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Sazetak

KONCENTRACIJA TOPIVOGA RECEPTORA CD14 U SLINI PACIJENATA S
DEMINERALIZACIJOM TVRDIH ZUBNIH TKIVA

Slina sadrzi prirodene mehanizme obrane kao dio nespecificnoga imuniteta. Topivi
receptor CD14 (sCD14) u slini posreduje u prepoznavanju gram-negativnih i gram-
pozitivnih bakterija, a koje mogu sudjelovati u razvoju demineralizacije tvrdih zubnih
tkiva uzrokovanih karijesom. Svrha istrazivanja bila je utvrditi koncentraciju sCD14 u
nestimuliranoj i stimuliranoj slini odraslih osoba s karijesom 1 bez karijesa, kako bi se
odredila njegova potencijalna uloga biljega za karijes. Uzorak se sastojao od ukupno 88
zdravih ispitanika, dobi od 20 do 40 godina. Podijelili smo ih u tri skupine: 28 ispitanika
bez karijesa ¢inili su kontrolnu skupinu, 30 ispitanika s 1 — 5 karijesa €inili su prvu
eksperimentalnu skupinu (E1) te 30 ispitanika s 6 1 viSe karijesa Cinili su drugu
eksperimentalnu skupinu (E2). Metode koje su se rabile za prikupljanje sline su metoda
sa stimulacijom salivacije i bez stimulacije salivacije. U uzorcima sline odredili smo
protok sline, pH-vrijednost 1 puferski kapacitet sline. Za odredivanje koncentracije sCD14
koristili smo ,,sendvi¢* imunokemijski test ELISA, a dentalni status registriran je pomoc¢u
Indeksa karijesa zuba (DMFT) i Indeksa karijesa ploha (DMFS) te su se karijesne
promjene dodatno mjerile uredajem KaVo DIAGNODent Pen (DDPen) kako bi se bolje
odredila jac¢ina demineralizacije patoloSkih promjena. Rezultati su pokazali statisticki
znacajno vecu (p = 0,007) koncentraciju receptora sCD14 u nestimuliranoj slini ispitanika
s karijesom obiju eksperimentalnih skupina u odnosu na kontrolnu skupinu ispitanika.
Prediktivna vrijednost koncentracije sCD14 u nestimuliranoj slini za pojavu karijesa bila
je statisti¢ki znacajna (p = 0,002). Zakljuéci koji se mogu izvesti iz istrazivanja jesu da
povecana koncentracija receptora sCD14 u nestimuliranoj slini moze biti potencijalni
biljeg za prisutnost karijesa. Osim koncentracije receptora sCD14 u nestimuliranoj slini,
kao statisticki znacajan prediktor pojave karijesa, pokazao se i puferski kapacitet

stimulirane sline.

Kljuc¢ne rijeci: demineralizacija, sCD14, karijes, slina, pH, puferski kapacitet,

imunitet.



Summary

CONCENTRATION OF SOLUBLE RECEPTOR CD14 IN THE SALIVA OF
PATIENTS WITH DEMINERALIZATION OF HARD DENTAL TISSUES

Introduction: Caries is a microbiologically caused disease that still affects
humanity to a great extent. There has been a great deal of emphasis on the development of
methods for assessing caries risk, identification of biomarkers and vaccine development
strategies to control the incidence of caries, a disease with a known cause. Immunologic
response plays an essential role in the development of caries. Saliva contains an inherent
defense mechanisms as part of nonspecific immunity. The soluble receptor CD14 in the
saliva, mediates in the recognition of Gram-negative and Gram-positive bacteria that can
participate in the development of demineralization of hard dental tissue caused by caries.
Previous studies did not investigate the relationship of sCD14 concentration in the saliva
and caries activity, collected from adults. Only saliva collected from children and

adolescents was tested, and the results showed differing conclusions.

Objectives: The aim of this study was to determine the concentration of salivary
sCD14 and salivary flow rate, pH and buffer capacity, in order to determine its potential
role as a biomarker for caries activity. The aim was also to determine the dental status of

all participants and to evaluate the prevalence of demineralization of hard dental tissues.

Participants and methods: The sample consisted of a total of 88 healthy subjects,
20-40 years of age. Participants completed a questionnaire (illness, drugs, consummation
of acidic drinks, sugar intake, smoking habits...) and informed consent. Excluding factors
were: using anti-inflammatory drugs 2 weeks prior to saliva collection, illness, pregnancy,
and chronic and acute infectious diseases. Then a clinical examination was performed to
determine the dental status of each participant, using a mirror, dental probe and KaVo
DIAGNOdent Pen because of its diagnostic values and to determine the strength of the

demineralization of caries lesions.

