anaeroba. U prvoj fazi razvoja biofilma, stvara se tanki proteinski sloj na stijenkama
radikularnog dentina (533). Naseljavanje primarnih kolonizatora na proteinskom sloju ovisi o
lokalnim uvjetima (pH, temperatura, nutrijenti, povrsinski naboj). Rast primarnih kolonizatora
1 njthovo nespecificno vezanje privlac¢i sekundarne kolonizatore te se stvaraju prve
mikrokolonije u obliku tornjeva s lateralnim i vertikalnim rastom (54, 55). Tijekom razvoja
biofilma postoji interakcija izmedu bakterija u obliku koadhezije i koagregacije. Koadhezija je

rezultat prepoznavanja mikroorganizma koji je ve¢ pri¢vrSéen za podlogu i planktonskog
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mikroorganizma. Prepoznavanja genetski razli¢itih mikroorganizama u suspenziji 1 njihova
udruzivanja u nakupine jest koagregacija (56). Pojedini mikroorganizmi se mogu, zbog lokalne
hidrolize ekstracelularnog polisaharidnog matriksa, odvojiti od biofilma i postati planktonske
stanice. Takve stanice mogu uzrokovati perzistirajuce infekcije (57). Iz biofilma se mogu
odvojiti 1 dijelovi mikrokolonija koji na novome mjestu mogu stvoriti novu populaciju
mikroorganizama i biofilm.

Intraradikularni biofilm na dentinskim stijenkama korijenskog kanala ¢ine nakupine
koka, filamentoznih bakterija i spiroheta u obliku palisada (58). Ekstraradikularni biofilm
nastaje na povrsini korijena zuba (cement) uz apeksni otvor inficiranog korijenskog kanala (33).
NajceS¢e bakterije su Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gingivalis, Tannellera
forsythia. Ekstraradikularni biofilm povezan je s asimptomatskim periapikalnim
parodontitisom i kroni¢nim apikalnim apscesom. Ekstraradikularni biofilm moze se kalcificirati
1 odgoditi periapikalno cijeljenje unato¢ kvalitetno provedenom endodontskom lijecenju
korijenskih kanala (59). Bakterije u ovom biofilmu veoma su otporne na imunoloski sustav
domacina (60) i stvaraju perzistirajuée periapikalne lezije. Najcesée je rijeC o Actinomyces
species 1 Propionobacterium propionicum (61).

Gram-pozitivnih mikroorganizami prevladavaju u ranijim fazama stvaranja biofilma
koji potom prolazi proces maturacije kada prevladavaju gram-negativne bakterije (62). Sto je
biofilm stariji, teZe ga je destabilizirati 1 eliminirati. Ne postoji konsenzus o kriti€noj starosti
biofilma koja bi predstavljala prelazak biofilma iz nezrelog u zreli. Naime, biofilm star Cetiri
dana ima prosje¢nu debljinu 34 pm, a nakon Sest dana doseze debljinu od 52 pum (63).
Istrazivanja imunofluorescentnim konfokalnim mikroskopom zakljucuju kako je tek biofilm
starosti 21 dan zreo (64). Gunther 1 sur. (65) nezrelim biofilmom smatraju biofilm 2-6 dana

starosti, a zreli biofilm starosti 15 dana.
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1.3.3 Enterococcus faecalis u endodontskoj infekciji

E. faecalis je fakultativni anaerob, gram-negativna bakterija sfericnog ili ovoidnog
oblika koja perzistira u paru ili kratkim lancima (Slika 1), a na hranjivoj podlozi formira
kremasto bijele kolonije. E. faecalis ¢ini 80 do 90 % svih infekcija uzrokovanih enterokokima.
Prezivljava 30 minuta na 60 °C i pH 9,6 (66). Fermentira ugljikohidrate do mlijec¢ne kiseline, a
u nepovoljnim uvjetima i manjku nutrijenata veliCina E. faecalisa smanjuje do najnize
vrijednosti, a koja omogudéuje prezivljavanje, pritom se organizirajué¢i u parove (Slika 2).
Takoder, razvijaju otpornost na toplinu i dezinficijense: vodikov peroksid i natrijev hipoklorit
(H202, NaOCl) (66). E. Faecalis stvara monobiofilmove, proizvode superokside oStecujuci
tkivo domacina 1 djelujuéi kemotakticno na neutrofile, a opstaju u uvjetima visokog pH bez
interakcije s drugim mikroorganizmima (50).

E. faecalis se smatra dominantnim mikroorganizmom u sekundarnim endodontskim
infekcijama, a ¢esto je prisutan u supurativnim infekcijama kao $to su kroni¢ne periapikalne
upale. Williams i sur. (67) otkrili su E. faecalis u usnoj Supljini 21,8 % ispitanika, dok su Smith
1 sur. (68) bakteriju izolirali u pet do 20 % ispitanika neovisno o starosti, spolu, oralnoj higijeni
ili antibiotskoj terapiji. Prevalencija E. faecalisa u primarnom apikalnom parodontitisu je niska
iiznosi 7,5 % (69) dok je visa u korijenskim kanalima zuba s postoje¢im kroni¢nim apikalnim
parodontitisom 1 u ve¢ endodontski lijeCenih zuba s perzistiraju¢om infekcijom periapikalno
(70). Molander i sur. (12) otkrili su E. faecalis u 68 % revidiranih korijenskih kanala. Hancock
1 sur. (71) otkrili su bakteriju u 61 % zuba s perzistiraju¢om apikalnom lezijom nakon
endodontskog lijeCenja. Rezultati novijih istraZzivanja koja koriste molekularne tehnike
identifikacije bakterija, navode jo§ viSu prevalenciju E. faecalisa (77 %) u korijenskim
kanalima punjenih zuba s perzistiraju¢om periapikalnom lezijom (71). Stovise, E. faecalis u
mjeSovitim infekcijama uzrokuje najvece apikalne lezije (6,8 mm), u usporedbi sa znacajno

manjim lezijama u infekcijama bez E. faecalisa (4,3 mm) (71).
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1.3.3.1. Specificnosti Enterococcusa faecalisa u razvoju rezistencije

Nekoliko je osnovnih karakteristika razvoja rezistencije E. faecalis-a:

. E. faecalis ima sposobnost opstajanja u korijenskom kanalu kao monoinfekcija
bez sinergije s ostalim mikroorganizmima.

. Supstanca agregacije vazan je ¢imbenik virulencije pomocu kojeg E. faecalis
moze prenositi ili primati genetski materijal od drugih vrsta 1 sojeva (npr. rezistencija na
antibiotike i druga antimikrobna sredstva) (72). Supstanca agregacije olakSava bakteriji vezanje
za intestinalne epitelne stanice i dublju invaziju u tkiva (73) te je §titi od polimorfonuklearnih
leukocita (PMN) ili makrofaga (74).

. Prezivljava u visokom pH zbog cega je otporan na intrakanalne uloske
(primjerice kalcijev hidroksid (Ca(OH);). Naime, smanjuje alkaliéne uvjete protonskom
pumpom kojom upumpava vodikove ione i smanjuje pH u citoplazmi. U literaturi se navodi da
je za eradikaciju E. faecalisa potreban pH od 10,5 do 11 (75). Istrazivanja (66, 52) su pokazala
rezistenciju E. faecalisa na kalcijev hidroksid, zbog Cega je uporaba kalcijevog hidroksida u
postupku revizije zuba s apikalnim parodontitisom upitna (12).

. Ima specificnu sposobnost adhezije za hidroksiapatit cakline.

. Invadira dentinske tubuluse od 250 — 400 um u dubinu (76), a veze se i za
kolagen u dentinskim tubulusima pomocu vezujuce protein i serin protaze, Sto moze biti izvor
infekcije nakon brtvljenja korijenskog kanala (77, 78).

. Ima sposobnost stvaranja biofilma koji je tisu¢u puta otporniji na antitijela,
fagocite 1 antimikrobna sredstva nego §to su to planktonski oblici (79, 80). Tijekom stvaranja
biofilma, bakterija otapa mineralni sastav dentina pri ¢emu se oslobadaju kalcij 1 fosfatni ioni.
E. faecalis Cesto stvara mijeSane biofilmove s Bacteroides fragilis, Streptococcus sanguinis,
Streptococcus intermedius, Staphylocossus aureus te koagregira s Fusobacterium nucleatum

(12, 80).
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Slika 1. Pregledna elektronska mikroskopija kolonija i bakterijskih lanaca E. faecalis-a

%
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Slika 2. Organizacija kolonija E. faecalis bakterije u parove tijekom nepovoljnih uvjeta i

manjka nutrijenata
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1.4 Ogranicenja kemomehanicke obrade endodontskog prostora u kontroli
endodontske infekcije

1.4.1. SloZena anatomija endodontskog prostora

Endodontski prostor ¢ini glavni korijenski kanal i lateralna anatomija: akcesorni i
lateralni kanali i istmusi (81). Apikalna tre¢ina glavnog korijenskog kanala varira od okruglg
do blago ovalnog, dok su koronarna i srednja tre¢ina najces¢e izduzene u bukolingvalnom
smjeru (82). Ovalni kanali i kanali C oblika predstavljaju izazov u adekvatnom c¢iscenju i
dezinfekciji intrakanalnog sustava, sto potvrduju Siqueira i sur. (83) u svojoj opseznoj studiji.
Akcesorni kanali polaze od glavnog korijenskog kanala i komuniciraju s parodontnim
ligamentom, a lateralni kanali su odvojeni od glavnog kanala u koronarnoj i srednjoj tre¢ini pod
pravim kutom. Predstavljaju potencijalni put Sirenja infekcije iz korijenskog kanala u podrucje
periradikularnog tkiva (81, 84). Vertucci (85) je iskazao vrlo visoku pojavnost grananja u
apikalnom dijelu kanala (73,5%) za razliku od srednje (11,4 %) i koronarne trecine (6,3 %).
Istmus je horizontalna komunikacija izmedu dva kanala, naj¢eS¢e mezijalnih kanala donjih
molara ili meziobukalnih kanala gornjih molara, a sadrzava vitalno ili nekroti¢no pulpno tkivo

ili ostatke materijala za punjenje (81, 86).

Korijenski kanali ve¢inom posjeduju odredenu zakrivljenost, posebice u vestibulo-
oralnome smjeru, u apikalnoj regiji (86, 87), pojavljuje se 1 dvostruka "S” zakrivljenost.
Zakrivljeni 1 uski korijenski kanali predstavljaju izazov ne samo kod mehanicke
instrumentacije, ve¢ 1 kontrole infekcije (88) 1 uklanjanja ostataka punila u reviziji
endodontskog lijeCenja. U novije vrijeme istrazivanja su usredotoena na pronalazak
ucinkovitog rjeSenja za poboljSanje dezinfekcije korijenskih kanala slozene anatomije. Galler i
sur. (89) dokazali su prednost aktivacijskih tehnika i1 dublje prodiranje irigansa u ravnim
kanalima. Medutim, u sloZenoj anatomiji zavijenih kanala, rezultati su oprecni ovisno o
ispitivanim skupinama. Swimberghe 1 sur. (90) dokazali su neupitnu premo¢ aktivacijskih
tehnika (78 — 99 %) u uklanjanju hidrogela nalik biofilmu iz zavijenih korijenskih kanala u
usporedbi s konvencionalnim ispiranjem (7,3 %). Takoder, punilo iz izrazito zavijenih
korijenskih kanala podjednako je ucinkovito uklonjeno svim aktivacijskim metodama, s
minimalnom prednoscu laserski aktiviranih (91). Nadalje, u istome istrazivanju nije pronadena
znacajna razlika izmedu aktivacijskog i konvencionalnog ispiranja, dok Jiang i1 sur. (92)
primjecuju bolju ucinkovitost laserskih aktivacijskih tehnika pri uklanjanju punila iz ovalnih

kanala.
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1.4.2. Ogranicenja mehanicke obrade korijenskog kanala

Endodontski tretman ukljuuje mehanicku instrumentaciju rucnim ili strojnim
instrumentima te kemijsku obradu korijenskih kanala sredstvima za ispiranje i dezinfekciju (1).
Mehani¢kom obradom osigurava se ¢iS¢enje korijenskog kanala te oblikovanje korijenskog
kanala, Sto potom olakSava ispiranje i punjenje. Kvalitetu mehanickog oblikovanja kanala
mozemo kontrolirati prate¢i na RTG snimci duljinu, debljinu 1 rahlost punjenja. Medutim, iako
je mehanicka instrumentacija neizostavna i jedna je od klju¢nih faza endodontskog lijecenja,
ipak nakon mehanicke instrumentacije, ovisno o sistemu instrumentacije, 10 do 50 % povrsine
kanala ostaje neobradeno prema mikro-CT istraZivanjima (93-97). Peters i sur. navode postotak
neobradene povrsine korijenskog kanala od ¢ak 53 %. (95). Neobradena povrSina korijenskog
kanala ujedno znaci i ostatke debrisa i biofilma te potencijalno posljedi¢no stvaranje ili
perzistiranje periapikalne patologije. Siqueira i sur. (93) zakljucuju kako je najveéi problem
neobradene povrsine dentina u apikalnom dijelu korijenskog kanala. Naime, debris i biofilm iz
koronarnih dijelova neobradene povrSine biva otplavljen tijekom endodontskog postupka, no
zadrzava se u apikalnoj regiji ¢ak 1 u primarnom odsustvu biofilma, a sam debris moze sluziti

kao supstrat za bakterijsku reinfekciju.
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1.4.3. Ogranicenja kemijske obrade endodontskog prostora

Sirenje i oblikovanje korijenskog kanala osigurava ué¢inkovitiju kemijsku obradu
kanala, odnosno trodimenzionalno ispiranje, §to je potrebno za otapanje pulpnog tkiva i
antibakterijsko djelovanje (4, 98). Ispiranje je jedini nacin da se ociste dijelovi endodontskog
prostora nedostupni mehanickoj obradi (99). Ucinkovitost ¢iS¢enja i dezinfekcije endodontskog
prostora postoperativno se ne moze kontrolirati na RTG snimci, iako znamo da uspjeh
endodontskog lije¢enja uvelike ovisi upravo o toj fazi endodontskog lije¢enja. Kontrola
kvalitete kemijske obrade korijenskih kanala sloZena je zbog utjecaja zaostatnog sloja (nakuplja
se u dentinskim tubulusima, sprjecava protok tekuc¢ina za ispiranje) (100), slozene anatomije
endodontskog prostora (akcesorna anatomija 1 dentinski tubulusi u koje bakterije prodir do
dubine 800 um) (99) i ograni¢enja pasivnog ispiranja Spricom i iglom (dopiranje irigansa samo
1 — 2 mm od vrha igle) (101). Sredstva za ispiranje djelovanjem u kanalu kemijski se
inaktiviraju pa je potrebno osigurati stalan i dinamican protok svjezeg irigansa (102) u svrhu
dosezanja svih dijelova endodontskog prostora, a kako bi se pritom odrzala ucinkovita
koncentracija irigansa i stvorio smicni stres na stijenkama koji uklanja bakterijski biofilm.
Naime, Hoedke 1 sur. (103) ispitivali su aktivacijske metode uklanjanja biofilma na 240
jednokanalnih ekstrahiranih zuba. Zvuéna i ultrazvu¢na aktivacija pokazale su ucinkovitost s
razinom znacajnosti < 0,001 unato¢ veoma niskoj koncentraciji irigansa (1 %-tni natrijev
hipoklorit, NaOCl). Zbog svega navedenog, potrebne su nove tehnike koje bi povecale
ucinkovitost kemijske obrade korijenskih kanala jer aktivacija irigansa povecava strujanje
tekucine u intrakanalnom sustavu kanala ¢ime je omogucen bolji protok i bolje djelovanje

kemijske obrade (101, 102).

1.4.4. Nepotpuno punjenje korijenskog kanala

Neadekvatna obturacija korijenskog kanala podrazumijeva nedostatno apikalno i
koronarno brtvljenje. S obzirom da kemomehanicka obrada ne uklanja sve mikroorganizme iz
anatomije intrakanalnog sustava, punjenje ima za cilj zatomiti rezidualne patogene i ograniciti
rekolonizaciju sprjeCavanjem prolaska hranjivih tvari iz koronarnog 1 apikalnog smjera (104).
Dakle, adekvatno endodontsko lijecenje podrazumijeva adekvatno apikalno brtvljenje, ali i
koronarnu restauraciju s ciljem sprjeCavanja mikrocurenja. Vo 1 sur. (105) dokazali su da pet
razli¢itih smola za punjenje korijenskih kanala ima vece koronarno curenje od onog apikalnog

sa single cone tehnikom punjenja. Takoder, Ng i sur. (106) u svojoj metaanalizi navode da je
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stopa uspjesnosti 1 prezivljenja zuba koji imaju zadovoljavaju¢e koronarne restauracije visa od

onih s nezadovoljavaju¢om koronarnom opskrbom.

1.5. Kemijska obrada endodontskog prostora

Ispiranje predstavlja klju¢ni dio uspjesnog lijecenja korijenskog kanala. Nekoliko je vaznih
funkcija ispiranja u endodontskom lijecenju koje se razlikuju ovisno o tome koja se tekuc¢ina za

ispiranje rabi (100):

e smanjuje trenje izmedu instrumenta i dentina

e poboljsava reznu u¢inkovitost instrumenta

e otapa organsko tkivo

e otapa anorganski materijal (debris)

e hladi zubno tkivo i instrument

¢ ima antimikrobno djelovanje i uklanja biofilm.

Ve¢ opisana slozena anatomija endodontskog prostora onemogucuje potpuno ciscenje
korijenskog kanala pa oko 35 % dentinskog zida joS uvijek ostaje prekriveno bakterijskim
biofilmom (107, 108). Zbog toga je uporaba antimikrobnih sredstava za ispiranje neophodan
dio endodontskog lije¢enja zuba. Ispiranje je jedini na¢in da se dosegnu podrucja intrakanalne
anatomije korijenskog kanala nedostupna mehanickoj obradi. Apikalni dio korijenskog kanala
predstavlja poseban izazov zbog postavljanja pravog omjera izmedu sigurnosti (potencijalna
ekstruzija irigansa u periapikalno tkivo) i u¢inkovitosti. Ispiranje moZe sprijeciti progurivanje

tkiva 1 debrisa u periapeks te ekstruziju planktonskih mikroorganizama 1 biofilma (109).

PoZeljna svojstva sredstva za ispiranje korijenskih kanala su: dobro ispiranje, lubrikacijsko
djelovanje (smanjuje trenje instrumenta tijekom instrumentacije), otapanje anorganskog tkiva
(dentin), sposobnost prodiranja u periferne dijelove kanala, otapanje organskog tkiva (kolagen
dentina, pulpno tkivo, biofilm), antimikrobno djelovanje te izostanak kausticnog ili
citotoksi¢nog uc¢inka. Trenutac¢no se ni jedna dostupna otopina za ispiranje ne moZe smatrati

optimalnom (99).

U klini¢koj praksi uporaba kombinacije razlicitih irigansa u odredenom redoslijedu 1
vremenskom trajanju pridonosi uspjesnosti lijeCenja korijenskih kanala u najve¢oj mogucoj

mjeri (110).
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1.5.1 Sredstva za ispiranje endodontskog prostora
1.5.1.1 Natrijev hipoklorit

Prema literaturi i znanstvenim istraZzivanjima, natrijev hipoklorit (NaOCI) najcesce je
rabljeno sredstvo za ispiranje korijenskih kanala (111). Razlog tome je, izmedu ostalog, Sto je
jedini dostupni irigans koji otapa organsko tkivo (knjiga irrigation). Nadalje, u¢inkovito je
proteoliticko sredstvo, ima Sirok antimikrobni spektar koji ukljucuje bakterije, bakteriofage,
spore, gljivice i viruse (112). NaOCl u vodi ionizira na natrijeve (Na+) i hipokloritne ione (OCI-
) koji su u ravnotezi s hipoklornom kiselinom (HOCI) odgovornom za antimikrobno djelovanje.
NaOClI naj¢escée se koristi kao nepuferirana otopina (pH 11) u razli¢itim koncentracijama (0,6

% — 6 %) ili s bikarbonatnim puferom (pH 9) kao 0,5 %-tna ili 1 %-tna otopina (113).
Njegovo djelovanje temelji se na nekoliko razina (111):

e Saponifikacija: razgraduje masne kiseline i pretvara ih u soli (sapun) i glicerol (alkohol)
smanjujuci povrsinsku napetost preostale otopine.

e Neutralizacija: neutralizira aminokiseline, a kao nusprodukti nastaju voda i soli.
Izlaskom hidroksilnih iona, smanjuje se pH.

e Nastanak hipoklorne kiseline: klorin otopljen u vodi, a u kontaktu s organskom
matricom tvori hipoklornu kiselinu. To je slaba kiselina (HOCI-) koja s ionima
hipoklorita (OCI-) dovodi do hidrolioze i raspadanja aminokiselina.

e Otapanje: u reakciji s aminokiselinama, klorin iz NaOCl-a s proteinskom amino-
skupinom (NH) tvori kloramin, a oslobada se i voda kao nusprodukt. Kloramin utjece
na stani¢ni metabolizam bakterije jer je klorin snazan oksidant koji inhibira bakterijske
enzime ireverzibilnom oksidacijom sulfhidrilne skupine (SH).

e Visoki pH.

NaOCI upotrebljava se u razli¢itim koncentracijama. Dokazano je da je antimikrobno
djelovanje NaOCl-a viSe povezano s volumenom, a manje s koncentracijom uporabljenog
sredstva. NaOCl je u moguénosti odstraniti biofilm i djelovati izravno na bakterije. Ipak, 3 — 6
%-tni NaOCI u potpunosti uklanja biofilm, dok 1 %-tni NaOCI utjee samo na disrupciju
biofilma (114). S druge strane, u€inkovitost otapanja organskog tkiva u izravnoj je vezi s
koncentracijom NaOCl-a. Dubina prodiranja NaOCl-a u dentinske tubuluse ovisi o

koncentraciji, vremenu ekspozicije i volumenu, a varira izmedu 77 i 300 pm (115).
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Iako je NaOCI jos uvijek najpotentniji irigans u endodontskom lijeCenju, ima odredene
nedostatke 1 ograni¢enja: toksi¢nost, korozivnost, neuc¢inkovitost u uklanjanju zaostatnog sloja,
neugodan miris, moguce kausti¢no djelovanje na tkiva. Nadalje, moze uzrokovati diskoloracije
u kombinaciji s drugim irigansima, kao na primjer precipitat para-kloranilina u kontaktu s
klorheksidinom. Kada se NaOCI koristi kao zavrsni irigans, moze utjecati na adheziju punila

za dentin (116).

1.5.1.2. Klorheksidin diglukonat

Klorheksidin je pozitivno nabijena hidrofobna i lipofilna molekula. U interakciji s bakterijama
djeluje preko negativno nabijenih fosfolipida i polisaharida na stani¢noj membrani i razara
integritet cioplazmatske membrane (117). U visokim koncentracijama uzrokuje koagulaciju
unutarstani¢nih organela (118). Klorheksidin glukonat se, zahvaljujuci Sirokom antimikrobnom
spektru djelovanja (119), rabi za dezinfekciju u svim granama dentalne medicine. Ima Sirok
antimikrobni spektar djelovanja te djeluje na gram-pozitivne i negativne bakterije (119). Veze
se na tvrda zubna i meka tkiva usne Supljine i ima dugotrajno antimikrobno djelovanje (120).
U malim koncentracijama od 0,2 %, klorheksidin djeluje bakteriostatski, a u koncentracijama
od 2 % djeluje baktericidno (121). U endodonciji se koristi u koncentraciji od 0,2 — 2 % kao
sredstvo za ispiranje ili kao intrakanalni meduposjetni ulozak. Ucinkovit je protiv Candide
albicans (122), ali znacajno slabije od NaOCl-a (123). Uklanja bakterije koje su prodrle 500
pum unutar dentinskih tubulusa (121). Klorheksidin je pokazao znacajno antimikrobno
djelovanje na Actinomyces israelii (123), Staphylococcus aureus kroz pet sekundi, a na
Porphyrominas endodontalis, Porphyromonas gingivalis 1 Prevotella intermedia kroz 15

sekundi (124).

Mijesanjem klorheksidina s NaOCl-om nastaje smedi talog, parakloranilin, koji moze
imati mutageni potencijal i boji zube (125). Nedostaci klorheksidina su nemoguénost utapanja

organske tvari, neu¢inkovitost na zaostatni sloj i minimalni u¢inak na bakterijski biofilm.
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1.5.1.3.Etilendiaminotetraoctena kiselina

Etilendiaminotetraoctena kiselina (EDTA) je kelator, irigans koji uklanja intrakanalni
zaostatni sloj otapaju¢i anorganski materijal vezu¢i se za kalcijeve ione. U vremenu djelovanja
od pet minuta deminera dentin do dubine 20 — 30 pm . Osim toga, koristi se i kao lubrikacijsko
sredstvo tijekom mehanicke instrumentacije te kod uskih obliteriranih korijenskih kanala.
Najcesce upotrebljavana koncentracija jel7 % (pH 7) iako istraZzivanja ne pokazuju razliku u
ucinkovitosti pri vi§im i nizim koncentracijama (10 %, 5 % 1 1 %). U sklopu zavr$nog protokola
ispiranja, EDTA se u korijenskom kanalu ostavlja jednu do tri minute. Interakcijom s NaOCl
moze inhibirati njegovo djelovanje. EDTA moZe uzrokovati oStecenje stani¢nog zida gram-
negativnih bakterija uklanjanjem dvovalentnih kationa (Mg2+ i Ca2+) i povecati propusnost

stani¢ne membrane. Ipak EDTA nema znacajno antibakterijsko djelovanje. (126, 127)

1.5.1.4. Limunska kiselina

Limunska kiselina takoder se koristi za uklanjanje zaostatnog sloja. U koncentracijama
od 10 do 50 %, otapa anorganski materijal . Limunska kiselina potentniji je kelator od EDTA-
e te je stoga potreban oprez kod kombinacije limunske kiseline 1 NaOCl-a. Nakon §to limunska
kiselina ukloni anorganski sloj, ispiranje NaOCl-om moZe dovesti do prekomjernog otapanja

kolagenih vlakana 1 oStecenja dentina. (111)
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1.5.1.5.Kombinirana sredstva za ispiranje

Povrsinska napetost sredstava koja se koriste za irigaciju u endodonciji, otezava
prodiranje u nepristupacna podrucja intrakanalne anatomije. Zbog toga su se na trzistu pojavili
kombinirani preparati u kojima je dodana aktivna tvar koja smanjuje povrSinsku napetost i

povecava vlaznost sredstava za ispiranje (111).

QMIX je kombinirani preparat za ispiranje korijenskih kanala koji je prisutan na trzistu
od 2011 godine. Koristi se za zavr$no ispiranje, nakon upotrebe NaOCl-a. QMiX je namijenjen
za istovremeno uklanjanje zaostatnog sloja i antimikrobno djelovanje. QMiX sadrzi analog
klorheksidin glukonata, triklosan, i EDTA kao dekalcificirajuéi agent. Stoga se preporucuje
ispiranje fizioloSkom otopinom nakon standardne kemomehanicke obrade, a tek potom QMIX
otopina kako bi se izbjegla formacija PCA-e (smedi precipitati kao rezultat interakcije CHX-a
1 NaOCl-a). Nakon QMiX-a na trZiStu, istraZzivanja su pokazala da najvecu antimikrobnu
ucinkovitost ima uporaba vise postotnog NaOCl-a (2 — 6 %) i QMIX-a, dok zasebna uporaba
pojedinih irigansa, kao i uporaba kombinacije QMIX-a s nizim postotkom NaOCl-a (1 %), ima

lo$iji u€inak na bakterijski biofilm. (128, 129)

Torabinejad i Johnson kreirali su MTAD 2003. godine (90knjiga). MTAD se sastoji od
vodene otopine 3 %-tnog doksiciklina, 4,25 %-tne limunske kiseline kao demineralizirajuceg
agenta 1 0,5 %-tnog polisorbat 80 deterdzenta (Tween 80). MTAD sadrzi 150mg/5ml
tetraciklinskog antibiotika Sirokog spektra, doksiciklina. Za razliku od MTAD-a, Tetraclean je
vrlo sli¢nog sastava, medutim, sadrZaj doksiciklina je 50mg/5ml, a deterdZent je polipropilen
glikol. Preporucuje se kao zavrSni irigans nakon standardne kemomehanicke obrade
korijenskog kanala. Ranija istraZivanja pokazala su zadovoljavaju¢i antimikrobni ucinak
MTAD-a (130). Ipak, novija istrazivanja pokazuju jednaku ili ve¢u u¢inkovitost kombinacije
EDTA/NaOCl od NaOCI/MTAD-a (131, 132). Potencijalna problematika MTAD-a je razvoj

bakterijske rezistencije na antibiotik i obojenje zuba tetraciklinom (133).
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1.5.2. Tehnike ispiranja endodontskog prostora
1.5.2.1. Konvencionalno pasivno ispiranje iglom i Spricom

Konvencionalno ispiranje jo$ je uvijek najcesca tehnika ispiranja kod koje se koriste
$prica i igla. Sprica napunjena irigansom, u kanal se unosi pomoéu igle. I $price i igle razli¢itih
su veli¢ina i oblika: Sprice volumena od jednog do pet ml zbog bolje kontrole. Igle moraju biti
manjeg promjera, 30G (0,31 mm)i31G (0,25 mm) 1 imaju jedan otvor na samom vrhu ili bo¢ne
otvore sa zatvorenim vrhom, §to sprjeCava protiskivanje sredstva za ispiranje u periapikalno
podru¢je. Prednost konvencionalnog ispiranja je dobra kontrola polozaja igle u korijenskom
kanalu 1 koli¢ine sredstva za ispiranje koje se deponira. Medutim, nedostatak ove tehnike je
slabo djelovanje sredstva za ispiranje u apikalnoj trecini korijenskog kanala, gdje zaostaje
znacajna kolicina debrisa 1 bakterijskog biofilma. Posljedica je to nedovoljne izmjene tekucéine
u korijenskom kanalu jer se irigans naj¢esé¢e deponira maksimalno od jednog do dva mm od
vrha igle, a irigans zbog velike povrSinske napetosti ne moze dospjeti do apikalne tre¢ine kanala

(111).
1.5.2.2. Aktivacijske tehnike ispiranja endodontskog prostora

Sredstva za ispiranje inaktiviraju se interakcijom s biofilmom 1 dentinom te se u
modernoj stomatologiji postavlja uvjet stalnog protoka svjezeg irigansa koji ¢e doskociti u
prethodnim poglavljima opisanim ograni¢enjima kemijske obrade kanala, poboljSati prodor

irigansa, njegova kemijska svojstva i pomo¢i mehanick odlamanje bakterijskog biofilma. (102)

1.5.2.2.1. Aktivno rucno ispiranje (engl. manual dynamic activation)

Aktivno ru¢no ispiranje moze se izvoditi uz uporabu ru¢nih endodontskih instrumenta
(iglica) ili gutaperka Stapi¢a manjeg koniciteta od koniciteta kanala. Tijekom instrumentacije,
ponavljano provjeravanje prohodnosti kanala pomaze razlomiti mjehurice plina, tzv. vapor lock
effect, 1 omogucava pomak svjezeg irigansa u apikalnu tre¢inu kanala. Kratkim vertikalnim
pomacima odabranog instrumenta ili gutaperka Stapica za ru¢nu aktivaciju, irigans je aktivira,
Sto je kljucno za distribuciju i izmjenu irigansa unutar kanala. Preporucuje se provoditi ovaj

postupak u trajanju od jedne minute u sklopu zavrS$nog ispiranja kanala. (111)
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1.5.2.2.2. Zvucno aktivirano ispiranje

Zvucni uredaji za aktivaciju irigansa osciliraju na frekvenciji 20 — 20 000 Hz stvarajuci
u korijenskom kanalu velike izmjene tlakova i tzv. hidrodinamski u¢inak. Nastali udarni valovi
i mikrostrujanja osiguravaju bolji prodor irigansa u slozenom intrakanlnom sustavu, mehanicko
lomljenje bakterijskih biofilmova 1 uklanjanje zaostatnog sloja. Na trziStu postoji nekoliko

uredaja za zvucno aktivacijsko ispiranje. (111)

EndoActivator (DentsplySirona, New York, SAD) je uredaj za zvucno aktivacijsko
ispiranje kojeg pokrece baterija. Osciliraju polimerni nastavci u tri moguce veli¢ine: 15/.02,
25/.04, 35/.04. Nastavak se tijekom rada postavlja dva mm od radne duljine te se pomice
vertikalnim kretnjama (gore — dolje). Sustav moze raditi pri tri brzine: 10 000, 6000 i 2000
ciklusa u minuti (cpm), a za uklanjanje biofilma najucinkovitijom se pokazala najveca brzina
(134). Pregledna studija Susila i sur. (135 )potvrdila je ucinkovitost aktivacijskih metoda u

¢iS¢enju 1 dezinfekciji endodontskog prostora.

EDDY® (VDW, Miinchen, Njemacka) je uredaj za zvucnu aktivaciju irigansa kod kojeg
nastavci osciliraju visokom frekvencijom do 6000 Hz. Nastavci su dostupni u univerzalnoj
veli¢ini. Vibracije se prenose na mekani poliamidni nastavak, koji se, zahvaljuju¢i posebnim
svojstvima materijala, pokrece u osciliraju¢oj kretnji. Ovakav trodimenzionalni pokret pokrece
kavitaciju 1 akusti¢no strujanje koje povecava ucinkovitost ¢iS¢enja endodontskog prostora

(136).

Rezultati najnovijih istraZivanja pokazuju znacajno bolje rezultate nakon uporabe
uredaja Eddy nego nakon Endoactivatora. Stovise, pariraju ¢ak i sofisticiranijim metodama
aktivacije. Swimberghe 1 sur. (90) u svom ispitivanju iz 2021. godine pokazali su sli¢nu, veoma
visoku ucinkovitost uklanjanja hidrogela iz zavijenih kanala aktivacijom uredajem Eddy
(redukcija 99,4 %) 1 LAI (96,8), dok aktivacija Endoactivatorom (redukcija 57,2 %) pokazuje
rezultate gotovo istovjetne standardnom ispiranju iglom i Spricom (redukcija 53,8 %) (88).

Takve rezultate potvrdila su i druga novija istrazivanja (137, 138.).
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1.5.2.2.3. Ultrazvucno aktivirano ispiranje

Ultrazvucno aktivirano ispiranje (UAI) temelji se na prijenosu ultrazvucne energije
titrajueg instrumenta ili glatkog nastavka (25 — 32 kHz) na sredstvo za ispiranje u korijenskom
kanalu (139). Kada se ultrazvucni val projicira u tekuéinu, stvara se negativni tlak i uzrokuje
pucanje tekucine, poznato kao kavitacijski u¢inak. Kavitacija stvara mjehuri¢e koji osciliraju u
projiciranim ultrazvu¢nim valovima. Mjehuri¢i daljnjim dotjecanjem energije rastu, postaju
nestabilni i potom kolabiraju. Implozija proizvodi udarne valove 25 do 30 tisu¢a puta u minuti
(25 — 30 kHz). Dosezu se temperature od 5000 °C, tlak od 500 atmosfera, a valovi generirani
implozijom putuju brzinom vecom od 800 km/h (engl. 500 mph), §to se naziva akusticnim

strujanjem (111).

Tijekom UAl-a je potrebno osigurati slobodno titranje nastavka u korijenskom kanalu
jer ¢e u suprotnome zvucna mikrostrujanja biti manja (140). Postoje dva tipa kavitacija: stabilne
kavitacije i prolazne kavitacije (141). Stabilne kavitacije su linearne pulsacije mjehurica zraka
u ultrazvu¢nom polju male amplitude, a pojave se kada nastavak dotic¢e zid kanala. Prolazne
kavitacije nastaju pod utjecajem visokih energetskih pulsacija kada nastavak slobodno vibrira
u kanalu ili lagano dotice zid kanala (141).

UALI se moze koristiti u sklopu zavr§nog protokola ispiranja, najceS¢e u kombinaciji s NaOCl-
om (142). Fizikalni mehanizam djelovanja na bakterijski biofilm u korijenskom kanalu jo§
uvijek nije poznat, medutim, dokazano je da kavitacije mogu razlomiti i mehanicki ukloniti
biofilm (143). Koriste se nastavci veli¢ine ISO 15 ili 20, a razli¢itih su dizajna poput k-filea, r-
filea 1ili spredera. Pokretanje tekucine 1 CiS€enje ekstendira 3 mm od vrha nastavka pa je

nastavak potrebno odmaknuti 3 mm od apikalnog otvora (111).
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1.5.2.2.4. RinsEndo

RinsEndo (Diirr Dental, Bittigheim-Bissingen, Njemacka) jest sustav za aktivno
ispiranje temeljen na hidrodinamskom tlaku, na principu potiskivanja i povlacenja tekucine.
Irigans unutar sistema titra frekvencijom 1,6 Hz, a 65 pl tekucine izbacuje se u korijenski kanal
preko kanile. Neposredno zatim, ista koli¢ina tekucine 1 zrak povlace se iz intrakanalnog
sustava, mijeSaju se s novom koli¢inom irigansa i ciklus se ponavlja. Ciklusi se izmjenjuju 100
puta u minuti. Kanila se postavlja u korijenski kanal dok ne dode u kontakt s intrakanalnim

dentinom. (127)

1.5.2.2.5. Endo Vac sustav

Sistemi negativnog tlaka pasivno dostavljaju tekuéinu u apikalnu tre¢inu kanala te je
potom povlace iz kanala. Endo Vac, Sybronendo, (Kerr Dental, Detroit, Michigan, SAD) sustav
sastoji se od glavnog nastavka na kojem je igla veli¢ine 20G s jedne strane, a s druge se strane
spaja na Spricu s irigansom te se preko nje irigans dostavlja u pulpnu komoricu. Drugi se
nastavak spaja na sukciju stomatoloske jedinice koja skuplja visak irigansa u pulpnoj komori.
Makro i mikrokanila (za apikalnu tre¢inu) dostavljaju irigans u korijenski kanal metodom
negativnog tlaka. Hockett 1 sur.(144) su dokazali superiornost ove metode u uklanjanju E.

faecalis biofilma nad standardnim tehnikama ispiranja.

1.5.2.2.6. Sustav kontinuirane instrumentacije i ispiranja

Na trziStu postoji jedinstveni uredaj koji istovremeno instrumentira 1 ispire kanal. Rije¢
je o tzv. Self Adjusting File sustavu (SAF) (ReDent Nova, Berlin, Njemacka).
Instrument je dizajniran kao prazna cijev ¢iji su zidovi izradeni od nikal titanske mreZe, a sam
vrh je asimetricno poloZen. Instrument moze mijenjati izgled jer je veoma fleksibilan i
kompresivan pa tako instrument promjera 1,5 mm mozZe biti smjeSten u kanal promjera samo
0,2 mm. Tako komprimiran instrument ne moze se rotirati pa su pomaci unutra — van minimalni,
amplitude 0,4 mm. Instrument se montira na poseban nastavak motora, odnosno RDT glavu
kolje¢nika. Ako instrument nije u dodiru s intrakanalnim dentinom, prisutni su polagani pokreti
rotacije. S obzirom na ¢injenicu da su, tijekom klasi¢ne mehanicke obrade kanala, instrumenti
okruglog presjeka 1 na taj nacin oblikuju kanal, prednost SAF-a je §to omogucava ucinkovito

¢iS¢enje ovalnih kanala. (111)
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1.5.2.2.7. Instrument XP-endo Finisher

Nedavno je predstavljen novi instrument, XP-endo Finisher R (FKG, La Chaux-de-
Fonds, Svicarska) koji je dizajniran posebno za optimizaciju CiS¢enja tijekom revizije
endodontskog lijecenja. Iako nije primarno instrument za aktivirano ispiranje, najnovije studije
pokazuju ucinkovitost instrumenta upravo u tom koraku endodontskog lijecCenja. Ima neradni
vrh veli¢ine ISO 30, a inovativnost mu se temelji na novoj tehnologiji legure koja se Siri na
tjelesnoj temperaturi poprimajuci oblik Zlice u nekoliko apikalnih milimetara. U rotacijskoj je
kretnji instrument komprimiran, a kao rezultat toga njegov se vrh izbo€i i ostruze stijenke
kanala, a prema koronarno istiskuje zaostali materijal za punjenje nakon konvencionalnih
tehnika instrumentacije. StoviSe, instrument osigurava kontinuiranu agitaciju sredstva za
ispiranje. (145) Nedavna studija (Silva i sur.) (146) pokazuje da su instrumenti XP-endo
Finisher R znacajno uklonili ostatke materijala za punjenje iz endodontskog prostora.
Instrument se unosi u kanal i tek potom aktivira (1000 o/min i 1 Ncm) uz polagane i njezne
uzduzne pomake amplitude 7— 8 mm do radne duljine u trajanju od 30 s. Instrument je pritisnut
na stijenke intrakanalnog dentina, a postupak se ponavlja dva puta.
De Deus (147) je iznio rezultate istrazivanja u kojima Xp pokazuje bolje rezultate u uklanjanju
ostataka punila nakon revizije, $to objasnjava slitinom od koje je instrument nac¢injen. Nakon
njegove ekspanzije unutar prostora kanala, ovaj instrument moZe svojim poluaktivnim vrhom
abradirati stijenke dentina. Ovo mehani¢ko djelovanje omogucava vrhu instrumenta
istrugivanje materijala sa stijenki kanala, ¢ak 1 na nekim teSko dostupnim podru¢jima, a

sastrugani se ostaci potom lako mogu ukloniti tijekom ispiranja kanala.
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1.6. Primjena lasera u endodontskom lijeCenju zuba

U endodontskom lijecenju koriste se Nd:YAG laser, diodni laser, argon laser, Er:YAG,
Er:YSGG laser. Laserske zrake prodiru preko 1000 pm u dubinu dentinskih tubulusa, $to
doskace problemu naseljavanja bakterija u dentinskim tubulusima do 1100 pm u dubinu (148),
Za usporedbu, sredstva za ispiranje bez aktivacije prodiru samo 100 um u dentinske tubuluse
(149). Baktericidno djelovanje odreduju parametri lasera: valna duljina lasera, energija i
gustoca snage te vrijeme ekspozicije, to¢nije, koriste se laseri ¢ije valne duljine zracenja prodiru
kroz dentinsko tkivo, odnosno kroz hidroksiapatit i vodu. Primjerice, za djelovanje na dentinu
koriste se laseri ¢ije zrake se apsorbiraju u dentinu (Nd:YAGQG), a za aktivaciju sredstva za
ispiranje koriste se laseri ¢ije zrake se apsorbiraju u vodi koja je glavna sastavnica sredstava za

ispiranje i time se energija prenosi na sredstvo za ispiranje (Er:YAG) (127).
1.6.1. Nd:YAG laser

Laser Nd:YAG ima kruti aktivni medij, kristal itrij-aluminij-garnet s dodatkom
neodimija. Njegova valna duljina (1064 nm) spada u infracrveni spektar elektromagnetskog
zraCenja 1 apsorbira se u melaninu 1 pigmentiranom tkivu. Zbog toga ¢e se 95 % zrafenja
apsorbirati u tvrdom zubnom tkivu s karijesnom lezijom, a 60 % u mekom tkivu (150), dok ¢e
se u zdravom dentinu apsorbirati samo 30 % zraCenja. Sredinom 1990-ih su Hardee 1 sur. (151)
1 Rooney 1 sur. (152) proveli istraZivanja o antibakterijskom djelovanju lasera Nd:YAG
dokazavsi znacajan antibakterijski potencijal lasera Nd:YAG u korijenskom kanalu. Moritz i
sur. (153) dokazali su baktericidni u¢inak pulsnog lasera Nd:YAG (1 W, 1,5 W) u dubini
dentina od 1 mm sa zna¢ajnom redukcijom broja bakterija akcesornoj anatomiji intrakanalnog
sustava. Laser Nd:YAG ima visoko selektivno djeluje na gram-negativne bakterije, a porast
temperature je kontroliran zbog malog postotka apsorbirane energije u dentinu. Medutim, u
nekim istraZivanjima antimikrobni ucinak lasera Nd:Y AG nije pokazao bolju uc¢inkovitost od

ispiranja NaOCl-om (154, 155).
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1.6.2. Diodni laseri

Valna duljina lasera ovisi o tome koji je materijal rabljen kao poluvodic, a u medicinske

svrhe koriste se diodni laseri u rasponu od 650 do 980 nm (156). Najces¢i poluvodicki materijal
rabljen kao aktivni material je galijev arsenid (GaAs).
Fleksibilno opticko vlakno promjera 200 do 600 um sredstvo je prijenosa laserske zrake do
tretiranog podrucja emisijom PW (pulsni rad) ili CW (kontinuirani rad). Voda apsorbira valne
duljine diodnog lasera, ali i druge kromofore, kao S$to su melanin i oksihemoglobin, $to
omogucava diodnom laseru §to omogucuje uporabu ovog lasera u razli¢itim podru¢jima
dentalne medicine. Valna duljina diodnog lasera prodire 750 um unutar dentinskih tubulusa.
Mikrobioloska istrazivanja dokazala su potentno antibakterijsko djelovanje diodnog lasera u
korijenskom kanalu. Antibakterijsko djelovanje diodnog lasera, kao i lasera Nd:YAG, temelji
se na fototermalnom ucinku (156, 157, 158). Gutknecht i sur. (159) postigli su 99,91 %-tnu
redukciju bakterija nakon zracenja diodnim laserom.