Excluding factors were: bleeding on probing, calculus, inflammations of oral
mucosa, ongoing dental treatment (endodontics, sutures of oral mucosa...), and missing

majority of teeth. Dental status was recorded using the DMFT and DMFS index.



Participants were divided into three groups: 28 subjects without caries were the control
group, 30 subjects with 1-5 caries were the first experimental group (E1) and 30 subjects
with 6 and more caries were the second experimental group (E2). Methods used for
collecting saliva samples were with stimulation (by chewing paraffin wax) and without
stimulation of salivary secretion. In the saliva samples the flow of saliva, pH and buffer
capacity of saliva is then determined. The concentrations of the sCD14 in all saliva
samples were determined using matrix-matched commercial enzyme-linked

immunosorbent assay ELISA.

Results: The results showed a statistically significant (%2 = 9.86; ss =2; p =0.007)
higher concentration of sCD14 in resting saliva samples of participants with caries, both
experimental groups (median E=198.0 ng/mL and E2=210.9 ng/mL) compared to the
control group (178.4 ng/mL). With the unit increase in sSCD14 concentration in resting
saliva samples, the emergence of caries increased by 1%. The sensitivity of the sCD14
concentration in resting saliva for caries recognition was 68%, while the specificity was
57%. Both measures were in optimum ratio at 182.9 ng/mL concentration of sCD14 in
resting saliva. The predictive value of sCD14 concentration in resting saliva (area below
ROC curve = (.70) for caries was statistically significant (p = 0.002). The median DMFS
index was: for the control group 32, and for groups E1 and E2 30 and 28, respectively (the
difference between the groups were not statistically significant). In this study, the control
group had a statistically significant higher number of missing tooth surfaces (p = 0.036)
and surfaces with filling (p = 0.001) compared to experimental groups. Participants of the
E2 group with caries localized in the lateral region of the dental arch exhibited a
statistically significant higher concentration of sCD14 in resting saliva (p = 0.003) with
respect to the control group, rather than the E1 group. According to the same localization
of caries in the dental arch, the difference for the E1 group was marginally statistically
significant (p = 0.058). There was no statistically significant correlation between the
concentration of sCD14 in saliva and the measurement of caries lesions by KaVo

DIAGNOdent Pen device at different localizations in the dental arch.

The median pH of resting and stimulated saliva did not show a statistically
significant difference between the groups (control=7.3, E1 and E2=7.2), and no
statistically significant association between the pH of saliva and concentration of sCD14

in saliva was observed. The higher buffering capacity of the stimulated saliva was



statistically significantly related to the lower concentration of sCD14 in the stimulated
saliva. Subjects with medium (pH 4.5-5.5) or low (pH <4.5) buffer capacity of stimulated
saliva had a four-fold greater chance of developing caries compared to subjects with high

buffering capacity (pH = 5.5).

Conclusions: The increased concentration of sCD14 in the resting saliva can be
used as a potential marker for the presence of caries. In addition to the concentration of
sCD14 in resting saliva, a statistically significant predictor of caries activity also showed
to be the buffering capacity of the stimulated saliva and the subjects with caries also had
decreased flow rate of resting saliva as an important defensive factor by the host. Saliva
collection methods and salivary sCD14 concentration determination are not standardized,
which can be a problem for the interpretation of the results, in this type of study. Further
studies in the future are required in order to achieve standardization for the collection of
saliva samples and standardization of determination of salivary sCD14 concentration for

a better performance of its role as a potential marker for carious activity.

Key words: demineralization, sCD14, caries, saliva, flow rate, pH, buffer capacity,

immunity.
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Nives Protrka, doktorska disertacija

1. UVOD

Studije zadnjega desetlje¢a pokazale su porast broja onih studija koje odreduju
individualnost pojave karijesa, u svrhu bolje dijagnoze i prognoze karijesa (1). Medutim unato¢
svemu otkrivenom, jos je uvijek karijes dosta rasiren u svijetu te se smatra jednom od najces¢ih
bolesti svjetske populacije, a koja mozZe utjecati na kvalitetu zivota (2). Nekarijesne destrukcije
tvrdih zubnih tkiva u obliku erozija u danasnje se vrijeme pojavljuju sve ¢esée, a njihova
terapija je kompleksna i dijagnoza etiologije je klju¢na za uspjesno lije€enje. Istovremeno ih
potpomazu kserostomija te bruksizam (3—6). Tako oStecena struktura tvrdih zubnih tkiva jos je

podloznija razvoju karijesa (7,8).