Fotoaktivirana dezinfekcija (engl. photoactivated disinfection, PAD) ili antimikrobna
fotodinamska terapija (engl. antimicrobial photodynamic therapy, aPDT) jest laserski
inducirana fotokemijska dezinfekcija ili sterilizacija tvrdih i mekih tkiva koja se temelji na
primjeni fotosenzitivnog sredstva koje se zatim ozracuje laserskim svjetlom odredene snage
uniStavajuci tako mikroorganizme. Laseri koji se koriste u PAD-u imaju valnu duljinu crvenog
podrucja vidljivog spektra elektromagnetskog zrac¢enja. To su galij-aluminij-arsenid-diodni

laser (A = 633 — 635 nm ili A = 660 — 670 nm) 1 helij-neonski laser (A = 632,8 nm). (160)

Na obojane bakterije (toluidin, metilensko modrilo) djeluje diodni laser odgovarajuce
valne duljine prilikom cega nastaje pobudeno stanje molekula kisika, singlet kisik, a koja
velikom koli¢inom energije uzrokuje oksidaciju proteina staniéne membrane i DNA. (161, 162,

163).
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1.6.3. Erbij laseri

Laser Er,Cr:YSGG (2790 nm) ima aktivni medij kristal itrij-skandij-galij-garnet s
dodatkom erbija i kromija koji sudjeluju u nastanku laserske zrake. Aktivni medij lasera
Er:YAG (2940 nm) jest itrij-aluminij-garnet s dodatkom erbija. Njihove valne duljine spadaju
u infracrveni spektar elektromagnetskog zracenja. Dobro se apsorbiraju u vodi i hidroksilnim
ionima hidroksiapatita zbog ¢ega imaju povrsinsko djelovanje i baktericidni u¢inak
zadrzavaju do 300 — 400 um u dentinskim tubulusima. Uspjesno uklanjaju organsko tkivo i
zaostatni sloj. (164) Posljednjih godina aktualno je ispitivanje najnovijih modaliteta lasera

Er:YAG u aktivaciji sredstva za ispiranje unutar korijenskog kanala.

1.6.3.1. Primjena erbij lasera u dezinfekciji endodontskog prostora

Posljednjih godina sve se viSe ispituje uloga lasera u aktivaciji sredstva za ispiranje
(LAL engl. laser-activated irrigation), a potom 1 njihovo uvodenje u klini¢ku praksu. LAI spada
u grupu neizravnog djelovanja, tj. aktivacije sredstva za ispiranje. Kako bi doslo do aktivacije,
potrebno je osigurati da uporabljeni laser emitira zraku valne duljine koju sredstvo za ispiranje
moze apsorbirati. U tu svrhu koriste se erbij laseri (Slika 3) srednje infracrvenog spektra, valnih
duljina 2940 1 2780 nm koje se jedine apsorbiraju u vodi kao glavnoj komponenti sredstava za
irigaciju u endodonciji, natrijev hipoklorit (NaOCI) i etilendiaminotetraoctena kiselina (EDTA)

(165).
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® A SwEERS

Slika 3. Er:YAG laser pripremljen za dezinfekciju endodontskog prostora
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1.6.3.2. Mehanizam djelovanja erbij lasera u korijenskom kanalu

Postoje dva osnovna principa djelovanja lasera u korijenskom kanalu: izravni utjecaj
laserske zrake na zidove korijenskog kanala te neizravno djelovanje aktiviranjem fotoaktivne
tvari ili sredstva za ispiranje (102). Laseri u korijenskom kanalu mogu imati razlicite ucinke
ovisno o postavljenim fizikalnim parametrima lasera (snaga, energija, frekvencija) i sredstvu

koje se u kanalu aktivira (101, 102, 166):

1. Fototermicki uinak erbij lasera u korijenskom kanalu nastaje izravnim djelovanjem
lasera na dentinski zid korijenskog kanala (50 — 100 mJ). Na ovaj nacin djeluju diodni
laseri i laseri Nd:YAG u korijenskom kanalu. Dezinfekcija kanala diodnim laserom i
laserom Nd:Y AG rezultat je isklju¢ivo termi¢kog djelovanja na bakterije.

2. Fotoakusticni 1 fotomehanic¢ki ucinak nastaje aktivacijom sredstva za ispiranje
laserskom zrakom nizih subablativnih energija (50 — 100 mJ) i kratkim laserskim
pulsovima. Smanjeni termalni u¢inak dobiva se aktivacijom sredstva za ispiranje
laserskom zrakom nizih energija (20 — 50 mJ) i kratkim pulsovima.

3. Fotokemijski ucinak nastaje prilikom aktivacije kemijskog sredstva (boje) niskim
energijama lasera valnih duljina iz vidljivog spektra elektromagnetskog zracenja (660
nm). Tada govorimo o fotoaktiviranoj dezinfekciji (engl. photo-activated disinfection,

PAD), odnosno fotodinamskoj terapiji (engl. photodynamic therapy, PDT).
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1.7.  Laserski aktivirano ispiranje korijenskih kanala

Djelovanje LAl-a je rezultat fototermickog, fotomehanickog i fotoakusti¢nog ucinka
erbij lasera (101). Apsorpcija energije laserske zrake erbij lasera (167, 168) aktivira sredstvo za
ispiranje €iji je glavni sastojak voda. Naime, pulsno zracenje lasera emitirano u sredstvo za
ispiranje unutar kanala, uzrokuje da tanak sloj (2 — 10 um) tekucine neposredno uz lasersku
zraku apsorbira fotone, pregrijava se 1 isparava (fototermalni ucinak). Tako u jednoj
mikrosekundi unutar sredstva za ispiranje nastaju kavitacije (mjehuri¢i pare visokog tlaka).
Daljnji pulsevi laserske energije uzrokuju ekspanziju nastalog mjehuri¢a. Sirenje mjehuri¢a
omogucava daljnji prodor laserske zrake 1 isparavanje tekuéine uz njegovu povrsinu. Nakon
zavrSetka laserskog pulsa pocinje hladenje mjehurica $to uzrokuju kolaps mjehurica, imploziju.
Dok mjehuri¢i kolabiraju, oslobada se energija u obliku tlaénih Sok-valova (fotoakusti¢ni
ucinak). Nastali Sok-valovi putuju zvuénom i ultrazvu¢nom brzinom. Takvo brzo strujanje
uzrokuje smicno naprezanje uz stijenku kanala i posljedi¢no uklanjanje zaostatnog sloja i
biofilma. Nakon kolapsa mjehuri¢a, zbog naglih tlaénih promjena dolazi do stvaranja novog

mjehurica, odnosno do tzv. sekundarnog kavitacijskog ucinka, specificnog za LAI (169, 170).

1.7.1. Foton inicirajuée fotoakusti¢no strujanje

Ranije opisan opceniti princip djelovanja LAI-a rabi se i u tehnici foton inicirajuceg
fotoakusti¢nog strujanja, (engl. photon induced photoacoustic streaming, PIPS) pomocu lasera
Er:Y AG. Medutim, za razliku od standardnog LAI-a, PIPS koristi jako male energije pulsa (oko
20 mlJ) uzrokuju¢i iskljucivo fotomehani¢ko i fotoakusticno djelovanje bez znacajnog
termiCkog djelovanja. Fiberopticki nastavak postavlja se u trepanacijski otvor zuba (Slika 4) na
ulazu u korijenski kanal, a ne unutar kanala kao kod tradicionalnog LAI-a (102, 168). Time je
laserska tehnika ispiranja pojednostavljena jer nije potrebno postavljanje laserskog nastavka
blizu apikalnog foramena.

Parametri lasera koji se rabe u PIPS tehnici su: energija 20 mJ, frekvencija 15Hz, snaga 0,3 W
1 trajanje pulsa 50 ps. Ciklusi aktivacije traju 30 sekundi, s obveznom stankom izmedu svakog
ciklusa u trajanju od 30 sekundi 1 aspiracijom zaostalog potroSenog sredstva za ispiranje. Ciklus
se moze ponavljati dva do tri puta ovisno o klinickom protokolu, pri ¢emu se depo irigansa

neprestano obnavlja uSpricavanjem unutar pulpne komore / trepanacijskog otvora.

Za tehniku PIPS rabe se i posebni laserski nastavci, tzv. stripped laser tips (Slika 5).
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Slika 4. Laserski nastavak postavljen unutar trepanacijskog otvora u svrhu aktivacije tekucine

za ispiranje

ppron. 4mm

Slika 5. Shematski prikaz radijalnog ,,Stripped “ laserskog nastavka
(Slika preuzeta iz 171)
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1.7.2. SWEEPS laserski aktivirano ispiranje korijenskih kanala

Godine 2017. razvijena je SWEEPS (engl. Shock Wave Enhanced Emission
Photoacoustic Streaming, emisija fotoakusti¢nog strujanja pojacana udarnim valovima) tehnika

ispiranja kanala koja se temelji na Adaptive Structured Pulse (ASP) tehnologiji lasera Er:YAG.

Tehnika SWEEPS je modifikacija PIPS-a, u svrhu rjeSavanja problema ogranicene
ucinkovitosti u uskim korijenskim kanalima (172, 173). Naime, unutar korijenskog kanala zbog
trenja na zidovima kanala i uskog prostora koji otezava strujanje irigansa, usporava se i
dinamika mjehuri¢a nastalog u tekucini za irigaciju nakon apsorpcije laserskog pulsa.
Ocekivani kolaps nastalog mjehuri¢a u takvim uvjetima nije dovoljno intenzivan da bi se
implozijom mjehuri¢a oslobodila energija i nastali u¢inkoviti udarni Sok-valovi (172) koji
potom prenose oslobodenu energiju na irigans u korijenskom kanalu. Modifikacija koja tehniku
SWEEPS (engl. Shock Wave Enhanced Emission Photoacoustic Streaming) razlikuje od
tehnike PIPS temelji se na pojac¢anju Sok-valova emitiranjem dodatnog, sekundarnog pulsa prije
kolapsa inicijalnog mjehuri¢a. Dodatni puls emitira se s ciljem ubrzanja kolapsa inicijalnih i
sekundarnih mjehuri¢a, a kao rezultat nastaje velik broj Sok-valova duz cijelog kanala i
ucinkovitije ¢iS¢enje endodontskog prostora (172). Naime, dodatni puls emitira se kad je
inicijalni mjehuri¢ u zavrSnoj fazi kolabiranja. Rast novonastalog mjehuri¢a povecava pritisak
na inicijalni mjehuri¢ ubrzavajuc¢i njegov kolaps, a posljedi¢no i kolaps sekundarnog mjehurica,
Sto zajednicki rezultira emisijom primarnih i sekundarnih Sok-valova (173). Oslobadanje
energije 1 Sok-valovi nastali iz primarnog mjehuri¢a dovode do brZeg strujanja irigansa u kanalu
1 njegova dubljeg prodiranja unutar korijenskog kanala. Sekundarni pak mjehuri¢i kolabiraju u
neposrednoj blizini stijenki intrakanalnog dentina, a Sok-valovi koji tako nastaju do povrSine

dentina ne gube energiju i djeluju na stijenke u punoj brzini (174).

Trajanje osciliraju¢eg razdoblja mjehuri¢a i njegov kolaps ovise o promjeru prostora u
kojem se dinamika mjehuri¢a odvija (174). U endodonciji su to trepanacijski otvor i korijenski
kanal, ¢ija je dimenzija promjenjiv parametar ovisno samom zubu, anatomiji korijenskog
kanala 1 tipu trepanacijskog otvora. Lukac i sur. (174) dokazali su postojanje negativne
korelacije izmedu promjera kanala 1 optimalnog separacijskog vremena izmedu primarnog i
sekundarnog pulsa. Naime, pokazali su kako u uzim kanalima separacijsko vrijeme izmedu
dva pulsa treba biti vece, dok u kanalima veceg promjera, kako bi amplifikacija udarnih Sok-
valova bila u¢inkovita, ono mora biti nize (174). Zato se, tijekom emisije laserskog zracenja u

AutoSWEEPS modalitetu, neprestano mijenja vremenski razmak izmedu primarnog i
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sekundarnog pulsa, a mijenja se od 300 do 650 us u koracima od po deset mikrosekundi kako
bi se unutar svake anatomije 1 promjera kanala osiguralo postojanje vremenskog raspona u
kojem su vremenski razmaci izmedu dva pulsa priblizni optimalnom (FWHM = 50 ps), a udarni

Sok-valovi dovoljno ucinkoviti (172).

U¢inak lasera dobiven tehnikom SWEEPS jest fototermalni, a koji posljedi¢no dovodi
do fotoakusticnog i fotomehani¢kog uc¢inka. Navedeni ucinci dobivaju se uporabom laserskih
zraka srednjih infracrvenih valnih duljina, no termicki ucinak smanjen je uporabom veoma
kratkih pulsova (50 ps) i smanjenjem same energije laserske zrake na 20 mJ. Radi se o
subablativnoj razini energije koja gotovo potpuno iskljuCuje negativan termicki i ablativni
ucinak laserske zrake na dentin (101, 169, 175). Snaga zrake je 0,6 W. Klini¢ki protokol

istovjetan je onom PIPS modaliteta.

Prema dosada$njim istraZivanjima, prednosti laserske, a potom 1 SWEEPS aktivacijske

tehnike u klini¢kom radu su:

e superiorna aktivacija kemijskog sredstva (176, 177)

o fizicka disrupcija biofilma i destrukcija bakterijske stanice (178)

e redukcija bakterija 1 aktivacija NaOCl-a ve¢ prije same instrumentacije s
obzirom na pozicioniranje fiberoptickog nastavka u kavum te sprjecavanja
periapikalnog proguravanja pulpe 1 inficiranog sadrzaja (175)

e bolji protok irigansa u uskim kanalima (175)

e istovremeni protok irigansa u vise kanala, ponovno zahvaljujuéi pozicioniranju

fiberoptickog nastavka (175).
1.7.2.1.Erbij laserski nastavci za SWEEPS tehniku

Za tehniku SWEEPS na trzistu postoje dva dizajna laserskog nastavka koji se mogu
koristiti, nastavak ravnog vrha (Slika 6) 1 radijalni nastavak (koni¢ni oblik na samom vrhu
nastavka) (Slika 7). Razlika izmedu ovih nastavaka je u nacinu prijenosa energije i dinamici
stvaranja mjehurica (179).

Vrh ravnog nastavka sekundarnim mjehuri¢em ,,tjera* primarni mjehuri¢ dublje u
kanal, ¢ime se potencijalno poboljSava ucinak ispiranja dubljih dijelova unutar kanala. Ovaj je
uc¢inak manje izrazen kada se rabi radijalni nastavak (180). Medutim, radijalni nastavak
uzrokuje stvaranje viSeg unutarnjeg tlaka na stijenkama dentina. No kod promjera ravnog

nastavka jednakog ili manjeg od 400 um, oba nastavka pokazuju sli¢an u¢inak (179).
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Slika 6. Ravni laserski nastavak nastavak za Er:YAG laserski aktivirano ispiranje promjera

400 pm, duljine 12 mm (Fotona, Ljubljana, Slovenija)

Slika 7. Razli¢it dizajn laserskih nastavaka za Er:YAG lasersku aktivaciju irigansa uz
koristenje SWEEPS modaliteta (Fotona, Ljubljana, Slovenija): radijalni nastavak promjera 400

um, duljine 12 mm; radijalni nastavak promjer promjera 600 pm, duljine 9mm.
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1.8. Revizija endodontskog lijeCenja

Revizija endodontskog lijeCenja provodi se kod neuspjesnog primarnog endodontskog
lijecenja. Revizija je indicirana u sluc¢ajevima neadekvatno punjenih korijenskih kanala s
radioloskim nalazom perzistiraju¢eg periapikalnog procesa i klini¢kim simptomima. Revizijom
se, koliko je to najvisSe moguce, mehanickom i1 kemijskom obradom uklanjaju materijal za
punjenje 1 mikroorganizmi iz slozene anatomije endodontskog prostora i pripremaju se

korijenski kanali za ponovnu obturaciju (181).

1.8.1. Ucinkovitost revizije endodontskog lijeenja

Zanimanje za istrazivanja o reviziji korijenskih kanala raste tijekom posljednjih
desetljeca kako bi se poboljsala uspjesnost njezine izvedbe. Revizija je opcija u sluc¢ajevima
neuspjesnog inicijalnog endodontskog lije¢enja. Protokol se sastoji od uklanjanja punjenja
korijenskog kanala, protokola ispiranja i dezinfekcije te ponovnog punjenja endodontskog
prostora (182). Prema klini¢kim istrazivanjima, uspjeSnost revizije je izmedu 45 1 83 % (10,
106, 183) Jedan od problema postupka revizije je ograni¢eno i otezano uklanjanje materijala za
punjenje korijenskog kanala, bez obzira na vrstu punila i rabljenu tehniku revizije (184). Neka
istrazivanja pokazuju da zaostali materijal za punjenje u zakrivljenim kanalima varira od 10 %
u koronarnom do 90 % materijala u apikalnoj trecini korijenskog kanala bez znacajne razlike
medu razli¢itim tehnikama revizije (185, 186, 187). Srednji volumen preostalog materijala za
punjenje veci je nakon punjenja tehnikom kondenzacije kontinuiranog vala nego nakon tehnike
hladne lateralne kondenzacije (187). Ostaci punjenja korijenskog kanala mogu biti inficirani i
mogu §tititi bakterijski biofilm unutar sloZenog intrakanalnog podrucja, ograni¢avajuci potpuno
mehanicko ¢iS€enje 1 smanjujuci ucinkovitost kemijske dezinfekcije (188), osobito u sloZenoj
anatomiji zavijenih korijenskih kanala. Stoga su potrebne dodatne tehnike za poboljSanje

¢iS¢enja korijenskog kanala.
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1.8.2. Materijali za punjenje korijenskog kanala i njihovo uklanjanje iz kanala

Materijal za punjenje sluze za obturaciju glavnog korijenskog kanala (od koronarnog
dijela do apikalnog otvor), a po mogucnosti i akcesorne i lateralne kanale kako bi se sprijecila

reinfekciju endodontskog prostora (189).
Materijal za punjenje trebao bi imati sljedece karakteristike (7):

e jednostavno rukovanje

e brtvljenje apikalnog dijela korijenskog kanala i lateralnih kanala
e stabilnost volumena materijala nakon unosenja u korijenski kanal
e otpornost na vlagu

e baktericidno i bakteriostatsko djelovanje

e dobra vidljivost na rentgenu (radiokontrastnost)

e ne uzrokovati obojenja zubnih struktura

¢ ne bi smio uzrokovati iritaciju periapeksa

e sterilnost ili moguénost sterilizacije

e mogucénost jednostavne revizije.