Opce je poznato da komponente sline igraju vaznu ulogu u ouvanju oralnoga zdravlja
(9). Slina sadrzi mnoge prirodene mehanizme obrane, ukljuujuc¢i antimikrobne proteine,
lizosome, laktoperoksidazu, laktoferin 1 visokomolekularne glikoproteine kao dio
nespecificnoga imuniteta. Rezultati mnogih studija pokazali su kako rast koncentracije
razli¢itih proteina sline moZe biti pokazatelj prisustva karijesa (10—13). Autori prijaSnjih studija
uzeli su u obzir infektivnu prirodu karijesa te su istrazivali imunoloske komponente sline kao

prve linije obrane od stranih organizama (6,14-24).

Analizom velikoga broja radova (ukupno 188 radova), nije ustanovljen pouzdani
salivarni protein kao potencijalni biljeg za dentalni karijes (25). Stoga se istrazivanja nastavljaju

i dalje, osobito na podru¢ju imunosnih biljega.

Jos su 1981. godine znanstvenici identificirali receptor skup diferencijacije 14 (CD14,
engl. cluster of differentiation 14) na povrSini monocita i makrofaga. Receptor CD14 ima
glavnu ulogu u prepoznavanju nekoliko mikrobnih produkata kao $to su endotoksini,
lipopolisaharidi (LPS, engl. lipopolysaccharide) iz gram-negativnih (G-) bakterija te
peptoglikani iz gram-pozitivnih (G+) bakterija (26-29). Receptor CD14 je odgovoran za
aktivaciju stanica (makrofaga, monocita) i pokretanje imunosnoga odgovora domacina, a
postoji u dvjema formama: membranozna (mCD14) i topiva forma (sCD14) (30). Ustanovljeno

je da zlijezde slinovnice konstantno luce topivi oblik receptora CD14 u slinu (31).



Nives Protrka, doktorska disertacija

1.1. Slina

Slina je glavni ¢imbenik organizma kojim se postize homeostaza usne Supljine (32).
Sadrzi organske i anorganske komponente koje su vazne za zdravlje usne Supljine i za ocuvanje
integriteta tvrdih zubnih tkiva (33). Sadrzi oko 99.5 % vode, 0.3 % proteina te 0.2 %
anorganskih tvari (ione kalija, natrija, kalcija, anorganskih fosfata, bikarbonata, magnezija,
klora, joda 1 fluora) (34). Sadrzi i razli¢ite proteine, salivarne enzime, globuline, albumine,
hormone, ugljikohidrate, lipide itd. (33,35-37). Slina, takoder, S§titi zube od procesa
demineralizacije, a poticanjem procesa remineralizacije, odrzavanjem optimalne koncentracije
iona kalcija, fosfata, fluorida 1 vodika (38). Slina ima pufersku moguénost odrzavanja acido-
bazne ravnoteze, odnosno, neutralizacije endogenih i egzogenih kiselina u usnoj Supljini.
Najvazniji puferski sustavi su bikarbonatni 1 fosfatni ioni te proteini. Blago kisela vrijednost
pH sline (5,8 — 7,1) $titi sluznicu te onemoguéava demineralizacijski ucinak kiselina (38).
Istrazivanja su pokazala da su, za razliku od karijesa, erozivne promjene tvrdih zubnih tkiva,
izravno povezane sa snizenom pH-vrijednosti sline. Slina $§titi od karijesa na Cetiri nacina:
neutralizacijom 1 eliminacijom Secera i ostalih tvari, puferskim kapacitetom te regulacijom
odnosa demineralizacije / remineralizacije i antimikrobnom akcijom (39). Zbog toga mozemo
reci da slina ima protektivnu ulogu u nastanku karijesa zbog njezine uloge u neutralizaciji i

puferiranju kiseline kao i njezine uloge u remineralizaciji tvrdih zubnih tkiva.
Sastavni dio ukupne sline ¢ini:

— slina iz zlijezda slinovnica (parotidna, submandibularna i sublingvalna Zlijezda):
proizvod je specijalnih sekretornih stanica i u svom sastavu sadrzi pretezno vodu, elektrolite,
enzime 1 glikoproteine. Takoder, moze sadrzavati 1 razli¢ite druge tvari koje su prisutne i u
plazmi, endogenoga (hormoni) ili egzogenoga (lijekovi) podrijetla. U acinusima zlijezda
slinovnica elektrolitski sastav sline identi¢an je onom u krvnoj plazmi. U izvodnim kanali¢ima

zlijezda sastav sline se mijenja (40).
— ostale tekucine 1 materijali koji dospiju u usnu Supljinu (sulkusna tekucina, sekreti iz
disnih putova, virusi, gljivice, bakterije i njihovi metaboliti, epitelne stanice, ostaci hrane,

sastojci krvi iz ozljeda sluznice...) (41).
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Nasuprot slini, sulkusna tekucina je sastavom puno sli¢nija krvnoj plazmi jer nastaje
ultrafiltracijom iz kapilarnoga pleksuza u podrucju gingivnoga sulkusa kao transudat ili kao
eksudat u slu€aju jace upale te time i posljedi¢nim povecanjem permeabilnosti kapilara. Najveci
dio komponenata plazme u slini dospije putem sulkusne tekucine, jer su kapilare u sulkusu za
njih mnogo propusnije nego stanice acinusa (32). Kako bi slina mogla obavljati svoje funkcije

sekrecija sline treba biti dostatna.

Koli¢ina, sastav i gustoca sline ovise o brojnim ¢initeljima, kao $to su doba dana, opce
fizicko 1 psihicko zdravstveno stanje, koriStenje lijekova, dob i spol, vrsta hrane, intenzitet i
trajanje stimulacije itd. Sekrecija sline tijekom dana je veca od sekrecije tijekom noci. Prema
tomu i zastita slinom je veca tijekom dana. Sekrecija sline se povecava do 20. godine Zivota, te
se smanjuje do 60. U stanju mirovanja muskarci lu€e viSe sline od zena. Fizi¢ko 1 psihicko

zdravlje je nuzno za normalnu proizvodnju i sekreciju sline.

1.1.1. Smanjena sekrecija sline

Razlic¢ite bolesti mogu dovesti do smanjene sekrecije sline kao npr. Sjogrenova bolest,
radijacijski sindrom nakon zracenja tumora u podruc¢ju glave i1 vrata te teZza oboljenja s
dehidracijom organizma. Takoder, i neki lijekovi mogu popratno dovesti do redukcije sekrecije
sline uz svoj glavni terapeutski ucinak (antikolinergici, antidepresivi, antihistaminici,
antihipertenzivi, dekongestivi, diuretici, sedativi i ostali simpatomimetici) (38,42). Znaci i
simptomi kserostomije ukljucuju primjetnu suhocu usta, fisure i ragade uglova usana, zadah,
poteskoée u govoru i gutanju te konstantnu Zelju za pijenjem. Cest je osjeéaj pecenja jezika i
promjene u okusu. Oralna sluznica gubi prirodnu vlaznost te postaje dehidratizirana i vrlo ¢esto
upaljena i crvena te lako krvari. Kserostomija mijenja normalnu floru usne Supljine pa se tako
povisuju koncentracije streptokoka mutansa i laktobacila koji su odgovorni za nastanak karijesa
1 dolazi do razvoja kanididijaze, posebice jezika i1 nepca. Mogu se javiti 1 gingivitis 1
parodontitis. Slina, koja je prisutna u manjoj koli¢ini, gusc€a je i1 otezana je njezina sekrecija iz
odvodnih kanala Zlijezda slinovnica. Na kserostomiju utjece suhi zrak, disanje na usta te

pusenje.
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1.1.2. Uzorkovanje sline

Uzorkovanje sline ukljucuje pasivnu, nestimuliranu metodu skupljanja sline i1
stimuliranu metodu. Koli¢ina protoka izlu¢ivanja sline moze se zatim izracunati u mL/min (43).
Nestimulirana slina je uzorkovanje sline direktno u epruvetu tijekom odredenoga vremena.
Uzorkovanje nestimulirane sline obi¢no traje od 1 do 15 minuta ovisno o potrebnoj koli¢ini
uzorka (38). Vrijeme uzorkovanja stimulirane sline obi¢no traje pet minuta. Skupljanje
stimulirane sline trebalo bi biti provedeno nakon skupljanja nestimulirane sline (38).
Stimulacija salivacije moze se provoditi razli¢itim sredstvima (vosak, Zzvakafa guma,
pamuk...), medutim, najbolji je ipak inertni materijal poput parafinskoga voska jer ne utjece na
sastav sline poput primjerice pamuka koji apsorbira odredene molekule iz sline te moze dovesti
do lazno sniZenih rezultata mjerenja (34,38). Iako su u prodaji i razli¢iti sustavi za uzorkovanje
sline, jo§ su uvijek najpopularnije metode kolekcije sline postupkom pljuvanja, prikupljanjem
sline u podjezicnom prostoru sukcijom te nakapavanjem. Trenutno ne postoji tehnika kolekcije

sline koja je univerzalno prihvacena jer metoda uzorkovanja sline nisu standardizirana (34).