Zbog lakSe manipulacije i unosenja u korijenski kanal, materijali za punjenje trebali bi
imati mogucnost adhezije na stijenke intrakanalnog dentina te se polako stvrdnjavati. Ni jedan
materijal na trZi$tu ne zadovoljava u potpunosti svim navedenim kriterijima. lako su se kroz
povijest na trziStu pojavljivali razli€iti materijali za punjenje, danas se za punjenje korijenskih
kanala najceSce rabi gutaperka obloZena punilima temeljenima na smoli 1 biokeramici 1

bioaktivni materijali bez gutaperke kao nosaca.
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1.8.2.1. Gutaperka

Gutaperka je termoplasti¢ni materijal uveden u klinicku praksu prije 160 godina dobiven
koagulacijom mlijecnog soka egzoticnog drveta Isonandra guttae. Gutaperka je izomer
kaucuka 1 postoji u dva kristali¢na oblika (o 1 B gutaperka) te amorfnom obliku (189, 134).
Gutaperka u a-fazi koristi se pri suvremenim termoplasti¢nim postupcima punjenja korijenskih
kanala dok su u B-fazi rafinirani kol€i¢i gutaperke koji zagrijavanjem na temperaturu od 41 do
49 °C prelaze u a-fazu. Zagrijavanjem na temperaturu od 53 do 59 °C prelazi u amorfno stanje.

Gutaperka se uspjesno otapa u kloroformu, eteru i eteri¢nim uljima (189).

Gutaperka Stapi¢ sastoji se od cinkovog oksida (65 — 75 %), same gutaperke (20 %) 1
veziva (vosak, smola), opakera (metalni sulfat), plastifikatora i pigmenata boje (7). Cinkov
oksid moze uzrokovati iritaciju periapikalnog tkiva (134). Prednosti gutaperke su relativno
dobra prilagodba stijenkama intrakanalnog dentina, lako rukovanje i jednostavno uklanjanje.

Nedostaci su joj neadhezivnost i niska razina elasti¢nosti (189).

Prema dosada$njim istrazivanjima, materijal za punjenje jos se uvijek ne moze potpuno
ukloniti iz korijenskih kanala (184.). Otapalo se spominje kao mogu¢i uzrok komplikacija jer
stvara film otopljene gutaperke na stijenkama intrakanalnog dentina koji se teze uklanja. U
preglednom radu Dotto 1 sur. (190), u koji je uklju¢ena 41 studija, ne nalaze korist u uporabi
otapala. Horvath i sur.(191) i Boarium i sur. (192). zakljuc¢ili su da uporaba eukaliptusa dovodi
do veceg zaostajanja gutaperke i punila na stijenkama korijenskog kanala i unutar dentinskih
tubula, nego u kontrolnim skupinama koje su ispitivale svrdla Gates-Glidden u kombinaciji s

hedstroemom (191) i rotacijske instrumente ProTaper Universal (192).
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1.8.2.2. Punila temeljena na smolama: sastav i svojstva

Punila na bazi smole spadaju u meka punila koje se stvrdnjavaju u korijenskom
kanalu. U punila temeljena na smolama ubrajaju se poliketonske, epoksi i kompozitne smole.

Najrasireniji materijal na trzistu koji je po sastavu epoksi smola je AH Plus, poboljSana
verzija AH-26 silver free 1 AH26, uz brze vrijeme stvrdnjavanja i bolju radiokontrastnost, a
temelji se na epoksi amin smoli (7). AH26 punilo bilo je toksi¢no za vrijeme dugotrajnog
stvrdnjavanja u kanalu (48 sati) zbog otpustanja tragova formaldehida te je bojalo tvrda zubna
tkiva zbog srebra u svom sastavu (7). AH plus punilo jos je uvijek ,,zlatni standard* u modernoj
klinickoj praksi s obzirom da i najnovija istrazivanja pokazuju njegovu superiornost u vaznim
karakteristikama punila. Istrazivanje Souza i sur. (193) pokazalo je da AH plus punilo jos uvijek
ima najvecu radiokontrastnost i najmanju topljivost u usporedbi s AH Plus Biokeramikom i

¢istim biokeramickim punilom.

1.8.2.3. Biokeramicka punila

U literaturi postoji nekoliko podjela biokeramickih materijala.

Jafari i sur. (194) podijelili su biokeramicke materijale u dvije skupine:
1. trikalcij fosfatna punila

2. trikalcij silikatna punila koja se temelje na MTA-u (engl. mineral trioxide aggregate,

MTA) i punila koja se ne temelje na MTA-u.

Prednosti biokeramickih materijala su biokompatibilnost, dobra fizikalno kemijska
svojstva, visoki pH, odgovaraju¢a radioopaknost i otpuStanje iona kalcija u visokim
koncentracijama, Sto rezultira formiranjem hidroksilapatita (195, 196, 197). Dimenzijski su
stabilni 1 lagano ekspandiraju prilikom stvrdnjavanja (198, 199, 200). Netoksic¢ni su 1 kemijski
stabilni u bioloskom okruzenju ( 198, 201). U slu¢aju kontakta s periapeksom, ne izaziva upalni

odgovor, §to je jedna od najistaknutijih prednosti (202).

Biokeramicki materijali koriSteni za punjenje korijenskih kanala sadrZze cirkonijev
dioksid, kalcijev silikat, kalcijev fosfat, kalcijev hidroksid i ostala punila. Ovakva biokeramika
je hidrofilna je 1 moze stvarati hidroksiapatit. Takoder, kemijski se veze za intrakanalni dentin
(203).Vazan ¢imbenik u stvrdnjavanju biokeramickih materijala je vlaga (204). Voda ima
odlucujucu ulogu u kontroli stupnja hidratacije i vremenu stvrdnjavanja koje iznosi Cetiri sata

(205). U kontaktu s vlagom odvija se reakcija hidratacije kalcijevog silikata te se formiraju
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kalcij silikatni hidrogel 1 kalcijev hidroksid (206). Kalcijev hidroksid reagira dalje s fosfatom i
nastaje hidroksiapatit 1 voda (207). Voda dalje nastavlja reakcijski krug i ponovno reagira s
kalcijevim silikatom te se ponovo stvara kalcij silikatni hidrogel i kalcijev hidroksid. Zbog tog
svojstva, biokeramiCki materijali nazivaju se i bioaktivnim materijalima (208). Tri faze
stvrdnjavanja biokeramickog materijala kemijskim formulama prikazane su sljedece: a) 1 b)

reakcija hidratacije kalcijeva silikata; c) reakcija precipitacije kalcijeva fosfata (209, 210).
(a) 2[3Ca0-SiO;] + 6H20 - 3Ca0-2Si02'3H>0 + 3Ca(OH):
(b) 2[2Ca0'SiO:] + 4H,0 = 3Ca0-2Si02 3H,0 + Ca(OH)
(c) 7Ca(OH); + 3Ca(H2PO4)2 = Caio(PO4)s(OH)2 + 12H,0

Kompresivna ¢vrstoca biokeramickih punila vrlo je visoka (50 — 70 MPa), a zbog

visokog pH (pH 12,9) djeluju antibakterijski 24 sata nakon aplikacije (202, 211).

Biokeramicka punila mogu biti jednokomponentna i dvokomponentna.
Dvokomponentno punilo priprema se mijeSanjem praha i tekucine. Na trziStu je najpoznatije
dvokomponentno punilo BioRoot (BioRoot RCS; Septodont, Francuska) (Slika 8) u ¢ijem je
sastavu praska trikalcij silikat, cirkonijev oksid i povidon, a tekuéina je vodena otopina
kalcijevog klorida i polikarboksilata. Homogena pasta dobiva se mijeSanjem Spatulom jedne

mjerice praha i pet kapljica tekucine u trajanju od jedne minute.
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Nakon pojave biokeramickih materijala na trziStu, postojala je zabrinutost medu
kliniarima po pitanju njezinog uklanjanja tijekom postupka revizije. Medutim, najnovija
istrazivanja ukazuju na bolju moguénost uklanjanja biokeramickog punila od AH plus punila
(212). Eymirli i1 sur. (213) ustanovili su da je gutaperka medij koji olakSava reviziju
biokeramickih punila. Ostala su istrazivanja pokazala kako nije moguce u potpunosti ukloniti
ostatke punila ni kod biokeramickog punila ni kod punila temeljenih na smolama (6,12,27,30

rad ovalni).

Slika 8. BioRoot RCS dvokomponentno biokeramicko punilo za punjenje korijenskih kanala

(BioRoot RCS; Septodont, Francuska)
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1.9. Mikro-kompjuterizirana tomografija u endodontskim istrazivanjima

Mikro-kompjuterizirana tomografija (mikro-CT) precizna je metoda koja se u
istrazivanjima koristi od 1980. godine. Industrijski CT ima bolju prostornu rezoluciju u odnosu
na tradicionalni CT, proizvodi voksele u rasponu od 5 do 50 um, milijun puta manjeg volumena
u odnosu na standardni CT, a objekti se mogu skenirati do 200 milimetara u promjeru. Medutim,
mane mikro-CT-a su skupoca i neprimjenjivost u svakodnevnom klinickom radu zbog jakog

zracenja. (218, 219)

Mikro-CT skeneri snimaju niz 2D planarnih rendgenskih slika i rekonstruiraju podatke u
2D rezove poprecnog presjeka. Ti se rezovi mogu dalje obraditi u 3D modele, pa Cak i ispisati
kao 3D fizicki objekti za analizu. S 2D rendgenskim sustavima vidi se kroz objekt, ali sa
snagom 3D mikro-CT sustava vidi se unutrasnjost objekta i otkrivaju njegove unutarnje
znacajke (Slika 9). Pruza volumetrijske informacije o mikrostrukturi 1 rije¢ je o
nedestruktivnom snimanju predmeta. Rendgenske zrake generiraju se u izvoru X-zraka,
prenose kroz uzorak, a registrira ih detektor X-zraka kao 2D projekcijsku sliku. Uzorak se zatim
rotira za djeli¢ stupnja na rotacijskom postolju i snima se jos jedna slika rendgenske projekcije.
Ovaj se korak ponavlja okretanjem za 180 stupnjeva (ili ponekad za 360 stupnjeva, ovisno o
vrsti uzorka). Niz slika rendgenske projekcije zatim se izraCunava u slike poprecnog presjeka
pomocu procesa racunanja koji se naziva ,,rekonstrukcija®. Ti se isjecci mogu analizirati, dalje

obraditi u 3D modele, izraditi filmove, ispisati u 3D fizicke objekte itd. (220)

1.9.1. Primjena mikro-kompjuterizirane tomografije u endodontskim istraZivanjima

Mikro-CT se intenzivno koristi u endodontskim istraZivanjima za analizu povrSine
intrakanalnog dentina, uklanjanje ostatka tkiva i materijala za punjenje unutar kanala, za
anatomske nepravilnosti (istmusi) 1 analizu apikalnih transportacija zavijenih korijenskih
kanala (221, 222). Rezultati istrazivanja pokazuju da je mikro-CT pouzdana metoda u analizi
zubnih struktura (223). Mikro-CT moze prikazati presjeke zuba definiranjem debljine cakline,
dentina i pulpne komore, a imaging softver moze izraditi 3D rekonstrukcije volumetrijski prikaz
analiziranih podataka (224). Presjeci se mogu rekonstruirati u bilo kojoj ravnini, a podaci
prikazati kao dvodimenzionalne ili trodimenzionalne snimke koje se analiziraju i kvalitativno 1
kvantitativno (225, 226). Dobiveni mikro-CT podaci baza su daljnjih analiza endodontske
anatomije, ispitivanja ucinkovitosti klini¢kih protokola te predstavljaju vrijedan matematicki

model strukture zuba.
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Mikro-CT sluzi za ispitivanje obrade korijenskih kanala razli¢itim sustavima
instrumentacije te se njime moze mjeriti koli¢ina obradene povrsine, transportacija, centriranost
instrumenta, stupanj izravnavanja zavijenih kanala (227). Mikro-CT-om moZe se mjeriti
volumen punila, koli¢ina zaostalog materijala za punjenje nakon revizije, debljina kanala,

(ne)obradena povrsina (227-229). U najnovijim istrazivanjima mikro-CT snimke pomo¢ suiu

selekciji uzoraka izvadenih zuba ¢ime se standadizira protokol istrazivanja.

Slika 9. Todimenzionalne rekonstrukcije ekstrahirantih humanih molara u softveru mikro-CT
uredaja.
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1.10. MikrobioloSke metode u endodontskim istrazivanjima

1.10.1. Lancana reakcija polimerazom

Lancana reakcija polimerazom (engl. polymerase chain reaction; PCR), PCR, je brzi
enzimski postupak identifikacije mikroorganizama na temelju prepoznavanja sekvenci DNK
trazenog mikroorganizma. Male koli¢ine DNK amplificiraju se na koli¢inu dovoljnu za analizu.
Postupak je temeljen na ponavljanim ciklusima triju reakcija: denaturacije nukleinske kiseline
(grijanje), spajanja (hibridizacije) primera te ekstenzije primera s DNK polimerazom koja
dodaje nukleotide svakom primeru. U prvom stadiju PCR-a grijanje (100 °C) uzrokuje kidanje
vodikovih veza izmedu A-T i G-C i kao posljedicu odvajanje lanaca DNK. Snizavanjem
temperature DNK sekvence (primeri) komplementarno se vezu na ciljanu sekvencu DNK. Trec¢i
stadij je sinteza komplementarnog lanca nove DNK pomoc¢u DNK polimeraze. Osjetljivost ove
metode je od deset do sto puta veca u identifikaciji mikroorganizama od ostalih mikrobioloskih
tehnika (230). Jedna od prednosti je i mogucnost izolacije mikroorganizama koji se tesko
kultiviraju ili ih je nemoguée transportirati u laboratorij (230). Cesto se koristi u otkrivanju
uzrocnika endodontskih infekcija razli¢ite simptomatologije (231). Danas postoje brojne
modifikacije PCR-a. Real-time PCR metodom moguce je dobiti i kvantitativne mikrobioloske
rezultate. Multiplex PCR identificira nekoliko razli¢itih vrsta u uzorku, a broad-range PCR

pruza informacije o identitetu svih vrsta u analiziranom uzorku (127).

1.10.2. Metoda kulture

Metoda kulture je postupak izolacije i1 kultivacije mikroorganizama na neselektivnim i
selektivnim, krutim ili teku¢im, umjetnim podlogama, i njene identifikacije na temelju
biokemijskih i/ili morfoloskih obiljezja. Selektivne podloge sadrze odredene kemijske tvari
koje pogoduju rastu jedne vrste bakterije, a inhibiraju rast drugih vrsta. MorfoloSka obiljezja
koja pomaZzu u razvrstavanju bakterija u pojedine grupe su veli¢ina i oblik kolonija, prisutnost
boje 1 mirisa, rast na selektivnim ili oboga¢enim podlogama. Za odredivanje biokemijskih
obiljezja testira se sposobnost fermentacije, aerobna razgradnja Secera, enzimski potencijal.
Nedostatak tehnike kultivacije mikroorganizama jest niska specificnost 1 osjetljivost. Zbog
nepoznavanja specificnih ¢imbenika rasta pojedinih bakterija, one nece rasti na odredenim
podlogama, §to moze biti razlog lazno negativnih rezultata. (127) Mogu¢ problem je i transport
uzoraka tijekom kojeg se gubi utjecaj okoliSnih Cimbenika na rast i sustav komunikacije

(quorum sensing) izmedu mikroorganizama (232).
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1.11. Mikroskopske metode analize uzoraka

1.11.1. Pretrazna elektronska mikroskopija

Pretrazni elektronski mikroskop (engl. scanning electron microscopy, SEM) je
elektronski mikroskop koji proizvodi dvodimenzionalne slike uzorka skeniranjem njegove
povrsine fokusiranim snopom elektrona. Elektroni stupaju u interakciju s atomima u uzorku i
proizvode signal koji sadrzi informacije o topografiji povrsine i sastavu uzorka. SEM metodom
se detektiraju sekundarni elektroni koje emitiraju atomi pobudeni snopom elektrona pomocu
sekundarnog detektora elektrona. Broj sekundarnih elektrona koji se mogu detektirati, a
posljedi¢no 1 intenzitet signala, ovisi o topografiji uzorka. SEM moze postiéi razlucivost vecu
od jednog nanometra. (233)

U konvencionalnom SEM-u, uzorci se promatraju u visokom vakuumu, niskom
vakuumu ili u mokrim uvjetima, pod promjenjivim tlakom ili okoliSnim SEM-om te u Sirokom
rasponu od kriogenih do poviSenih temperatura pomocu specijaliziranih instrumenata. Ovaj
mikroskop ima Siroko pregledno polje i moze proizvesti tocne prikaze trodimenzionalnog
oblika uzorka (234). SEM se koristi za kvalitativnu analizu povrSinske topografije uzorka
(2355), medutim, dvodimenzionalne slike generirane SEM-om ne mogu osigurati kvantitativne
podatke (236). Nadalje, priprema uzorka 1 promjene izazvane vakuumom mogu oduzimati
mnogo vremena 1 uzrokovati morfoloSku neto¢nost (237). Kako bi se uop¢e dobila adekvatna
kvaliteta snimki, potrebno je osigurati sljedece uvjete: Cvrsti uzorci koju mogu stati u
mikroskopsku komoru, stabilnost uzorka u vakuumu. Teku¢i uzorci i materijali koji sadrze
vodu ne ispituju se u konvencionalnom SEM-u, s obzirom da je uzorke prije analize potrebno
dehidrirati. Materijale koji nisu vodljivi potrebno je prevué¢i tankim vodljivim filmom,

primjerice zlatom, platinom, paladijem (233).
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1.11.2. Konfokalna laserska mikroskopija

Konfokalni laserski pretrazni mikroskop (engl. confocal laser scanning microscopy,
CLSM) svjetlosni je mikroskop kojim se analiziraju Zivi 1 nezivi uzorci pomocu fluorescencije
i u reflektiranome svjetlu. Uzorak se osvjetljava tocku po toc¢ku, a emitirana ili reflektirana
svjetlost detektira se tvorec¢i trodimenzionalnu sliku u memoriji digitalnog raunala. Glavna
prednost konfokalne mikroskopije u usporedbi s klasicnom svjetlosnom mikroskopijom jest
mogucnost optickog seciranja, tj. dobivanja ostre slike tankoga sloja pri snimanju debelog
uzorka. Ovom metodom moguce je selektivno detektirati emitiranu fluorescenciju iz tankoga
sloja precizno ogranic¢enog u vertikalnom smjeru, dakle, po dubini uzorka. Od posebne je
vaznosti fluorescencijska konfokalna mikroskopija u kojoj se, u fiksiranom i obojenom
mikrobioloSkom uzorku, na temelju fluorescencije prepoznaju i razlikuju Zive i mrtve stanice
mikroorganizama. Crveno se boje mrtve, a zeleno fluoresciraju zive bakterije, pa se u
istrazivanjima rabi za evaluaciju uc¢inkovitosti antimikrobnih sredstava. Na trodimenzionalnoj
slici moguca je i analiza dubine penetracije dezinficijenasa i mikroorganizama u dentinskim

tubulusima. (238)
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2. CILJEVII HIPOTEZE
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2.1. Svrhaii ciljevi

Svrha doktorskog rada bila je ispitati ex vivo u€inkovitost novog sistema Er:YAG laserski

aktiviranog ispiranja, SWEEPS-a, u endodontskom lije¢enju zuba.
Primarni ciljevi doktorskog rada bili su:

1. Ispitati ex vivo ulinkovitost tehnike SWEEPS u uklanjanju ostataka punila iz
zavijenih korijenskih kanala nakon konvencionalnog postupka revizije 1 usporediti
je s konvencionalnom tehnikom pasivnog ispiranja i ultrazvu¢nim ispiranjem (UI)
(PUL Er:YAG LAI).

2. Ispitati ex vivo u€inkovitost tehnike SWEEPS u uklanjanju ostataka biokeramickog
punila iz ovalnih korijenskih kanala nakon konvencionalnog postupka revizija i
usporediti je s konvencionalnom tehnikom pasivnog ispiranja i ultrazvucnim
ispiranjem (UI).

3. Ispitati ex vivo antimikrobnu uc¢inkovitost tehnike SWEEPS u eradikaciji biofilma
E. faecalisa i usporediti je s konvencionalnom tehnikom pasivnog ispiranja i
ultrazvuénim ispiranjem (UI).

Sekundarni cilj doktorskog rada bio je usporediti u¢inkovitost tehnike SWEEPS s ravnim 1
koni¢nim laserskim nastavcima u uklanjanju ostataka punila nakon konvencionalnog postupka

revizije zavijenih korijenskih kanala.
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2.2. Hipoteze

Nulte hipoteze

1. Nema razlike izmedu SWEEPS, Er:YAG LAI SSP (Super Short Pulse) i UAI u
uklanjanju ostataka punila nakon konvencionalnog postupka revizije zavijenih korijenskih

kanala.

2. Nema razlike izmedu SWEEPS, Er:YAG LAI SSP (Super Short Pulse) i UAI u
uklanjanju ostataka biokeramickog punila nakon konvencionalnog postupka revizije ovalnih

korijenskih kanala.

3. Nema razlike izmedu SWEEPS aktivacijske tehnike ispiranja i ostalih ispitivanih skupina

(konvencionalno ispiranje, PUI) u uklanjanju bakterijskog biofilma iz korijenskih kanala zuba.

4. Nema razlike u u¢inkovitosti SWEEPS tehnike s ravnim i koni¢nim laserskim nastavkom

u reviziji zavijenih korijenskih kanala.