Razlicite klinicke studije utvrdile su da je nestimulirani protok sline dijagnosticki
vazniji od stimuliranoga protoka (44). Medutim, iako se protok pokazao kao vazan pokazatel]
za aktivnost karijesa, normalne vrijednosti protoka nestimulirane i stimulirane sline ipak
variraju od osobe do osobe (45). Do danas uzorkovanje sline u stomatoloskoj praksi nije
standardizirano te se podjednako koriste obje metode uzorkovanja sline. Larsen MJ 1 suradnici
1999. godine proveli su studiju analiziraju¢i varijacije u mjerenjima parametara sline tijekom
razdoblja od 7 tjedana te su zakljucili da unato¢ uzorkovanju sline uvijek u isto vrijeme dana
uz postivanje cirkardijalnoga ritma luc¢enja sline (1), mjereni parametri sline ne daju uvijek iste
rezultate te stoga nisu pouzdani za karakterizaciju pojedinca o podloZnosti karijesu (2). Zbog
toga postoje ogranicenja glede usporedbe rezultata pojedinih analita u uzorku sline, §to upucuje
na potrebu harmonizacije predanalitickih metoda pri koriStenju sline kao dijagnostickoga

medija (34).
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1.1.3. Prednosti i nedostatci sline kao uzorka u stomatoloSkoj praksi

Generalno, koriStenje sline u stomatoloskoj dijagnostici umjesto krvi ima brojne
prednosti. Uzorkovanje sline je neinvazivni i jednostavniji dijagnosticki postupak. Kako se
slina ne zgruSava, olakSano je rukovanje prilikom njezine obrade, Sto znacajno smanjuje
troskove analize. Takoder, za zdravstvene djelatnike je koristenje sline u odnosu na serum
sigurnije zbog smanjenoga rizika od zaraze infekcijama kojih su patogeni u krvi (virus humane
imunodeficijencije (HIV), virus hepatitisa itd.). Ipak, slina kao dijagnosticki uzorak u
stomatoloskoj praksi moze imati i niz nedostataka. Moguénost tocne kvantifikacije biljega u
uzorku usne Supljine ovisi o biokemijskim karakteristikama samoga analita, uzorkovanju sline,
a i 0 odabiru analiti¢ke metode odredivanja. Cesto su koncentracije pojedinih analita u slini
niZe nego li u serumu pa je to dugo vremena bilo ograni¢avajuce za klini¢ku primjernu salivarne
dijagnostike u stomatoloskoj praksi. Medutim, razvojem novih imunolo$kih metoda mogu se

detektirati vrlo niske koncentracije analita u slini.

1.2. Biljezi karijesa i erozija tvrdih zubnih tkiva

Opcenito, biljeg je indikator normalnih bioloskih procesa, patoloskih procesa ili
farmakoloskih odgovora na terapeutske intervencije, koji mozemo objektivno mjeriti i

evaluirati (46).

Biljezi u tijelu su entiteti koji nam daju informaciju o trenutnom fizickom stanju
organizma (47). Promjene u njihovoj koncentraciji, strukturi, funkciji ili akciji, mogu biti
povezane s nastankom, progresijom ili regresijom nekoga poremecaja ili su rezultat odgovora
organizma (48). Stoga, biljezi predstavljaju pouzdane alate za detekciju, procjenu rizika,

dijagnozu, prognozu i prac¢enje bolesti (49).

Biljezi dentalnoga karijesa ukljuCuju analize parametara sline, detekciju
mikroorganizama u usnoj Supljini te odredivanje elektrolita (laktat, ioni kalcija, urea, amilaza)
1 proteine (proteom) u uzorcima sline (50). Biljezi dentalne erozije ukljucuju analize parametara

sline, odredivanje koncentracije fosfata, kalcija i fluorida te salivarnih proteina (51-54).
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1.2.1. Funkcionalni testovi za prognozu rizika od karijesa i erozija

Za pravilnu procjenu rizika od nastajanja karijesa i erozija te aktivnosti karijesa
potrebno je uzeti detaljnu anamnezu ispitanika (prisutnost lokalnih i sistemskih bolesti, lijekovi,
prehrambene navike, Stetne navike, stupanj oralne higijene itd.). Zatim je potrebno odrediti
salivaciju, pH-vrijednost sline i njezin puferski kapacitet. Te analize predstavljaju generalnu
(nespecifi¢nu) procjenu rizika od karijesa. Protok sline je vazan za odredivanje rizika od pojave
karijesa jer je dokazano da smanjeni protok sline moze pogodovati razvoju karijesa (33,38).
Utvrdeno je i da povecani protok sline djeluje preventivno i na pojavu dentalnih erozija jer
zlijezde slinovnice stimulirane kiselinom pojacano luce slinu koja kiselinu razrjeduje (52).
Smanjena koli¢ina sline moze upucivati i na razli¢ite bolesti koje zahvacaju Zlijezde slinovnice
(autoimune bolesti, hormonalni poremecaji, hereditarni poremecaji), infektivne bolesti (HIV,
hepatitis C, epidemijski parotitis...). Takoder, smanjena koli¢ina sline moZe biti posljedica
metabolickih ili neuroloskih poremecaja, lokalnih salivarnih bolesti (sijalolitijaza,
sijaloadenitis...), a moze biti i rezultat primjene nekih lijekova koji imaju antikolinergi¢ni
ucinak te radioterapije (55,56). Kriteriji za odredivanje hiposalivacije ukupne stimulirane sline
je < 0.7 mL/min ili nestimulirane sline < 0.12-0.16 mL/min (57). Kserostomija je najces¢i
simptom koji se moze pojaviti zbog nedostatka sline te narusuje kvalitetu Zivota. Ostali oralni

simptomi i znakovi koji su vezani za pojavu suhoce u ustima jesu:

— simptomi: osjecaj pecenja oralne sluznice 1 jezika, otezan govor i1 gutanje, poremecen

okus, mucnina i zgaravica, zed.

— znakovi: suhoéa i1 crvenilo sluznice, suhe usne i upala uglova usana, oralna

kandidijaza, aktivnost karijesa, atrofija papila jezika (38).

Osim $to je ve¢ samim smanjenim protokom sline naruSeno oralno zdravlje, 1 pH-
vrijednost sline 1 puferski kapacitet sline ovise o koli¢ini sline. Pad pH-vrijednosti sline
uvjetovan je kiselim uvjetima u usnoj Supljini 1 nedostatnim puferskim kapacitetom koji
kompenzira pH-vrijednost sline. Odredivanje pH-vrijednosti sline korisno je kod otkrivanja
kiselih uvjeta u usnoj Supljini koji mogu izazvati pojavu demineralizacije tvrdih zubnih tkiva

(38,42). Kriticna pH-vrijednost za pojavu demineralizacije cakline je 5.5, posebice ako je
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vrijeme trajanja djelovanja kiseline dugo i ako se s vremenom djelovanje kiseline ponavlja.
Slina i zastitna pelikula neutraliziraju djelovanje kiseline, ali ako je pH-vrijednost ispod kriticne

1 ako traje neko vrijeme, slijedi destrukcija zubnoga tkiva.

Odredivanjem puferskoga kapaciteta sline moze se procijeniti zastitno djelovanje sline
1 rizik od nastanka karijesa i erozija. Snizeni puferski kapacitet sline povezan je s razvojem
dentalnoga karijesa (38), dok su osobe s normalnim ili visokim puferskim kapacitetom sline
Cesto rezistentne na pojavu dentalnoga karijesa (50). Takoder se smanjeni puferski kapacitet
sline moze povezati i s progresijom dentalnih erozija radi nedovoljne neutralizacije kiseline u
slini (54,58). Rezultati ispitivanja pokazali su da odredivanje pH-vrijednosti sline ne
determinira osobe s karijesom od osoba bez karijesa (59). Nasuprot tomu, vrijednosti mjerenja
puferskoga kapaciteta pokazala su statisti¢ki znacajnu negativnu korelaciju s prevalencijom

karijesa (60).

Procjena rizika za nastanak karijesa jos ukljucuje bakteriolosku analizu te analizu

upotrebe fluorida (61).

1.2.2. Mikroorganizmi

Usna Supljina je idealno mjesto za kolonizaciju mikroorganizama, zbog kontinuiranoga
ispiranja slinom koja odrzava toplinu (35 — 36 °C) 1 potrebnu vlaznost usne Supljine, uz pH-
vrijednost izmedu 6,75 1 7,25. Broj i sastav mikroorganizama usne Supljine reguliraju razliciti
mehanizmi, gingivna teku¢ina 1 slina sa svojim antimikrobnim ucincima, sinergizam i
antagonizam mikroorganizama itd. Visoko selektivni mehanizam udruZivanja razli¢itih vrsta
dovodi do razvoja bakterijskih zajednica. Usnu Supljinu inicijalno koloniziraju streptokoki,
stafilokoki 1 neke aktinomicete, a s njima 1 veilonela (62). Organizmi koji preferiraju
kolonizaciju na tvrdim povrSinama zuba su najceSée Streptococcus mutans, Streptococcus
sanguis 1 Actinomyces spp., dok Prevotella spp. 1 Porphyromonas spp. preferiraju anaerobne
uvjete pa koloniziraju gingivalne pukotine. Medutim, anaerobi se ne javljaju u zna¢ajnom broju
prije adolescencije (63,64). U ustima su najbrojniji G+ (gram-pozitivni) koki, zatim G+ Stapici
te G- (gram-negativni) koki i Stapi¢i (65). Gram-pozitivni koki obuhvacéaju dvije znacajne grupe

mikroorganizama koji koloniziraju tvrda 1 meka oralna tkiva. Polovicu od ukupnog broja

7
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bakterija koje koloniziraju oralnu sluznicu i jezik te su prisutne u slini ¢ine streptokoki:
Sanguis, Mitior, Mutans, Salivarius i Milleri. (66,67). Stafilokoke nalazimo najvise na kozi i

sluznici usnica dok ih je u usnoj Supljini manje.
Gram-negativni koki koloniziraju ve¢inu mukoznih povrSina pa tako i Veillonella.
Kariogene bakterije mozemo podijeliti u dvije skupine:

— glavne uzrocnike: Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus, Lactobacillus casei,
fermentum, plantarum i acidophilus,
— 1 bakterije koje se uz glavne uzro¢nike nalaze u ranim lezijama 1 karijesnom dentinu:

Streptococcus mitis, Actinomyces odontoliticus i neslundii.