Radne hipoteze

1. SWEEPS aktivacijska tehnika ispiranja ucinkovita je u uklanjanju ostataka punila
nakon konvencionalnog postupka revizije zavijenih korijenskih kanala zuba i pokazuje vecu

ucinkovitost od ostalih testiranih tehnika ispiranja (UAI Er:YAG LAI SSP, KI).

2. SWEEPS aktivacijska tehnika ispiranja ucinkovita je u uklanjanju ostataka punila
nakon konvencionalnog postupka revizije ovalnih korijenskih kanala zuba te pokazuje vecu

ucinkovitost od ostalih testiranih tehnika ispiranja (UAI Er:YAG LAI SSP, KI).

3. SWEEPS aktivacijska tehnika ispiranja ucinkovita je u uklanjanju bakterijskog
biofilma E. faecalis-a i pokazuje vecu u€inkovitost od ostalih testiranih tehnika ispiranja (UAI,

KI).

4. Postoji razlika u ucinkovitosti SWEEPS tehnike primjenom ravnog i koni¢nog

laserskog nastavka u uklanjanju ostataka punila nakon revizije zavijenih korijenskih kanala
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3. MATERIJALI I POSTUPCI
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3.1.Istrazivanje 1. Ispitivanje u¢inkovitosti SWEEPS tehnike u uklanjanju ostataka
punila iz zavijenih korijenskih kanala nakon konvencionalnog postupka revizije

3.1.1. Odabir uzoraka za istraZivanje

Prije pocetka istrazivanja, provedena je power analiza za koju je upotrijebljen chi-
square test uz parametre a = 0,05 i b = 0,95 kako bi se odredio potreban broj uzoraka po

skupinama. Izracun je pokazao da je potreban broj uzoraka po skupini 10.

U istrazivanju je rabljeno 40 okruglih i jako zavijenih mezijalnih korijenskih kanala
(Vertucci tip IV) iz ekstrahiranih humanih molara donje ili gornje Celjusti. Nakon vadenja, zubi
su snimani CBCT-om (engl. cone beam computed tomography) (Cranex 3DX; Soredex,
Tuusula, Finska) uz sljede¢e parametre: vidno polje, 595 (5,0 mm) mm; ENDO, 85 um; 6,3
mA; 90 kV; 8,7 s;1450,3 mGycm?2.

Zavijenost korijenskih kanala izmjerena je na CBCT snimkama prema tehnici koju je
opisao Schneider. U istrazivanje su ukljuceni uzorci korijenskih kanala sa zakrivljenosti izmedu

25°140°.

Odabrani uzorci rasporedeni su po skupinama vode¢i ra¢una o podjednakoj raspodjeli
razli¢ito zakrivljenih korijenskih kanala po skupinama. Uzorci su pohranjeni u 0,1 %-tnoj

otopini timola prije upotrebe.
3.1.2. Instrumentacija i punjenje korijenskih kanala

Prikupljeni uzorci trepanirani su konvencionalnim pristupom uz vodeno hladenje
dijamantnim svrdlom br. 016 (Komet, Rock Hill, SC, SAD). Inicijalna prohodnost kanala
potvrdena je umetanjem ru¢nog endodontskog instrumenta K-file veli¢ine 10 (Dentsply Sirona,
Ballaigues, Svicarska) i uo¢avanjem njegovog prolaska kroz apikalni foramen prije i poslije
preparacije kanala. Samo su zubi s apikalnim foramenom pocetnih promjera ve¢ih od ISO
veli¢ine 10 1 manji od ISO veli¢ine 20 K-file ru¢nog instrumenta od nehrdajuceg celika bili
ukljuceni u istrazivanje. Radne duljine (RD) odredene su na 0,5 mm od vanjskog foramena.
Apikalni otvori svih odabranih korijena zatvoreni su vru¢im ljepilom, a zubi umetnuti u podlogu
od polivinilsiloksan materijala (Exaflex putty, GC) u svrhu kreiranja zatvorenog sustava i

ogranicavanje protoka tekucine kroz apikalni foramen.
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Korijenski kanali instrumentirani su rotacijskim sustavom ProTaper Next (PTN)
(Dentsply Sirona, Ballaigues, Svicarska) u motoru VDW Reciproc Gold postavljenim u
rotacijski nacin rada (300 o/min, 270 NCm). Kanali su instrumentirani do pune radne duljine
instrumentima ProGlider, PTN X1 i X2 (veli¢ina vrha 0,25, 0,06 konicitet) (Slika 10). Tijekom
postupka instrumentacije upotrijebljeno je 10 ml 3 %-tnog natrijevog hipoklorita (NaOCl) za
svaki kanal s iglom 31G 1 Spricom (Steri Tips, DiaDent,Kanada).

Zavrsno, prije postupka punjenja, kanali su isprani s 1 ml fizioloSke otopine 30 sekundi
(6) i osuseni sterilnim papirnatim $tapi¢ima PTN X2 (Dentsply Sirona, Ballaigues, Svicarska).
Pripremljeni korijenski kanali napunjeni su punilom na bazi epoksi smole (AH Plus, Dentsply
Sirona Endodontics, Ballaigues, Svicarska) i gutaperka §tapiécem PTN X2 koriste¢i tehniku
tople vertikalne kondenzacije kontinuiranog vala u kombinaciji s injekcijskom tehnikom
(BeeFill 2 inl; VDW, Miinchen, Njemacka) (18) (Slika 11). Punilo je uneseno u korijenski
kanal pomocu instrumenta veli¢ine 25 K do pune RD. Zatim je gutaperka Stapi¢ PTN X2
postavljen u kanal do pune radne duljine. Toplim nabija¢em (engl. plugger) veli¢ine 40 (200
°C) uklonjen je viSak gutaperke do ulaza u korijenski kanal. Dio gutaperke u korijenskom
kanalu uklonjen je prethodno odabranim i izmjerenim toplim nabijacem (engl. plugger) u
jednom kontinuiranom pokretu (trajanje 3 s) do 5 mm od pune radne duljine te zatim
kondenziran pomoc¢u ru¢nog hladnog nabijaca veli¢ine 1 (Machtou plugger; VDW, Miinchen,
Njemacka). Za punjenje oslobodenog dijela korijenskog kanala rabljena je injekcijska tehnika
ubrizgavanja zagrijane gutaperke (180 °C) u tri koraka, a svaka je porcija gutaperke
kondenzirana pomocu ru¢nih nabijac¢a odgovarajuce veli¢ine (veli€ine 2, 3 14). Nakon punjenja
korijenskog kanala, pristupni kavitet zatvoren je privremenim restaurativnim materijalom
(Caviton; GC, Tokio, Japan). Kvaliteta punjenja potvrdena je uporabom digitalne radiografije
iz bukolingvalne 1 meziodistalne projekcije. Svi su uzorci bili ¢uvani na 37 °C 1 100 % relativne

vlaznosti dva tjedna.
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Slika 10. Instrumentacija zavijenog kanala ProTaper Next rotacijskom tehnikom (Dentsply

Sirona, Ballaigues, Svicarska)

Slika 11. Punjenje korijenskih kanala toplom vertikalnom kondenzacijom i injekcijskom

tehnikom (BeeFill 2 in1; VDW, Miinchen, Njemacka).
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3.1.3. Revizija korijenskog kanala

Postupak ponovnog lije€enja proveden je uz uporabu rotacijskog instrumenta ProTaper
Universal (D1, D2, D3) (Dentsply-Sirona, Ballaigues, Svicarska)(Slika 12) prema uputama
proizvodaca brzinom od 300 o/min i torzijskim optere¢enjem od 2,5 N/cm2. Instrument D1
rabljen je za uklanjanje materijala iz koronarnog dijela kanala, dok su za uklanjanje materijala
u srednjoj 1 apikalnoj tre¢ini kanala rabljeni instrumenti D2 1 D3, a potom je ucinjeno dodatno
apikalno prosirenje do RD instrumentom ProTaper Next X3 (veli¢ina vrha 30; 0,06 konus), kao
Sto je prethodno opisano, i s istim postavkama endodontskog motora. Svaki instrument rabljen
je za instrumentaciju triju korijenskih kanala. U postupku revizije upotrijebljeno je ukupno 6
ml 2,5 %-tnog NaOCl-a po korijenskom kanalu. Otapalo nije koriSteno. Korijenski su kanali
zatim osuseni sterilnim papirnatim tapi¢ima PTN X3 (Dentsply Sirona, Ballaigues, Svicarska).
Revizija se smatrala zavrSenom kada je svaki instrument dosegao radnu duljinu (WL) tri

uzastopna puta.

Uzorci su potom nasumic¢no podijeljeni u Cetiri skupine (n = 10/skupina) koje su

podvrgnute sljede¢im protokolima ispiranja.

Slika 12. ProTaper Universal (Dentsply Sirona, Ballaigues, Svicarska) rotacijski instrumenti

za reviziju punjenja
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3.1.4. Eksperimentalni protokoli ispiranja

Skupina 1. SWEEPS (Shock wave—enhanced emission photo-acoustic streaming) s
radijalnim 400 um laserskim nastavkom (SWEEPS/radijalni nastavak)

U pristupni kavitet kontinuirano je ubrizgavano 6 ml 3 %-tnog NaOCl-a pomocu
nepomicno pozicionirane igle s postrani¢nim otvorom od 30G (Steri Tips, DiaDent, Kanada).
Istovremeno, irigans je aktiviran laserom Er:YAG (LightWalker AT, Fotona, Ljubljana,
Slovenija) prema sljede¢im parametrima: nacin rada AutoSWEEPS; energija pulsa 20 mlJ;
frekvencija pulsa 15 Hz; snaga 0,60 W; vr$na snaga 800 W (Slika 13). Radijalni nastavak (400
um, 9 mm; Fotona, Ljubljana, Slovenija) postavljen je u pristupni kavitet tijekom aktivacije (3
ciklusa po 30 s) (Slika 14). Nakon svakog ciklusa viSak irigansa aspiriran je iz pristupnog

kaviteta i u novom je ciklusu nastavljeno dodavanje svjezeg irigansa.

Power
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® Auto SWEEPS 0

+
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Slika 13. Postavke Auto SWEEPS modaliteta Er:Y AG laserski aktiviranog ispiranja (Fotona,
Ljubljana, Slovenija): energija pulsa 20 mJ; frekvencija pulsa 15 Hz; snaga 0,60 W; vrSna

snaga 800 W i postupak izvodenja ispiranja
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Slika 14. SWEEPS tehnika na donjem molaru: laserski nastavak postavljen je u trepanacijski

kavitet, a istovremeno se irigans injicira u kavitet

55



Gabrijela Kapetanovic Petricevié, disertacija

Skupina 2. SWEEPS modalitet,s ravnim 400 um laserskim nastavak (SWEEPS/ravni

nastavak)

Protokol ispiranja kanala bio je jednak protokolu opisanom u prethodnoj skupini
SWEEPS/radijalni nastavak, osim §to je u ovoj skupini koristen ravni Osim vrste laserskog
nastavka (nastavak ravnog vrha, paralelnih stijenki, laserski nastavak promjera 600 um i duljine
9 mm) (Slika 15). svi su ostali parametri, dakle protokol ispiranja i parametri lasera, isti kao i

oni opisani za SWEEPS u Skupini 2.

Slika 15. Ravni i radijalni laserski nastavak za SWEEPS tehniku Er:YAG laserski aktiviranog
ispiranja (Fotona, LightWalker AET, Ljubljana, Slovenija)
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Skupina 3. Er:YAG laserski aktivirano ispiranje modalitetom super kratkog pulsa
(Super Short Pulse) (LAI/SSP)

Korijenski kanali ispirani su istim protokolom koji je opisan za Skupine 2 i 3, no
parametri Er:YAG lasera su bili drugaciji: energija pulsa 20 mlJ; frekvencija pulsa 15 Hz;
trajanje pulsa 50 ps; vr$na snaga pulsa 400 W (Slika 16).Koristen je radijalni Er:YAG laserski
nastavak (LightWalker AT, Fotona, Ljubljana, Slovenija) promjera 600 pm, duljine 9 mm.
Kanali su ispirani 3% NaOCl-om tijekom 90 s (tri ciklusa po 30 s), a vrh je nepomicno

postavljen u pristupni otvor u komori pulpe tijekom aktivacije.
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Slika 16. Postavke Er:YAG lasera za Super Short Pulse (SSP) modalitet laserski aktiviranog
ispiranja
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Skupina 4. Ultrazvucno aktivirano ispiranje (UAI)

Sest mililitara 3 %-tnog NaOCl-a kontinuirano je ubrizgavano u pristupni kavitet
pomocu 30G igle s postranicnim otvorom (Steri Tips, DiaDent, Kanada). Istovremeno,
endodontski ultrazvucni nastavak (Irri S, 25/25, VDW) pri¢vr$éen na endodontski ultrazvuéni
uredaj (VDW ULTRA, VDW, Njemacka) snage 20, postavljen je tri mm od RD i aktiviran 90
sekundi (u tri ciklusa po 30 s)(Slika 17). Na kraju svakog ciklusa, preostali irigans je aspiriran

iz kanala pomocu iste 30G igle (Steri Tips, DiaDent, Kanada) 1 Sprice.

Slika 17. Endodontski ultrazvuéni uredaj (VDW ULTRA, VDW, Miinchen,Njemacka) i Irri S

ultrazvuéni nastavak (VDW, Njemacka).

58



Gabrijela Kapetanovic¢ Petricevié, disertacija

3.1.5. Mikro-CT analiza

Svi uzorci skenirani su tri puta mikro-CT uredajem (XT H 225; Nikon, Tokyo, Japan)
(Slika 18): (1) nakon punjenja korijenskog kanala (Volumen I), (2) nakon revizije korijenskog

kanala (Volumen II) i (3) nakon dodatnog eksperimentalnog protokola ispiranja (Volumen III).

Volumen materijala za punjenje mjeren je pomocu industrijskog mikro-CT (Nikon XT
H 225) uredaja (Slika 19) sa zariSnom veli¢inom cilja od 0,7 um i 14-bitnim 400 mm X% 300 mm
ravnim panel detektorom velic¢ine piksela 127 um. Uzorci su mjereni na 80 kV 1 60 pA
koriStenjem 1600 projekcija na vrijeme ekspozicije 1s. Geometrijsko povecanje je bilo = 100,
Sto je dalo strukturnu rezoluciju od 1,2 um. Volumen gutaperke mjeren je uz iste parametre.
Svi uzorci su skenirani na istoj poziciji s iste postavke zracenja (Slika 20). Tijekom analize
materijal za punjenje tretiran je kao inkluzija u osnovnom materijalu (tvrdo zubno tkivo),
moguce zbog veoma izrazenih vrijednosti sivih tonova zuba i materijala za punjenje. Rezultati

su izrazeni kao postotak materijala za punjenje u osnovnom materijalu (tvrdo zubno tkivo) (16).

XT H 2:

Slika 18. Industrijski mikro-CT (Nikon XT H 225) uredaj
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Slika 19. Obrada rezultata i mjerenje volumena materijala za punjenje (inkluzija) u softveru

mikro-CT uredaja

Slika 20. Dio uzoraka pripremljen za mikro-CT snimanje. Nakon svake eksperimentalne faze

uzorci su vracani u tocno odredene pozicije 1 potom snimani.
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3.1.6. Statisticka analiza

Na temelju Kolmogorov—Smirnovljevog testa, pretpostavka normalne distribucije ne moze
se odbaciti na razini znac¢ajnosti od 5 % za bilo koji od uzoraka. Volumen i relativno smanjenje
volumena ispitani su pomocu dvostranog t-testa izmedu razlicitih grupa kao i u medugrupnoj
analizi. Jednostrani i dvostrani t-test uporabljen je za razmatranje analize unutar grupe.

StatistiCka znacajnost postavljena je na p < 0,05.
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3.2. Istrazivanje 2. Ispitivanje uc¢inkovitosti SWEEPS tehnike u uklanjanju ostataka
punila nakon konvencionalnog postupka revizije ovalnih korijenskih kanala

3.2.1. Odabir uzoraka za istrazivanje

Power analiza izraCunata je chi-square testom uz parametre a = 0,05 i b = 0,95 kako bi
se utvrdio broj potrebnih uzoraka za svaku grupu u svrhu relevantnosti istrazivanja. Izracun je
pokazao da je potreban broj uzoraka po skupini 10. Odabrana su ukupno 42 ravna, ovalna
distalna korijenska kanala, zakrivljenosti <5 % iz skupine ekstrahiranih humanih molara donje

Celjusti pacijenata u dobi izmedu 22 1 42 godine (28).

Ovalni korijenski kanali odabrani su temeljem CBCT snimki (Cranex 3DX; Soredex,
Tuusula, Finska) koje su snimane uz sljedece parametre: vidno polje 595 (5,0 mm) mm; ENDO
85 um; 6,3 mA; 90 kV; 8,7 s; 450,3 mGycm?2. Primjerenost kanala mjerena je prema kriterijima
De Deus i sur. (14). Kriteriji iskljucenja bili su: prethodna obrada korijenskih kanala,
intrakanalne kalcifikacije, karijes korijena, vanjska i/ili unutarnja resorpcija. Odabrani zubi
pohranjeni su u 0,1 %-tnoj otopini timola na 4 °C prije upotrebe. Kriterij uklju¢enja bio je
apikalni promjer svih odabranih uzoraka koji odgovara ISO rasponu veli¢ina 15 do 20

(potvrdeno instrumentom #15 K-file 1 #20 K-file).

3.2.2. Instrumentacija i punjenje korijenskih kanala

Jedan istraziva¢ proveo je sve faze kemo-mehanicke obrade korijenskog kanala.
Tradicionalni pristupni kaviteti s pravocrtnim pristupom korijenskim kanalima pripremljeni su
uz uporabu vodeno hladenog dijamantnog svrdla br. 016 (Komet, Rock Hill, SC, SAD).
Potvrdena je prohodnost kanala rabe¢i instrument K-file ISO 15/20 (Dentsply Sirona
Endodontics, Ballaigues, Svicarska), prema kriterijima uklju¢ivanja. Radna duljina (RD)
odredena je oduzimanjem 0,5 mm od duljine dobivene kada je instrument K-file bio vidljiv na
apeksnom foramenu pomocu lupa od 4,5 x povecanje. Apikalni foramen svih odabranih
korijena zapec€acen je vru¢im ljepilom i umetnut u polivinilsiloksan (Exaflex putty, GC, Tokyo,
Japan) kako bi se kreirao zatvoreni sustav i sprijecio protok tekucine za ispiranje kroz apikalni
foramen (Slika 21). Korijenski kanali pripremljeni su pomocu rotacijskog sustava ProTaper
Next (PTN) (Dentsply Sirona Endodontics, Ballaigues, Svicarska) do veli¢ine 40/0,06 pomocu
endodontskog motora VDW Reciproc Gold (VDW, Miinchen, Njemacka) postavljenog u
rotacijski nacin rada (300 o/min, 270 NCm). Tijekom instrumentacije ukupno 10 ml 3 %-tnog
natrijevog hipoklorita (NaOCl) uporabljeno je za ispiranje korijenskih kanala pomocu igle 31G

s postrani¢nim otvorom (SteriTips, DiaDent, Burnbay, BC, Kanada). Nakon instrumentacije
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kanali su osuSeni pomocu sterilnih papirnatih Stapi¢a PTN X4 (ProTapex Next, Dentsply Sirona

Endodontics, Ballaigues, Svicarska).

Slika 21. Pripremljeni uzorci humanih izvadenih molara. Kreiran je zatvoreni sustav koji

sprjecava protok tekuéine za ispiranje kroz apikalni foramen.
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Korijenski kanali potom su napunjeni dvokomponentnim biokeramickim sredstvom za
punjenje (BioRoot RCS; Septodont, Saint-Maur-des-Fosses Francuska) i single cone tehnikom
punjenja (Slika 22). BioRoot RCS pripremljen je prema preporukama proizvodaca. Nakon toga
je gutaperka PTN X4 umocena u punilo i polako umetnuta u kanal do RD. Visak gutaperka
Stapica u trepanacijskom otvoru odrezan je na ulazu u korijenski kanal i okomito kondenziran
pomocu nabijaca veli¢ine 4 (Machtou plugger; VDW, Miinchen, Njemacka). Nakon punjenja
korijenskog kanala, pristupni kavitet je privremeno zatvoren (Caviton; GC, Tokyo, Japan). Svi

uzorci ¢uvani su na 37 °C 1 100 % relativne vlaznosti dva tjedna.

Slika 22. Uzorci napunjeni tehnikom jedne gutaperke u kombinaciji s biokeramickim punilom

BioRoot RCS (Septodont, Saint-Maur-des-Fosses, Francuska)
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3.2.3. Revizija korijenskih kanala

Uzorci su revidirani recipro¢nom tehnikom strojnim instrumentom Reciproc BlueRB40
(40/0,06) (VDW Dental, Miinchen, Njemacka) (Slika 23) u endodontskom motoru VDW
Reciproc Gold u nacinu rada Reciprocation All. Tijekom postupka ponovnog lijecenja svaki je
korijenski kanal ispran sa 6 ml 3 %-tne otopine NaOCl-a. Instrument je tijekom postupka
revizije progredirao od koronarnog prema apikalnom uz pokrete unutra — van i s amplitudom
priblizno 3 mm prema uputama proizvodaca. Nakon tri takva pokreta, instrument je ociS¢en
sterilnom gazom, a kanal ispran s 3 %-tnim NaOCl-om. Svaki instrument RB40 uporabljen je
za reviziju triju uzoraka. Postupak se smatrao zavrSenim kada je svaki instrument dosegao RD
tri uzastopna puta. Korijenski su kanali zatim osuSeni pomocu sterilnih papirnatih Stapica
(RECIPROC® Paper Points R40) (29), a uzorci nasumicno rasporedeni u tri eksperimentalne

skupine.
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Slika 23. Reciproc® BlueRB40 (40/0,06) instrument (VDW Dental, Miinchen, Njemacka)
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3.2.4. Eksperimentalni zavrsni protokol ispiranja

Nakon postupka revizije, uzorci su nasumicno podijeljeni u tri skupine (n = 14 svaka)

prema eksperimentalnoj tehnici zavr$nog ispiranja.
Skupina 1. SWEEPS®

Korijenski kanali isprani su s ukupno 6 ml 3 %-tnog NaOCl-a. Sredstvo za ispiranje
neprekidno je ubrizgavano Spricom i iglom postrani¢nog otvora od 31G (SteriTips, DiaDent,
Burnbay, BC, Kanada) nepomi¢no postavljene u pristupnom kavitetu. Istovremeno je irigans
aktiviran laserom Er:YAG (LightWalker AT, Fotona, Ljubljana, Slovenija) uporabom
radijalnog nastavka promjera 600 um, duljine 9 mm (Fotona, Ljubljana, Slovenija) tijekom 90
s podijeljeno u tri ciklusa od 30 s. Radijalni laserski vrh postavljen je nepomi¢no u pristupni
kavitet tijekom aktivacije. Parametri lasera bili su sljede¢i: Auto SWEEPS nacin rada, energija
pulsa 20 mJ, frekvencija pulsa 15 Hz, prosje¢na snaga 0,30 W, trajanje pulsa 25 us te vrSna
snaga 800 W. Nakon svakog ciklusa aktivacije, preostali irigans aspiriran je iz kanala pomoc¢u

iste Sprice i igle 31G (Steri Tips, DiaDent, Burnbay, BC, Kanada) [4].
Skupina 2. Ultrazvucno aktivirana ispiranje (UAI)

Uzorci su, kao 1 u prethodnoj skupini, isprani s ukupno 6 ml 3 %-tnog NaOCl-a. Irigans
je dodan u korijenski kanal pomocu igle 31G s bo¢nom ventilacijom (Steri Tips, DiaDent,
Burnbay, BC, Kanada) postavljene 1 mm prema RD, a zatim je kontinuirano dodavan u
pristupni kavitet tijekom ciklusa aktivacije. Svaki uzorak je kontinuirano aktiviran
endodontskim ultrazvuénim nastavkom (Irri S, 25/25, VDW) postavljenim u endodontski
ultrazvuéni uredaj (VDW ULTRA; VDW, Miinchen, Njemacka). Ultrazvucni nastavak
postavljen je 3 mm od RD. Trajanje aktivacije iznosilo je 90 s podijeljenih u tri istovjetna
ciklusa po 30 s. Nakon svakog ciklusa UAI, preostali irigans aspiriran je iz kanala pomocu

Sprice 1 igle 31G (Steri Tips, DiaDent, Burnbay, BC, Kanada).
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Skupina 3. Konvencionalno ispiranje iglom i Spricom (KI)

Igla 31G s postrani¢nim otvorom (Steri Tips, DiaDent, Burnbay, BC, Kanada) (Slika
24) rabljena je za ispiranje svakog korijenskog kanala i u ovoj skupini, ali bez aktivacijskog
postupka. Ukupno 6 ml 3 %-tnog NaOCl-a aplicirano je u tri ciklusa po 30 s, ukupno 90 s. Igla
je postavljena 1 mm od pune radne duljine. U svakom je ciklusu upotrijebljeno 2 ml otopine za
ispiranje. Nakon Sto je svaki pojedini ciklus zavrSen, preostali je irigans aspiriran pomocu igle

1 Sprice iste veliCine.

Slika 24. Konvencionalno ispiranje 31G iglom s postrani¢nim otvorom (Steri Tips, DiaDent,

Burnbay, BC, Kanada)

67



Gabrijela Kapetanovic¢ Petricevié, disertacija

3.2.5. Mikro-CT analiza

Svi uzorci skenirani su tri puta mikro-CT uredajem (XT H 225; Nikon, Tokyo, Japan):
1) nakon punjenja korijenskog kanala (Volumen I), 2) nakon revizije korijenskog kanala
(Volumen II) i 3) nakon dodatnog eksperimentalnog protokola ispiranja (Volumen III) (Slika
25).

Volumen materijala za punjenje mjeren je pomocu industrijskog mikro-CT (Nikon XT
H 225) uredaja sa zariSnom veli¢inom cilja 0,7 um i 14-bitnim 400 mm X% 300 mm ravnim panel
detektorom veli¢ine piksela 127 pm. Uzorci su mjereni na 80 kV 1 60 pA koristenjem 1600
projekcija na vrijeme ekspozicije od 1s. Geometrijsko povecanje je bilo = 100, Sto je dalo
strukturnu rezoluciju od 1,2 pm. Volumen gutaperke mjeren je uz iste parametre. Svi uzorci su
skenirani na istoj poziciji s iste postavke zra¢enja. Tijekom analize materijal za punjenje tretiran
je kao inkluzija u osnovnom materijalu (tvrdo zubno tkivo), moguce zbog veoma izrazenih
vrijednosti sivih tonova zuba i materijala za punjenje. Rezultati su izrazeni kao postotak

materijala za punjenje u osnovnom materijalu (tvrdo zubno tkivo) (16).

Slika 25. Dio uzoraka izvadenih humanih zuba pripremljen za mikro-CT snimanje. Uzorci su
za svako snimanje vracani u to¢no odredene pozicije kako bi tocnost i usporedivost snimki

bila Sto veca.
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3.2.6. Statisticka analiza

Smanjenje koliine materijala za punjenje nakon svakog dijela protokola revizije
analizirano je Kruskal-Wallisovim testom. Medugrupne analize provedene su Wilcoxonovim
testom. Statisticka znacajnost postavljena je na p < 0,05. Sve statisticke analize provedene su
uporabom IBM SPSS Statistics for Windows verzija 23.0 (www.spss.com (pristupljeno 10.
rujna 2022.)).
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3.3.Istrazivanje 3. Ispitivanje antimikrobne ucinkovitosti SWEEPS tehnike u uklanjanju
bakterijskog biofilma sa dentinskih plo¢ica

3.3.1. Odabir i priprema uzoraka

Temeljem power analize (RM-ANOVA) razine znacajnosti alfa = 0,05 te snage testa od

90 %, u istrazivanje je bilo potrebno ukljuciti najmanje 11 uzoraka.

U istrazivanju su upotrijebljeni izvadeni humani jednokorijenski 1 jednokanalni intaktni
premolari koji nisu prethodno endodontski lijeCeni 1 nemaju karijesne lezije. Izrezivani su
poprecni dentinski izbrusci iz srednje tre¢ine korijenskog kanala tako da je uzorak fiksiran u
akrilatne blokove te izrezan na dentinske ploCice debljine 1 mm na Isomet pili (Isomet 1000,
Buehler, Illinois, USA) (Slika 26) i obostrano poliran na uredaju koriste¢i polirne diskove triju
razlicitih stupnjeva finoce (Presi France, P320, P1200). Dimenzije dentinskih diskova bile su

priblizno iste, 5 x 5 mm.

Nakon pripreme uzoraka, isti su sterilizirani u vru¢oj plazmi (Sterrad 100 NX, ASP,

Schaffhausen, Svicarska).

Ukupno je na ovaj nacin pripremljeno 70 uzoraka, ukupno 17 po ispitivanoj skupini.
U svakoj ispitivanoj skupini bilo je 13 uzoraka (n = 13) za kvantitativnu analizu te po dva
uzorka za kvalitativnu analizu SEM i1 CFM mikroskopijom, ukupno 51 ispitivani uzorak.
Kontrolni uzorci bili su rasporedeni po pet u skupini te po dvije za SEM 1 CFM mikroskopiju,

ukupno 19 kontrolnih uzoraka.
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Slika 26. Rezanje dentinskih plocica debljine 1 mm na Isomet pili (Isomet 1000, Buehler,
[llinois, USA)
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3.3.2. Kreiranje Enterococcus faecalis biofilma

Za potrebe istraZivanja koriSten je tvornicki soj E. faecalisa (ATCC 29212, American
Type Culture Collection, Manassas, VA, USA). Pripremljena suspenzija bakterije E. faecalis
(ATCC 29212) gusto¢e 0,5 McFarlanda (Densimat, BioMerieux, France) koristila se za

stvaranje bakterijskog biofilma starog dva tjedna.

Sterilni dentinski diskovi postavljeni su u jazice volumena 1 ml u koje se zatim pipetom
unosila hranjiva podloga, brain hearth broth. Svakih 48 h kroz 14 dana mijenjala se hranjiva
podloga (Slika 27). U svakoj skupini rast bakterijskog biofilma potvrden je na kontrolnim

uzorcima kvantitativnom analizom (metoda kulture) 1 kvalitativnom analizom (SEM, CFM).

Slika 27. Uzgoj biofilma E.faecalisa na dentinskim plo€icama unutar sterilnih jaZica
volumena 1000 mikrolitara ispunjenih teku¢om hranjivom podlogom. Izmjena hranjive

podloge (brain hearth broth) svakih 48h/14 dana.
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3.3.3. Tretiranje uzoraka s uzgojenim biofilmom E. Faecalisa

Nakon kreiranja biofilma uzorci su nasumicno rasporedeni u 4 skupine (n = 13).

Uzorci u kontrolnoj skupini nisu tretirani, a uzorci u eksperimentalnim skupinama

tretirani su jednakim protokolom ispiranja za sve tri ispitivane metode.

3.3.3.1. Eksperimentalni protokoli ispiranja

Svaki uzorak umetnut je u jazice od 1 ml i podvrgnut protokolu ispiranja u trajanju od
90 s podijeljenim u 3 ciklusa po 30 sekundi 3 %-tnom otopinom NaOCl-a. Za svaki ciklus
uzorak je premjesten u novu jazicu sa svjezim irigansom. Volumen irigansa u svakoj je jazici
bio 500 pl. Nakon postupka ispiranja svaki uzorak uronjen je 30 sekundi u otopinu natrijeva
tisulfata u svrhu inaktivacije daljnjeg djelovanja NaOCl-a nakon prestanka eksperimentalnog
protokola ispiranja. Posljednji korak podrazumijevao je blago ispiranje fizioloSkom otopinom

u vidu uranjanja dentinske plocice u jazicu sa sterilnom fizioloSkom otopinom.
Skupina 1. SWEEPS (n = 13)

Po iznad opisanom eksperimentalnom protokolu ispiranja uzorci su tretirani laserom
Er:YAG (LightWalker AT, Fotona, Ljubljana, Slovenija) koriste¢i radijalni nastavak promjera
600 um, duljine 9 mm (Fotona, Ljubljana, Slovenija) tijekom 90 s podijeljenih u tri ciklusa od
30 s (Slika 28). Radijalni laserski vrh postavljen je nepomi¢no na pristupni kavitet tijekom
aktivacije. Parametri lasera bili su sljede¢i: Auto SWEEPS nacin rada, energija pulsa 20 mJ,
frekvencija pulsa 15 Hz, prosjecna snaga 0,60 W, trajanje pulsa 25 us te vrSna snaga 800 W.
Nakon svakog ciklusa aktivacije uzorak je prebacen u jaZicu sa svjeZim irigansom. Zavrsno je
NaOCI inaktiviran natrijevim tiosulfatom, a uzorak ispran sterilnom fizioloSkom otopinom

kako je opisano.

Slika 28. Uzorak prije 1 nakon tretiranja SWEEPS® tehnikom

73



Gabrijela Kapetanovic¢ Petricevié, disertacija

Skupina 2. UAI (n = 13)

Po gore opisanom zajednickom eksperimentalnom protokolu, uzorci su aktivirani
endodontskim ultrazvuénim nastavkom (Irri S, 25/25, VDW) postavljenim u endodontski
ultrazvucni uredaj (VDW ULTRA; VDW, Miinchen, Njemacka) nepomic¢no pozicioniranim
unutar jazice i postavljen na snagu 20 (modalitet ispiranja)(Slika 29). Nakon svakog ciklusa
uzorak je prebacen u jaZicu sa svjezim irigansom. Zavr$no je NaOCI inaktiviran natrijevim

tiosulfatom, a uzorak ispran sterilnom fizioloSkom otopinom kako je opisano.

20
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Slika 29. Ultrazvucno aktivirano ispiranje uzoraka dentinskih ploc¢ica s uzgojenim 14-
dnevnim E. faecalis biofilmom
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Skupina 3. Konvencionalno ispiranje iglom 1 Spricom (KI, engl. syringe needle
irrigation, SNI)

Po iznad opisanom eksperimentalnom protokolu uzorci su uranjani u 3 ciklusa po 30 s
u 3 jazice s 500 pl 3 %-tnog NaOCl-a (Slika 30) koji je potom inaktiviran natrijevim

tiosulfatom, a uzorak ispran fizioloSkom otopinom.

Skupina 4. Kontrolna skupina (n = 15)

Uzorci bez tretmana. Po 5 uzoraka rasporedeno u svaku ispitivanu skupinu.

Slika 30. Konvencionalno ispiranje uzoraka dentinskih plo€ica uranjanjem u jazice ispunjenje

NaOCl-om
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3.3.4. Mikrobioloska analiza metodom kulture

Uzorci dentinskih diskova su vorteksirani (V-1 plus, Biosan, Riga, Latvija) u 500 pl
sterilne fiozioloske otopine u trajanju od 30 sekundi na fouch modeu kako bi se dobila
suspenzija s prisutnim bakterijskim biofilmom (Slika 31) koja se potom nanosila na krvne agare
mikropipetom u to¢nim razrjedenjima. Razrjedenja su spravljena u mikrotitarskim plo¢icama:
20 pl pripremljenog mikrobioloskog uzorka je dodavano u jazice u kojima se nalazi 180 pl
Mueller-Hinton brotha. Nakon $to su spravljena razrjedenja, pipetom se nanosilo to¢no 10 pl
na svako polje na plo¢ama krvnog agara pocevsi od najveceg razrjedenja prema najmanjem.
Uzorci su inkubirani 24 h u komori na 37 °C. Nakon 24 h oditani su rezultati, izbrojane 1
izraCunate bakterijske kolonije te odreden broj poraslih kolonija (engl. colony forming units,

CFU) prema stupnju razrjedenja.
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Slika 31. Vorteksiranje dentinskih diskova s ciljem dobivanja suspenzije s preostalim

prisutnim bakterijskim biofilmom nakon eksperimentalnog ispiranja uzoraka
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3.3.5. SEM analiza

Dio uzoraka, po dva iz svake skupine, pripremljen je za SEM kvalitativnu analizu.
Uzorci su na nacin da su uzorci najprije fiksirani u formalinu. A potom osuseni u, a potom
dehidrirani u rastu¢im koncentracijama alkohola. Uzorci su analizirani na na Institutu Ruder
Boskovi¢ .

Uzorci za SEM analizu nakon fiksacije u formalinu pripremaju se dehidracijom u
serijskim otopinama koncentracijama alkohola pocevsi od najnize prema najvisoj koncentraciji.
Svaki uzorak u svakoj koncentraciji alkohola ostaje uronjen 20 min. Koristile su se sljedece
koncentracije alkohola: 55 %, 60 %, 75 %, 80 %, 95 % (Slika 32). Zatim se uzorci izlazu suSenju
metodom suSenja u kriti¢noj tocci gdje se voda mijenja s CO2 pod tlakom od 80 bara (Slika
33).

SEM analiza je provedena na FE-SEM uredaju (Field Emission Scanning Electron
Microscope), model JSM-7000F (Jeol Ltd., Tokyo, Japan) na Institutu Ruder Boskovi¢ (Slike
34, 35).

Slika 32. Dehidracija uzoraka u alkoholnim otopinama (do maksimalne 95 % otopine etanola)
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Slika 33. Susenje u kriti¢noj to¢ci pod visokim tlakom (80 bara)
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Slika 35. Uzorci pripremljeni u nosacu za SEM snimanje i analizu
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3.3.6. Analiza uzoraka na konfokalnom laserskom mikroskopu
Konfokalna laserska mikroskopija provedena je na Institutu Ruder Boskovi¢, Zagreb.

Po dva uzorka iz svake skupine pripremljenaa su za kvalitativnu analizu konfokalnom
laserskom mikroskopijom prema protokolu za pripremu bakterijskog materijala. KoriSten je
LIVE/DEAD kit (Invitrogen LIVE/DEAD BacLight Bacterial Viability kit), koji sadrzi dvije
boje SYTO 9 (zelena fluorescencija) i propidijev jodid (crvena boja) (Slika 36). Sadrzaj
epruvete svake boje otopio se u 5 ml destilirane vode te su uzorci premazani i inkubirani 20
minuta na 25 °C. Uzorci su na kraju lagano isprani fizioloSkom otopinom. Bojanjem uzoraka,
zelena boja veZe se za stani¢nu stijenku zivih bakterija, a crvena boja na bakterije s oSte¢enom
stanicnom stijenkom. Nakon bojanja, uzorci su analizirani konfokalnom laserskom

mikroskopijom (Leica TSC SPS8 (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Njemacka)).

Slika 36. Invitrogen LIVE/DEAD BacLight Bacterial Viability kit
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3.3.7. Statisticka analiza

Za distribuciju rezultata i usporedbu broja kolonija E. faecalisa prije i poslije tretiranja
testiranim metodama rabljen je neparametrijski Mann-Whitneyjev U test zbog nehomogenosti

podataka (p < 0,05).

Testovi su izradeni uz razinu znacajnosti p = 0,05. Za statisticku analizu podataka

koriSten je programski paket IBM Statistics 19.0.0.1. (StatSoft, Tulsa, OK, SAD).
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4. REZULTATI
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4.1.Istrazivanje 1. Ispitivanje ucinkovitosti SWEEPS tehnike u uklanjanju ostataka
punila iz zavijenih korijenskih kanala nakon konvencionalnog postupka revizije

Rezultati su pokazali da je poCetni volumen materijala za punjenje bio sli¢an u svim
skupinama §to potvrduje standardiziranost uzoraka na pocetku istrazivanja (srednja vrijednost:
6,36—7,09 mm3; p>0,05;). Nakon standardnog postupka revizije nije bilo statisticki znacajne
razlike izmedu skupina (p>0,05). Analiza unutar svake skupine pokazala je da je i1 standardni
postupak revizije, kao 1 dodatni zavrsni protokol ispiranja, uklonio zna¢ajnu koli¢inu materijala
za punjenje u svim skupinama (p<0,001). U skupini LAI/SSP, jedan uzorak je bio potpuno bez
materijala za punjenje nakon zavrSnog protokola ispiranja. Kod ostalih uzoraka u svim

skupinama, zaostala je koli¢ina punila i nakon zavr§nog protokola ispiranja (Tablica 1).

Slika 37 pokazuje trodimenzionalne mikro-CT modele izabranih uzoraka zuba nakon
punjenja korijenskog kanala (A), nakon revizije (B) i nakon zavr$nog protokola ispiranja (C) u

svakoj skupini.

Tablica 1. pokazuje (u mm3) volumen materijala za punjenje nakon punjenja korijenskog
kanala (Volumen I), nakon revizije (Volumen II), i nakon eksperimentalnog protokola ispiranja

(Volumen III) te stupanj redukcije materijala za punjenje nakon svake faze revizije.

LAI/SSP tehnika ispiranja pokazala je statisticki znaCajno vefe smanjenje volumena
materijala za punjanje (volumen III u usporedbi s volumenom II) u usporedbi sa skupinom
SWEEPS/ravni nastavak (p=0,032). Nije bilo statisticki znacajne razlika u ucinkovitosti

uklanjanja zaostalog materijala za punjenje od ostalih protokola ispiranja (p>0,05) (Slika 38).
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SWEEPS®/radijalni nastavak
A B Cc

SWEEPS®ravni nastavak

A B Cc

Slika 37. Trodimenzionalne mikro-CT slike reprezentativnog uzorka iz svake skupine (UAI,

SSP, SWEEPS/koniéni, SWEEPS/radijalni) nakon punjenja kanala (A), nakon revizije kanala

(B), nakon eksperimentalnog protokola ispiranja (C)
UAI- ultrazvuc¢no aktivirano ispiranje, SSP- Super short pulse SWEEPS- Schock wave

enhanced emission photoacoustic streaming

83



Gabrijela Kapetanovic Petricevié, disertacija

Tablica 1. Prikaz volumena (u mm?) materijala za punjenje nakon punjenja korijenskog kanala

(Volumen I), nakon revizije (Volumen II), i nakon eksperimentalnog protokola ispiranja

(Volumen III). Prikaz stope smanjenja (u %) volumena materijala za punjenje u svakoj fazi

ponovne obrade.