Streptococcus mutans se drzi bakterijom koja izaziva inicijalnu karijesnu leziju.
Proizvodi veci broj ektracelularnih ugljikohidratnih polimera koji se fiksiraju na povrSinu zuba
(33). U uzro¢nike za nastanak karijesa ubrajamo 1 Gram-pozitivni §tapice 1 filamente jer su vrlo
acidogeni te se tako povezuju s nastankom naprednih karijesnih lezija (68). U slini i plaku su
takoder prisutni gram-negativni Stapi¢i 1 filamenti iako male patogenosti (Haemofilus) te
Campylobacter (Vibrio) koji se nalaze u gingivnom slukusu i plaku. Uocen je porast njihovog
broja kod povecanja broja gingivnoga indeksa (69). Uz bakterije, koje nalazimo u zdravoj usnoj
Supljini, nalazimo 1 ostale mikroorganizme s kojima su one u ravnotezi: gljivice, mikoplazme,
protozoe i povremeno virusnu floru (33). Acidogene bakterije snizuju pH-vrijednost plaka ( S.
mutans i S. sanguis 1 laktobacili). Sastav dentalnoga plaka je kompleksan te je dokazano da
usnu Supljinu i subgingivalni plak moze kolonizirati oko 500 razli¢itih bakterijski vrsta (70,71).
Sastav bakterija u plaku varira s obzirom na lokalizaciju u ustima: u fisurama se razvijaju G+
anaerobni Stapici i koki, a spirohete i G- anaerobni Stapic¢i u parodontnim dzepovima. Uvijek
su prisutni G+ Stapici, streptokoki i filamentozne bakterije te neki G- anaerobi. Struktura i
kompozicija ekstracelularnoga matriksa plaka takoder moze varirati, kao i mikrobne sastavnice,
pa je tako struktura i kompozicija plaka podlozna okolisSnim uvjetima i vremenu (72).
Dosadas$nje studije pokazale su vrlo visoku korelaciju izmedu prevalencije karijesa i visoke
koncentracije mikroorganizama (73). Medutim, konvencionalni bakterijski testovi nisu
dovoljno osjetljivi na razlicite bakterijske vrste te zahtijevaju viSednevnu kultivaciju, a noviji
testovi koji koriste imunoloSku tehnologiju daju brze te kvalitetnije rezultate (50). S obzirom
na to da se preko 50 % bakterija u usnoj Supljini jo§ uvijek ne moZze kultivirati, razumijevanje

mikrobioloske aktivnosti u odnosu na pojavu karijesa nije potpuno (50).
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1.2.3. Salivarni proteini u zastiti od pojave karijesa i erozija

Salivarni proteom ¢ine oko 1400 proteina i dio su nespecificnoga imuniteta (50,59,74).
Te salivarne biomolekule mogu se podijeliti u dvije glavne kategorije:

—molekule povezane s antibakterijskim djelovanjem i

—molekule povezane s adhezijskim kapacitetom mikroorganizama (Tablica 1).

Tablica 1. Salivarni proteini prema djelovanju

Kategorija Salivarne komponente

Antimikrobno djelovanje | IgA

o-defensin

B-defensin

Histatini

Laktoferin 1 lizozim

Kalprotektin
sCD14
Adhezija Mucin

Aglutinini

Prolin-bogati proteini

a-2-makroglobulin

Fibronektin

Cistatin

Matriks metaloproteinaze

Pretpostavlja se za mnoge proteine sline da mogu imati vazne uloge u sprjecavanju
razvoja karijesa ovisno o tom djeluju li na rast bakterija, njihovu agregaciju, adheziju na

povrsinu zuba itd. (75). Medutim, razumijevanje uloga proteina sline je dodatno komplicirano
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¢injenicom da su neki od tih proteina multifunkcionalni, mogu dijeliti iste funkcije, a cak moze

i jedan protein imati suprotne funkcije ovisno o oralnom okruzenju (76-78).
Neki proteini prirodenoga imuniteta mogu djelovati baktericidno ili bakteriostatski.