Volumen . .
materijala za Skupina S.r.ednja Stan(.l.ar(.l.na Minimum Maksimum 50t.l
punjenje vrijednost Devijacija (Median)
I- mm?3 UAI 7,09 1,85 4,3 9,76 7,27
SWEEPS/radijalni 6,66 1,1 4,67 8,02 6,66
SWEEPS/ravni 7,08 1,98 4,19 9,82 7,07
SSP/radijalni 6,36 2,63 3,31 10,24 5,26
II - mm? UAI 1,83 1,76 0,25 4,37 0,94
SWEEPS/radijalni 0,98 0,75 0,36 2,68 0,81
SWEEPS/ravni 2,22 1,31 0,25 3,97 2,35
SSP/radijalni 0,86 1,11 0,04 3,13 0,41
- mm? UAI 1,43 1,52 0,09 4,09 0,75
SWEEPS/radijalni 0,77 0,78 0,21 2,52 0,56
SWEEPS/ravni 1,98 1,24 0,18 3,74 1,98
SSP/radijalni 0,70 1,01 0 2,65 0,29
IL vs. 1
redukcija (%) UAI 76,6 18,65 55,23 95,29 80,31
SWEEPS/radijalni 84,50 11,71 62,73 95,14 89,07
SWEEPS/ravni 69,61 17,32 40,69 94,27 68,32
SSP/radijalni 86,96 14,99 54,75 99,14 93,35
I vs. I
redukcija (%) UAI 82,01 16,26 58,09 98,52 84,21
SWEEPS/radijalni 87,96 11,91 64,95 97,15 91,43
SWEEPS/ravni 73,00 16,02 45,55 95,70 71,01
SSP/radijalni 89,44 14,39 57,22 100,00 95,77
1. vs. 11
redukcija (%) UAI 31,22 26,57 6,41 75,00 19,77
SWEEPS/radijalni 31,58 20,62 5,97 63,16 30,70
SWEEPS/ravni 14,91 10,05 5,79 38,19 10,9
SSP/radijalni 43,79 33,83 5,46 100,00 36,36

SWEEPS- Shock Wave Enhanced Emission Photoacoustic Streaming, UAI — ultrazvu¢no

aktivirano ispiranje, SSP- Super Short Pulse
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Slika 38. Graficki prikaz stupnja smanjenja materijala za punjenje nakon zavrSnog protokola

ispiranja (Volumen III) u usporedbi s pocetnim volumenom nakon punjenja kanala (Volumen

I); UAI- ultrazvucno aktivirano ispiranje, SSP- Super short pulse , SWEEPS- Schock wave

enhanced emission photoacoustic streaming
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4.2.Istrazivanje 2. Ispitivanje ucinkovitosti SWEEPS tehnike u uklanjanju ostataka
punila nakon konvencionalnog postupka revizije ovalnih korijenskih kanala

Analiza volumena punjenja kanala na pocetku nije pokazala statisticki znacajne razlike

izmedu skupina (prosjek 6,08—6,95 mm3, p > 0,05).

Konvencionalna kemo-mehanicka revizija (Volumen II u usporedbi s Volumenom I) i
zavr$no ispiranje kanala (Volumen III u usporedbi s Volumenom II) znacajno su pridonijeli
uklanjanju materijala za punjenje (gutaperka + biokeramicko punilo) unutar svake skupine (p
< 0,001, p<0,008) (Slika 39). U skupini SWEEPS, tri uzorka su bila bez ostataka punila nakon

zavrSnog protokola, a u skupini UAI jedan uzorak.

Rezultati nisu pokazali statisti¢ki znaCajnu razliku u stupnju smanjenja materijala za
punjenje izmedu skupinu, u bilo kojoj fazi revizije (Volumen II vs Volumen I i Volumen III vs

Volumen II) (p > 0,05).

Tablica 2. prikazuje volumen materijala za punjenje i stupanj redukcije pocetnog volumena
materijala za punjenje (Volumen I) u mm?® nakon svake faze eksperimentalnog protokola i za
svaku skupinu. Tablica 2. takoder prikazuje stupanj smanjenja (%) materijala za punjenje nakon
postupka revizije (Volumen II) u usporedbi s Volumenom I te nakon eksperimentalnog
protokola ispiranja (volumen III) u usporedbi s poCetnim volumenima materijala (Volumen I)
1 nakon kemo-mehanicke revizije (Volumen II) za svaki od testiranih kona¢nih protokola

ispiranja.
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Volume [mm?]
1

Volume [mm?]
25

Volume [mm?]

) A B C

Slika 39 . Trodimenzionalni prikazi zuba unutar svake skupine: A) nakon punjenja kanala, B)
nakon revizije kanala, C) nakon eksperimentalnog protokola ispiranja
KI- konvencionalno ispiranje, SSP- Super short pulse SWEEPS- Schock wave enhanced

emission photoacoustic streaming
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Tablica 2. Prikaz volumena (u mm3) materijala za punjenje nakon punjenja korijenskog kanala

(Volumen I), nakon revizije (Volumen II), i nakon eksperimentalnog protokola ispiranja

(Volumen III). Prikaz stope smanjenja (u %) volumena materijala za punjenje u svakoj fazi

ponovne obrade.

Srednja Maksim Percentile
Skupina vrijedno SD  Minimum 50-ti
um 25-ta i 75-ta
st (Median
KI 608 188 380 970 410 630 _ 7.05
Volumen I (mm3) SWEEPS/radiialni 695 342 347 1600 468 598 820
UAI 649 264 390 1200 459 526 845
KI 085 057 011 185 036 081 125
Volumen I (mm3) SWEEPS radiialni 072 072 001 233 017 051 094
UAI 089 080 005 289 032 063 146
KI 071 057 005 174 026 048 117
Volumen Il (mm3) SWEEPS radiialni 042 059 000 219 000 026 059
UAI 058 053 000 155 015 036 116
. KI 86.61% 7.67% -97.11% -72.78% -93.25% -85.56% -81.46%
Razlika volumen I1 vs. I ’ ; ; ’ ; ; ;
(Oj‘;l VOMENEVS- . SWEEPS/radiialni 290.90% 7.05% -99.75% -76.74% -96.75% -91.89% -86.02%
0
UAI 8720% 936% -98.88% -69.61% -93.59% -90.45% -79.43%
Rtk volmen s 1 K1 88.74% 8.08% -99.16% -74.42% -9538% -89.52% -82.75%
o) " SWEEPS/radijalni 95.12%  6.08% -100,00% -78.05% -99.94% -97.31% -91.74%
(1]
UAI 91,15% 8.85% -100.00% -69.61% -96.64% -93.85% -89.07%
Rtk volumen e . K1 22.89% 28.01% -8091% 0.00% -4226% -9.75% -2.08%
y "% SWEEPS/radijalni -55.98% 36.99% -100.00% 0.00% -99.33% -55.05% -26.24%
(%) UAI -3624% 32.04% -100.00% 0.00% -60.58% -2533% -7.58%

SWEEPS- Shock Wave Enhanced Emission Photoacoustic Streaming, UAI — ultrazvucno

aktivirano ispiranje, KI — konvencionalno ispiranje
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4.3.Istrazivanje 3. Ispitivanje antimikrobne ucinkovitosti SWEEPS tehnike u
uklanjanju bakterijskog biofilma Enterococcusa faecalisa sa dentinskih izbrusaka

4.3.1. Rezultati kvantitativne metode kulture

U kontrolnoj skupini dokazan je porast biofilma E. faeaclis-a metodom kulture (Tablica

3) (Slika 40).

Tablica 3. pokazuje vrijednosti broja porasta kolonija (CFU) (minimalna, maksimalna,
median) i usporedbu izmedu skupina s p vriejdnostima. Tehnike SWEEPS i UAI pokazali su
statisticki znaCajno smanjenje porasta kolonija E. faeaclis-a (p <0,001). Skupina
konvencionalnog ispiranja (KI) nije pokazala statisti¢ki znac¢ajno smanjenje broja kolonija E.

faeaclis-a (p =0,553).

Analiza rezultata izmedu skupina pokazala je da je SWEEPS tehnika naju¢inkovitija u

eliminaciji biofilma E. faeacalis-a (p <0,05) (Slike 41-43).

Tablica 3. Broj kolonija E.faecalisa u svakoj skupini te razina znacajnosti njihovog smanjenja

nakon eksperimentalnog protokola ispiranja

Broj - . . " , Mann-
wzoraka Minimum  Maksimum Percentila25 Medijan  Percentila 75 Whitney U Z P

Pozitivna kontrola 5 5,00E+07  2,50E+13 5,00E+08  5,00E+08  1,00E+10

KI 26,50  -0,594 0,553
Ispitivana skupina 13 1,OOE+05  2,50E+13 5,00E+06  5,00E+08  5,00E+11

. Al

Broj Pozitivna kontrola 5 5,00E+12  3,50E+13 5,00E+12  1,00E+13  1,50E+13

kolonija SWEEPS 0,00 3,819 <0,001
(CFU) Ispitivana skupina 13 0,00E+00  5,00E+04 0,00E+00  0,00E+00  0,00E+00

Pozitivna kontrola 5 2,00E+13 1,00E+14 2,50E+13 7,00E+13 7,50E+13
UAI 0,00 3,225 <0,001
Ispitivana skupina 13 5,00E+05 2,00E+09 5,00E+06  5,00E+06 5,00E+08

KI - konvencionalno ispiranje, SWEEPS- Shock Wave Enhanced Emission Photoacoustic

Streaming, UAI — ultrazvu¢no aktivirano ispiranje, CFU- colony forming unit
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Slika 40. Porast kolonija Enterococcus faecalis-a na krvim plo¢ama iz pozitivne kontrolne

skupine
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Slika 41. Porast Enterococcus faeaclis-a na krvim plo¢ama u skupini konvencionalnog
ispiranja
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Slika 42. Porast kolonija Enterococcus faecalis-a na krvim plo¢ama u skupini pasivnog
ultrazvucnog ispiranja
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Slika 43. Porast kolonija Enterococcus faecalis-a na krvim plo¢ama u skupini SWEEPS®
laserski aktiviranog ispiranja
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4.3.2. Rezultati SEM analize

Slika 44 pokazuje uzorak dentinske plocice kontrolne skupine s poraslim kolonijama E.

faeaclis-a nakon 14 dana.

Slike 45 do 50 pokazuju uzorke dentinskih plocica s biofilmom E. faecalis-a nakon protokola

ispiranja.

Slika 44. SEM snimka dentinskog diska kontrolne skupine s poraslim kolonijama E.faeaclis-a
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SEI  50kVY X5000 1um WD 10.0mm

Slika 45. SEM snimka dentinskog diska skupine konvencionalnog ispiranja (povecanje
5000x): vidljive kolonije E. faecalis-a

SEI 5.0kV  X15,000 1um WD 10.0mm

Slika 46. SEM snimka dentinskog diska skupine konvencionalnog ispiranja (povecanje
15000x): vidljive kolonije E. faecalis-a koje su grupirane
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& i
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SEI 50KV X5000 1um WD 10.0mm

Slika 47. SEM snimka dentinskog diska skupine UAI (povecanje 5000x): vidljiv manji broj
kolonija E. faecalis-a koje su grupirane u krace i dulje lance

&

50kv  X10,000 -‘!,um WD10.0m-m

Slika 48. SEM snimka dentinskog diska skupine ultrazvuc¢no aktiviranog ispiranja
(povecanje 10000x): na vecem povecanju preciznije vidljivi lanci E. faecalis-a
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50k  X5000 1gm WD 10.0mm

Slika 49. SEM snimka dentinskog diska skupine SWEEPS (povecanje 5000x): vidljiv mali
broj izoliranih planktonskih stanica E. faecalis-a

"

SEI 50kY  X10,000 1um WD 10.0mm

Slika 50. SEM snimka dentinskog diska skupine SWEEPS (povecéanje 10000x): precizno
vidljive Ciste povrsine dentina uz samo nekoliko izoliranih planktonskih stanica E. faecalis-a
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4.3.3. Rezultati CFLM analize

Na Slikama 51 1 52 prikazana je kolonizacija dentinskih plocica biofilmom bakterije E.

faecalis nakon 14 dana inkubacije.

Slike 53 do 58 pokazuju uzorke dentinskih plocCica s biofilmom FE. faecalis-a nakon

eksperimentalnih protokola ispiranja.
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um 100

Slika 51. Snimka konfokalne laserske mikroskopije — porast kolonija E.faecalis bakterije iz
prvog uzorka pozitivne kontrolne skupine. Veliki volumen zelenih nakupina predstavlja
monobakterijski biofilm zivih bakterija.

Slika 52. Snimka konfokalne laserske mikroskopije — porast kolonija E.faecalis bakterije iz
drugog uzorka pozitivne kontrolne skupine. Veliki volumen zelenih nakupina predstavlja

monobakterijski biofilm Ziivih bakterija.
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Slika 53. Snimka konfokalne laserske mikroskopije — porast kolonija E.faecalis bakterije iz
prvog uzorka iz skupine konvencionalnog ispiranja. Rezultati pokazuju izrazito mali broj
nakupina mrtvih bakterijskih stanica (crveno), dok je prisutan velik broj nakupina zivih

bakterijskih stanica i1 kolonija ¢vrsto adheriranih na dentinsku povr$inu (zeleno).

Slika 54. Snimka konfokalne laserske mikroskopije — porast kolonija E.faecalis bakterije iz
drugog uzorka iz skupine konvencionalnog ispiranja. Rezultati pokazuju izrazito mali broj
nakupina mrtvih bakterijskih stanica (crveno), dok je prisutan velik broj nakupina Zivih

bakterijskih stanica i kolonija ¢vrsto adheriranih na dentinsku povrSinu (zeleno).
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um

Slika 55. Snimka konfokalne laserske mikroskopije — porast kolonija E.faecalis bakterije iz
prvog uzorka skupine ultrazvucno aktiviranog ispiranja. Primjecuje se manja gustoc¢a zivih

kolonija (zeleno) nego na kontrolnom uzorku, a veca gustoca mrtvih bakterija (crveno).

pm 100

Slika 56. Snimka konfokalne laserske mikroskopije — porast kolonija E.faecalis bakterije iz
drugog uzorka iz skupine ultrazvucno aktiviranog ispiranja. Primjecuje se manja gusto¢a zivih

kolonija (zeleno) nego na kontrolnom uzorku.
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um 100

Slika 57. Snimka konfokalne laserske mikroskopije — porast kolonija E.faecalis bakterije iz
prvog uzorka iz skupine SWEEPS tehnike ispiranja. Primjecuje se vrlo mala gustoca zivih

kolonija (zeleno) 1 velika povrSina €istog dentina.

um 100

Slika 58. Snimka konfokalne laserske mikroskopije — porast kolonija E.faecalis bakterije iz
drugog uzorka iz skupine SWEEPS tehnike ispiranja. Primjecuje se nekoliko podrucja

nakupina mrtvih bakterija (crveno) i velika povrSina ¢istog dentina.
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5.  RASPRAVA
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Laserski aktivirano ispiranje (LAI) spada u naprednu tehniku ispiranja kanala koja je
visoko ucinkovita u uklanjanju debrisa, zaostatnog sloja (239-241), pulpnog tkiva (242) i
ostataka punjenja iz endodontskog prostora (187, 242, 243), i eradikaciji bakterijskih
biofilmova (244). Novi Er:YAG modalitet LAI-a, SWEEPS, osmisljen je kako bi poboljsao
stvaranje udarnih valova unutar korijenskog kanala, a time poboljSao ispiranje endodotskog
prostora (245). SWEEPS tehnika nastala je kao modifikacija prethdone tehnike LAlI-a, PIPS-a,
¢ime se pokusao rijesiti problem ogranicenog stvaranja udarnih valova u slozenoj anatomiji
korijenskih kanala (245). Naime, unutar kanala dolazi do usporavanja dinamike mjehuri¢a zbog
trenja na zidovima kanala i ogranic¢enog prostora za strujanje tekucine tijekom rasta i implozije
mjehuri¢a. Dodatni laserski puls u SWEEPS modalitetu emitira se s ciljem ubrzanja kolapsa
inicijalnih 1 sekundarnih mjehurica, $to potencijalno rezultira nastankom velikog broja udarnih
valova duz cijelog kanala i posljedi¢no boljim ¢is¢enjem (246). Cilj doktorskog rada bio je
ispitati doprinos SWEEPS tehnike u endodontskom lijecenju, odnosno tijekom revizije u
razli¢itim anatomijama kanala (ovalni i uski, izrazito zavijeni) i usporediti ga sa standardnim
aktivacijskim tehnikama, UAI 1 SSP modalitetom lasera Er:YAG, koji emitira samo jedan
laserski puls. U tre¢em dijelu doktorskog rada, ispitana je antimikrobna uc¢inkovitost SWEEPS
tehnike 1 usporedena s dosadaSnjih aktivacijskim i pasivnim tehnikama ispiranja. U sva tri
istrazivanja, koristen je samo jedan irigans u zavrSnom protokolu ispiranja, NaOClI, kako bi se
postigla uniformnost u ispitivanjima te kako ne bi bilo dovedeno u pitanje na koji irigans je

SWEEPS aktivacijska tehnika znacajnije djelovala i koji je odgovoran za dobiveni rezultat.

Rezultati prvog ispitivanja koje je procjenjivalo ucinkovitost aktivacijskog ispiranja u
uklanjanju punila iz izrazito zavijenih korijenskih kanala pokazali su da SWEEPS i druge
testirane aktivirane tehnike ispiranja (LAI/SSP i PUI) imaju opravdanu primjenu u reviziji
endodontskog lijecenja dodatno uklanjajuci ostatake punjenja, u rasponu u¢inkovitosti srednjih
vrijednosti od 14,9 (SWEEPS/ravni nastavak) do 43,79 % (LAI/SSP) nakon klasi¢ne revizije
rotacijskim Ni-Ti instrumentima. Prema tome, prva nulta hipoteza koja predlaze da SWEEPS
ne moze ucinkovito ukloniti ostatke materijala za punjenje je odbacena. Rezultati ove studije u
skladu su s rezultatima prethodnih studija koje pokazuju znacajno smanjenje ostataka materijala
za punjenje od ¢ak 74,16 % pri uporabi tehnike PIPS, ali u ravnim korijenskim kanalima (247)
te 13 % redukcije materijala kada se koristi Er:YAG LAI i PIPS modalitet u ovalnim kanalima

(248), dok ucinkovitost PUI tehnike varira 16 — 89 % u razli¢itim anatomijama kanala (242,
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249, 250). U ovoj studiji samo je LAI/SSP tehnika u potpunosti eliminirala ostatke punjenja u
jednom uzorku, dok je u drugim skupinama preostalo otprilike 0,70 — 1,98 mm3 materijala za
punjenje. Jo$ uvijek je dvojbeno ima li preostali materijal za punjenje klinicki znacaj, osobito
ako se nalazi u srednjoj ili koronarnoj tre¢ini korijenskog kanala (251). Prema studiji Nga i sur.
(252), potpuno uklanjanje materijala za punjenje pomaze poboljsati pristup endodontskom
prostoru korijenskog kanala, Sto onda omogucava bolju dezinfekciju i ponovno punjenje. U
ovoj studiji pratila se ukupna koli¢ina preostalog materijala za punjenje u cijelom korijenskom
kanalu, a ne po odvojenim tre¢inama kanala. Buduce studije trebale bi dodatno prouciti ovaj
segment, osobito preostali materijal u apikalnoj tre¢ini kanala.
Nasi rezultati pokazali su slicnu u¢inkovitost SWEEPS-a, SSP modaliteta i PUI-a u uklanjanju
ostataka punjenja iz zakrivljenih okruglih korijenskih kanala nakon standardne kemomehanicke
revizije endodontskog lijecenja. Iako su do sada objavljene samo dvije studije na ovu temu,
obje primjecuju bolju ucinkovitost PIPS-a i SWEEPS-a od PUI-a u ovalnim 1 okruglim
zakrivljenim korijenskim kanalima (92, 242). Razlika medu rezultatima moze se pripisati
koriStenom protokolu ispiranja. U ovoj studiji, dodatni protokoli ispiranja, koriste¢i PUI,
SWEEPS i SSP modalitete, bili su primijenjeni odmah nakon ponovne NiTi rotacijske obrade
kanala bez primjene EDTA, a protokol ispiranja trajao je 90 s podijeljenih u 3 ciklusa, dok su
u prethodnim studijama (92, 242) SWEEPS 1 PUI koriSteni nakon ispiranja EDTA-om, a
protokol je trajao 60 s. Ova zapazanja sugeriraju moguci pozitivan ucinak prethodnog
uklanjanja zaostatnog sloja na ucinkovitost Er:YAG LAI 1 SWEEPS-a u uklanjanju ostataka
materijala za punjenje. Buduce studije trebale bi usporediti spomenute protokole ispiranja u
razli¢itim anatomijama i s razli¢itim materijalima za punjenje. Nadalje, treba naglasiti da u ovoj

Bago 1 sur. (242) nije uocila nikakvu razliku u u€¢inkovitosti kada je koriSteno otapalo.

Rezultati drugih autora u istrazivanju revizije u kanalima sloZene anatomije, primjerice
onih s prisutnim istmusima mezijalnih kanala, nisu pokazala vecu ucinkovitost uklanjanja
punila primjenom otapala (253), a neka istraZivanja Cak prikazuju bolju ucinkovitost bez
uporabe otapala (254). Stovise, ako otapalo nije specificno za odredeno punilo, mozZe
uzrokovati ekstruziju debrisa periapikalno (255). Takoder, usporedujuci u¢inkovitost razli¢itih
otapala, naj¢esce koriSteno eukaliptusovo ulje pokazalo se najmanje u¢inkovitim (256). Stoga
je potrebno pronaci u€inkovite nacine zavrsne aktivacije otapala u cilju smanjenja ostataka

punila nakon revizije u kanalu.
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U ovoj je studiji u PUI skupini koriSten je posebno dizajniran ultrazvucni nastavak (IRRI
S25/25) koji je oscilirao primjenjujuci ja¢inu 20 kHz prema preporuci proizvodaca (VDW). Pri
usporedbi razlicitih Er:Y AG modaliteta, SSP je pokazao nesto bolju u¢inkovitost (srednja stopa
redukcije 43,79 %) od SWEEPS/radijalnog nastavka skupine (srednja stopa smanjenja 31,58
%) 1 mnogo bolju u€inkovitost od SWEEPS/ravnog nastavka (14,9 %). S obzirom da je radijalni
nastavak pokazao bolju u¢inkovitost od ravnog, odbacena je i nulta hipoteza koja predlaze da
nema razlike s obzirom na koristeni laserski nastavak. Ova dva nacina lasera Er:Y AG razlikuju
se s obzirom na laserske parametre i laserske nastavke. SSP modalitet ima iste parametre kao
PIPS (trajanje pulsa 50 us; energija pulsa 20 mJ; brzina ponavljanja 15 Hz), a jedina je razlika
laserski nastavak. Nastavak koriSten za SSP bio je pravilni radijalni vrh promjera 400 pm koji
nije ogoljen kao nastavak za PIPS. Modalitet SWEEPS temelji se na emisiji jednog pulsa
pra¢enog dodatnim ultrakratkim pulsom (25 ps), Sto rezultira dvostruko ve¢om vr§nom snagom
(800 W) s istom isporuc¢enom energijom pulsa. Interval izmedu dva pulsa varira nasumic¢no od
250 do 600 ps. U ovoj je studiji uporabljen nacin rada AutoSWEEPS koji mijenja intervale
izmedu pulseva. Sve laserske parametre unaprijed je odredio proizvoda¢ kako bi se osigurala
optimalna djelotvornost. Takoder, laserski parametri su ispitani u prethodnim studijama (179,
239, 257). Lukac i sur. (179) sugeriraju da pristupni kavitet utjece na stvaranje udarnog vala i
poboljsano fotodinamicko strujanje, tako da se tocnim odredivanjem dimenzija pristupnog
kaviteta moze predvidjeti optimalno vrijeme potrebno medu pulsevima modaliteta SWEEPS.
U ovoj studiji isti operater konvencionalno je pripremio pristupne kavitete u svim molarima
kako bi se osigurao pravocrtni pristup kanalu. Koliko nam je poznato, nema studija koje
usporeduju uporabu navedenih laserskih modaliteta u uklanjanju ostataka punila iz korijenskih
kanala. Kirmizi 1 sur. (257) 1 Yang 1 sur. (239) izvijestili su o sli¢noj u€inkovitosti uklanjanja
kalcijevog hidroksida iz simuliranih resorpcijskih Supljina unutar korijenskog kanala. Jezersek
1 sur. (180) ispitivali su ucinkovitost uklanjanja debrisa iz umjetnih korijenskih kanala
primijetivsi bolju ucinkovitost modaliteta dvopulsne laserske irigacije (AutoSWEEPS 1 X-
SWEEPS) u usporedbi sa standardnim jednopulsnim SSP laserski potpomognutim ispiranjem.
Ranije studije pokazale su da veli¢ina i1 dizajn laserskog nastavka mogu utjecati na proces
kavitacije u irigansu tijekom Er:YAG laserski aktiviranog ispiranja. Gregor¢i¢ i sur. (258)
pokazali su da stoZasti i debeli vrh laserskog vlakna uzrokuje stvaranje razli¢itih oblika 1
dimenzija mjehuri¢a u slobodnoj vodi. Medutim, kada su rabljeni u ograni¢enom prostoru
korijenskog kanala, oba su vrha rezultirala sli¢cnom ucinkovito$¢u ¢iS¢enja Er:YAG LAI (38).

Jo$ uvijek nema jasnog konsenzusa o tome koju vrstu laserskog nastavka treba koristiti uz
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SWEEPS tehniku. U nedavnoj studiji, JezerSek 1 sur. (180) pokazali su da SWEEPS s ravnim
vrhom laserskog nastavka uklanja debris znatno bolje od SWEEPS-a s radijalnim laserskim
nastavkom. U ovoj studiji tehnika SWEEPS s radijalnim laserskim nastavkom pokazala je veée,
ali statisticki nedovoljno znacajno smanjenje materijala za punjenje (srednje smanjenje 31,6 %)
nego SWEEPS s ravnim nastavkom (srednje smanjenje od 15 %). Medutim, u usporedbi s SSP-
om koji upotrebljava radijalni nastavak, SWEEPS s ravnim vrhom pokazao je losije rezultate
(stopa smanjenja od 14,9 %). Nasi rezultati sugeriraju moguce prednosti radijalnog nastavka u
SWEEPS tehnici kada se koristi u reviziji endodontskog lijecenja. Ipak, potrebna su buduca
istrazivanja da bi se ova pretpostavka razjasnila. U istrazivanju Ivanusic¢a i sur. (259) nije bilo
razlika izmedu radijalnog i ravnog nastavka promjera 400 um, ali ve¢i radijalni nastavak od
600 pm bio je malo ucinkovitiji od ravnog nastavka. Ovi su rezultati u skladu s rezultatima
naseg istrazivanja koji su pokazali da ve¢i vrhovi nastavka (600 um) koristeni u skupini SSP
uzrokuju bolje uklanjanje preostalih ostataka punjenja, Sto sugerira snaznije stvaranje mjehurica

u usporedbi s ravnim nastavkom debljine 400 pum.

Rezultati drugog dijela doktorskog rada pokazali su da konvencionalna kemo-
mehanicka revizija uz uporabu recipro¢nih strojnih instrumenata, a bez zavrSnog protokola
ispiranja, moZze ukloniti znacajne koli¢ine gutaperke i biokeramickog punila (BC) iz ovalnih
korijenskih kanala sa srednjim stopama redukcije u rasponu od 86,61 — 90,90 %. Srednja
vrijednost preostale gutaperke/BC kretala se od 0,72 do 0,89 mm3. Visoka stopa redukcije
materijala za punjenje moze se pripisati visokoj ucinkovitosti reciprocirajuce tehnike
instrumenta Reciproc Blue RB40/06, koji ima poprecni presjek u obliku slova S, oStre rezne
bridove 1 dizajn koji omogucava ucinkovito uklanjanje debrisa, a sve to omogucava ucinkovitu

ponovnu mehanicku obradu (251).

Visoka ucinkovitost instrumenata Reciproc Blue u reviziji ve¢ je zabiljezena u
prethodnim studijama (260). Kanali su u ovoj studiji instrumentirani do veli¢ine 40/06 1 punjeni
tehnikom single cone, a ni jedan uzorak nije u potpunosti o¢iS¢en od materijala za punjenje
unato¢ visokoj ucinkovitosti reciprociraju¢ih instrumenata, Sto potvrduje kompleksnost
anatomije ovalnih korijenskih kanala. U nedavnom preglednom radu Arula i sur. (261)
zabiljezeni su isti rezultati 1 drugih studija o u€inkovitosti reciprocnih instrumenata u uklanjanju
biokeramickih punila. Druge su studije pokazale da je nemoguce u potpunosti ukloniti BC iz
ovalnih korijenskih kanala uporabom konvencionalnih tehnika revizije endodontskog lijecenja

kao ni punila na bazi epoksi smole (215-217, 261). Nadalje, prethodne studije nisu pokazale
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razliku u ucinkovitosti uklanjanja biokeramickih punila ni punila na bazi epoksi smole (247,
262). Rezultati ove studije pokazali su da se BC u kombinaciji s gutaperkom jednostavno
uklanja. Buduce studije trebale bi procijeniti moguc¢nost ponovne obrade korijenskih kanala
punjenih samo BioRoot RCS-om bez gutaperke. Eymirli i sur. (213) u svome su istrazivanju
zakljucili da gutaperka olakSava uklanjanje punila na bazi kalcijevog silikata (Endosequence
BC Sealer) 1 ponovnu uspostavu pune radne duljine. U ovoj studiji sva tri zavrSna protokola
ispiranja pridonijela su uklanjanju ostataka punila BC/gutaperka bez znacajnih razlika medu
njima; dakle, nulta hipoteza studije je potvrdena. UAI je dobro poznata tehnika aktivacije i
njezina ucinkovitost u ponovnom lijeCenju dokazana je u mnogim prethodnim studijama
(91,263). S obzirom da je SWEEPS nova LAI tehnika, njegova ucinkovitost je procjenjivana u
nedavnim studijama u razli¢itim fazama lijecenja korijenskih kanala, ukljuc¢ujuéi uklanjanje
zaostatnog sloja i debrisa (240, 264), uklanjanje organskog materijala (265), i reviziju (91,242).
Iako je SWEEPS dao obecavajuce rezultate, neke studije pokazale su da nije prevladao
ogranicenja tradicionalnih UAI tehnika (91, 266, 267). Nekoliko nedavnih studija ispitivalo je
ucinkovitost SWEEPS-a u reviziji korijenskih kanala. U studiji Bago i sur. (242), SWEEPS®
je bio uspjesniji od UAI u dodatnom uklanjanju punila na bazi epoksi smole i gutaperke iz
zakrivljenih korijenskih kanala uz uporabu NaOCl-a (vrijeme irigacije 3 % 20 s). Korijenski
kanali punjeni su tehnikom kontinuiranog vala uz injekcijsku tehniku. U kasnijoj studiji iste
istrazivacke skupine (91), a koja je dio ovog rada, SWEEPS tehnika u kombinaciji s NaOCl-
om (3 x 30 s) imala je slicnu u¢inkovitost kao UAI, bez obzira na koriSteni laserski nastavak.
Iako su metodologije dviju studija sli¢ne, u prvoj je studiji (242) zaostatni sloj uklonjen EDTA-
om 1 NaOCl-om prije primjene zavr$nog protokola ispiranja. Ovaj korak nije primijenjen u
drugoj studiji (91) koja bi mogla objasniti loSije rezultate. U nedavnoj studiji autora Angerame
1 sur. (217), SWEEPS tehnika u kombinaciji s EDTA-om, NaOCl-om i destiliranom vodom
pokazala je bolje rezultate od UAI u dodatnom uklanjanju BioRoot-RCS/gutaperkom iz
intaktnih jednokorijenskih zuba nakon revizije instrumentima recipro¢ne kretnje. Na temelju
ovih studija zakljucuje se da bi anatomija korijenskog kanala mogla utjecati na u¢inkovitost
dodatnog zavrSnog protokola ispiranja aktivacijskim tehnikama. Buduce studije trebale bi
procijeniti uklanjanje biokeramickiih punila iz zakrivljenih korijenskih kanala. Rezultati ove
studije pokazali su da su aktivacijske tehnike, SWEEPS, UAI i SNI, znacajno uklonile ostatke
ispuna BioRoot RCS iz ovalnih korijenskih kanala nakon kemomehanicke instrumentacije
pomocu reciprociraju¢ih instrumenata pokazujuéi slicnu ucinkovitost. Medutim, treba

napomenuti da je SWEEPS bila jedina tehnika u ¢ijoj su ispitivanoj skupini ¢ak 3 uzorka bila
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potpuno bez ostataka punjenja. Stoga SWEEPS tehnika ima veci potencijal za potpuno ¢iS¢enje
korijenskih kanala. Ogranic¢enje ove studije, kao 1 prethodne, jest to Sto korijenski kanali nisu
analizirani po tre¢inama, a utjecaj razliitih regija kanala na ucinkovitost razli¢itih tehnika
zavrSnog ispiranja ne moze se iskljuciti. Takoder treba napomenuti da su rezultati ove studije
dobiveni na uzorcima s tradicionalnim pristupnim kavitetom; medutim, poznato je da vrsta i
veliCina pristupnog kaviteta mogu utjecati na ucinkovitost Er:YAG LAI tehnika, ukljucujuci
SWEEPS (179). Nadalje, razlike medu skupinama, usporedujuci volumen III i volumen I, nisu
bile znacajne; medutim, dobivene vrijednosti veoma su blizu razine znacajnosti (p = 0,067).
Stoga bi buduce studije trebale ukljuciti vec¢i broj uzoraka kako bi se provjerila vjerodostojnost

rezultata.

Iako nije postignut konsenzus o tome utjece li zaostalo punilo na klini¢ki ishod lijecenja,
dobro je poznato da zaostale bakterije i bakterijski biofilmovi mogu nepovoljno utjecati na
ishod lijecenja 1 uzrokovati perzistirajuc¢u infekciju. Upravo to kao osnovni razlog zasto je
irigacija najvazniji dio endodoncije navodi i Haapasalo (99) u svojim smjernicama. Stoga je cilj
treceg dijela ovog rada bio provjeriti antimikrobnu ucinkovitost aktivacijskih tehnika na
bakterijski biofilm E .faeccalisa. E. faecalis moze prezivjeti u veoma teSkim uvjetima sa slabom
opskrbom hranjivim tvarima i1 visokim alkalnim pH koji doseze 1 do 11,5. Kapacitet E. faecalisa
na stvaranje biofilma na stijenkama korijenskog kanala 1 uzrokovanje monoinfekcije (50) u
endodontski lijeCenih zuba bez sinergisticke potpore drugih bakterija, rezultira visokom
otpornosti na antimikrobna sredstva (55, 62), §to namece potrebu za ispitivanjima antimikrobne
ucinkovitosti irigacijskih protokola na biofilm E. faecalisa. Nekoliko laboratorijskih studija
ispitivalo je osjetljivost E. faecalisa na endodontski tretman, a rezultati su pokazali visoku
otpornost (268, 269). Lei 1 sur. (270) dokazali su da laserski aktivirano ispiranje povecava
ucinkovitost nizih koncentracija NaOCl-a. Njihovi rezultati ukazali su na podjednaku
uc¢inkovitost tehnike SWEEPS u kombinaciji NaOCl-a razli¢itih koncentracija (0,5 — 5,25 ) u

eradikaciji E. faecalis biofilma iz govedih zuba.

U ovom istrazivanju, usporedena je ucinkovitost KI, SWEEPS aktivacijske tehnike te
»zlatnog standarda“ aktivacijskog ispiranja, UAIL Rezultati su pokazali nedovoljnu u¢inkovitost
konvencionalnog ispiranja u eliminaciji biofilma (p = 0,553), dok su SWEEPS i1 UAI pokazali
podjednaku ucinkovitost, ¢ime je potvrdena nulta hipoteza. Ipak, u skupini SWEEPS velik broj
uzoraka rezultirao je potpunom eliminacijom bakterija i bakterijskog biofilma, $to sugerira

potencijalnu bolju ucinkovitost SWEEPS tehnike. Medutim, kao ograni¢avajué¢i ¢imbenik
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ovakvog zakljucka mora se uzeti u obzir vrsta supstrata. Naime, biofilm je uzgajan na
dentinskim plocicama 1 kao takav je dostupniji utjecaju aktivacijske tehnike nego biofilm u
korijenskim kanalima. Naime, uoceno je da je u uskom prostoru korijenskog kanala uc¢inak
laserske zrake smanjen. Nedavna istrazivanja pokazala su da se kolaps mjehurica koji proizvode
udarne valove moze dogoditi samo u velikim spremnicima tekucine, ali ne i u ogranicenom
prostoru kao $to je korijenski kanal gdje trenje usporava dinamiku mjehurica, a zbog toga su

udarni valovi smanjeni ili ih uop¢ée nema (172).

Robberecht 1 sur. (271) ispitivali su moguénost uklanjanja hidrogela iz istmusa 3D
printanih modela, i iako se radi o potpuno drugoj ispitivanoj anatomiji, rezultati se podudaraju
s rezultatima ove studije. Ispiranje iglom i $pricom dalo je najlosije rezultate, dok SWEEPS i,

u ovom slucaju, zvucna aktivacija, pokazuju podjednako ucinkovito uklanjanje hidrogela.

Nastavno na prethodno navedeno istrazivanje, novi rad Hoedke i sur. (103), koji je
usporedivao antimikrobnu ucinkovitost UAI i zvucne aktivacije, dobio je kao rezultat bolju
ucinkovitost zvucno aktivirane irigacije. Takav rezultat moZe se objasniti time Sto je djelovanje
ispiranja ispitivano na multibakterijskom biofilmu, za razliku od veéine istrazivanja,
ukljucujuéi 1 nase, koja rabe monobakterijski biofilm. Ovakvi rezultati upucuju na potrebu
usmjeravanja buducih istraZivanja na kreiranje stabilnog multibakterijskog biofilma 1
ispitivanje najnovijih aktivacijskih tehnika ispiranja na takvom uzorku. Ipak, mnoge druge
studije potvrduju istovjetnu ucinkovitost zvucne i ultrazvucne aktivacije (272) pa daljnja
ispitivanja mogu usporedivati zvu¢no aktivirano ispiranje, kao najdostupnije i najekonomicnije
u klinickom radu, s laserski aktiviranim metodama od kojih se u novije vrijeme ocekuju najbolji
rezultati kako bi se postigao konsenzus 1 donijele klinicke smjernice o opravdanosti 1 potrebi

primjene razli€itih, na trZiStu dostupnih, aktivacijskih metoda.

Akdere 1 sur. (273) usporedivali su u¢inkovitost zvuc¢nih, ultrazvuc¢nih i laserskih (PIPS,
SWEEPS) metoda aktivacije u uklanjanju biofilma E. faecalis iz simuliranih resorpcijskih
Supljina. Unato¢ drugacijoj metodologiji, rezultati se podudaraju s rezultatima nase studije.

Dakle, sve ispitivane tehnike pokazale su podjednaku antimikrobnu ucinkovitost.

Uporaba SWEEPS aktiviranog ispiranja uc¢inkovita je u eliminaciji E. faecalis biofilma
1 u kombinaciji s drugim teku¢inama za ispiranje. Primjerice, Ensafi i sur. (266) dokazali su
ucinkovitost zajedno s primjenom kurkumina i1 nanokurkumina u uklanjanju biofilma iz
jednokanalnih korijenova. Ipak, unato€ razli¢itim pozitivnim rezultatima, u najnovijoj

preglednoj studiji, Boutsioukis i sur. (272) ustanovili su da su do sada poznati rezultati
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ispitivanja laserski aktiviranih metoda ispiranja redom kontrastni te da se ispitivanje tog
podrucja treba dalje nastaviti, ali s uniformnijim uvjetima ispitivanja: broj uzoraka, vrsta
irigansa, protokol ispiranja itd. Naime, smjernice za razlicite vrste studija u endodonciji stare
su vise od 10 godina (274), ali i postojece su smjernice usmjerene na pripremu rukopisa, a ne

na dizajn i metodologiju studija.

Osnovno ograni¢enje ove studije je kultivacija monobakterijskog biofilma. Medutim,
¢ak 1 ako su uspostavljeni modeli biofilma s viSe vrsta formirani iz laboratorijskih sojeva (275-
277) ovi modeli obi¢no ukljucuju mali broj vrsta odabranih na temelju njihove dostupnosti i
kompatibilnosti izmedu vrsta, a ne realnu reprodukciju klinicke situacije, a cak ni modeli s viSe
vrsta mozda ne¢e moci replicirati prirodne zajednice korijenskih kanala zbog razlika u uvjetima
okolisa (278). Povecanje bioraznolikosti modela biofilma s viSe vrsta moze ugroziti njihovu
standardizaciju i ponovljivost. Dodatno, pokazalo se da laboratorijski sojevi upotrijebljeni u
modelima s viSe vrsta izrazavaju razliCite fenotipske karakteristike od svojih klini¢kih pandana
(278.). Ako su bakterijske vrste skupljene iz klinickih izolata bakterija iz korijenskog kanala,
poteskoce mogu stvarati izbor najprikladnijeg vremena inkubacije, medija za rast i atmosferskih
uvjeta 1 neke vrste, poput onih koje se ne mogu uzgajati, ali se mogu izgubiti tijekom
laboratorijskog tijeka rada (279). Nadalje, toc¢an mikrobni sastav svake infekcije je nepoznat;
bioraznolikost unutar svakog uzorka moze se istraZiti tek naknadno pomoc¢u molekularnih
tehnika kao Sto je sekvencioniranje gena 16S rRNA (280). Stoga se prirodni multibakterijski
biofilmovi ne mogu reproducirati u razli¢itim laboratorijima ili u razli¢ito vrijeme. Unato¢ ovim
ogranicenjima, modeli multibakterijskih biofilmova buduénost su daljnjih studija antimikrobne

ucinkovitosti sredstava 1 tehnika za ispiranje.
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6. ZAKLJUCAK
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Zakljucci doktorskog rada su:

1. SWEEPS tehnika laserski aktiviranog ispiranja u¢inkovita je u uklanjanju ostataka
punila iz zavijenih korijenskih kanala nakon standardnog protokola kemomehanicke
revizije. SSP modalitet Er:YAG lasera s radijalnim laserskim nastavkom pokazao se

ucinkovitijim od SWEEPS tehnike s ravnim laserskim nastavkom.

2. SWEEPS tehnika je pokazala visoku ucinkovitost u uklanjanju ostataka
biokeramickog punila iz ovalnih kanala nakon standardne kemomehanicke revizije ,
medutim, nije pokazala superiornost naspram ultrazvucnog ispiranja i

konvencionalnog pasivnog ispiranja.

3. Tehnike SWEEPS i1 UAI jednako su u€inkovite u eliminaciji biofilma E. faecalis-a, a

superiorne su naspram konvencionalnog pasivnog ispiranja.

4. SWEEPS tehnika je u uklanjanju punila iz izrazito zavijenih korijenskih kanala bila

ucinkovitija s radijalnim laserskim nastavkom nego s ravnim laserskim nastavkom.
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