Novija studija pokazuje da postoje kontroverzije da su antitijela: imunoglobulini G
(IgG) 1 imunoglobulini M (IgM), dobri biljezi karijesa (50). Osim toga, salivarni proteini
lizozimi, laktoferini, salivarna peroksidaza, mijeloperoksidaza, hipotiocijanat i tiocijanat
nemaju jaku poveznicu s dentalnim karijesom. PoviSena koncentracija lizozima u slini
ustanovljena je kod upale gingive (79). Enzim lizozim posreduje agregaciji i adherenciji
bakterija te aktivaciji bakterijskih autolizina koji uniStavaju stijenku bakterija (75,78). Lizozim
u usnu Supljinu luce velike 1 male Zlijezde slinovnice, gingivna cervikalna tekucina te salivarni
leukociti (19). Laktoferin je protein koji u usnu Supljinu luce male i velike Zlijezde slinovnice.
VezZe se za bakterije te omogucuje njihovu aglutinaciju (80). U zastiti od erozija 1 karijesa
takoder sudjeluje staterin (tirozin-bogati protein), multifunkcionalni protein koji utjece na
zasi¢enost sline kalcijevim fosfatnim solima te selektivno podupire adheziju bakterija na
apatitne povrsine (38,54). Slina sadrzi i matriks metaloproteinaze (MMP) koje su nedavno
povezane s progresijom erozija (81,82). Njihova uloga je u degradaciji gotovo svih proteina
ekstracelularnoga matriksa i kolagena tvrdih zubnih tkiva §to vodi k progresiji bolesti (54).
Takoder je utvrdeno da su osobe s povisSenom koncentracijom MMP-a u slini podlozZnije
nastanku karijesa (83) te MMP 8 i 9 smatraju potencijalnim biljegom (82). Medutim,
protektivni u¢inak inhibitora MMP-a na razvoj erozije jo$ uvijek nije u potpunosti potvrden
(54). Nadalje, znacajne razlike u proteinskom sastavu sline parotidne zlijezde 1 ukupne sline,
nisu utvrdene kod ispitanika s karijesom 1 bez karijesa (7,8). Jo$ se uvijek salivarni proteini
istrazuju kako bi se utvrdila njihova povezanost s karijesom, a time i njihova potencijalna uloga

biljega za karijes.
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1.2.4. Biokemijski biljezi upale u usnoj Supljini

lako je uloga kariogenih mikroorganizama u etiologiji karijesa poznata, ispitivanja
uloge imunosnoga sustava i upalnoga odgovora takoder je klju¢no kada se ispituje patologija
karijesa. Mikroorganizmi u usnoj Supljini mogu stimulirati imunosni sustav i produkciju
citokina, kemokina, stani¢nih receptora i ostalih imunosnih komponenta koje mogu imati
korisnu ulogu jer preveniraju i reguliraju mikrobiolosku infekciju kod domacina (73,74). Zbog
toga se drzi da je slina pogodan medij za otkrivanje pro-upalnih biljega u usnoj supljini. Poznato
je da razina C-reaktivnoga proteina (CRP) u krvi raste tijekom akutne i kronicne upale. Ipak,
istrazivanja su pokazala da CRP, kao i neke druge komponente upalnoga odgovora (o-2
makroglobulin i C3-komponenta komplementa), nisu selektivni u razlikovanju nekoliko tipova
parodontitisa od normalnoga statusa (85).

Citokini u slini su predmet istrazivanja posljednjih deset godina. Povecane
koncentracije citokina: interleukina 6 (IL-6) i interleukina 1 (IL-1p) ustanovljene su u slini
osoba s karijesom 1 gingivitisom (74,86). Takoder je ustanovljena i zna¢ajna korelacija izmedu
koncentracije salivarnoga IL-1f i razine Streptokoka mutansa u usnoj Supljini, Sto bi moglo
uputiti na ulogu te bakterije u modulaciji pro-upalnoga odgovora i1 produkciji citokina (74).
Medutim, drugi autori nisu nasli razliku u koncentraciji pro-upalnih citokina u osoba s
dentalnim karijesom ili periodontnom upalom u usporedbi s razinom u zdravih osoba (85). Ipak,
daljnja istrazivanja izdvojila su neke druge potencijalne salivarne biljege u detekciji
periodontne bolesti 1 karijesa 1 to: metaloproteinaza matriksa 8 (MMP-8), interleukin 18 (IL-
1B) te P. gingivalis (74,87,88). Ustanovljeno je 1 da je kombinacija ta tri biljega pouzdanija u
detekciji bakterijske mase, upale i tkivne destrukcijske kaskade/karijesa od pojedinacnih
biljega, jer prezentira ukupni periodontni status pacijenta. MMP imaju sposobnost oslobadati
razlicite bioaktivne molekule s povrSine stanice, kao §to su ¢imbenik tumorske nekroze a
(TNF-a, engl. tumor necrosis factor o), IL-6 i druge. Na taj naCin MMP mogu biti ukljuceni u
kontrolu upale i infekcije u usnoj Supljini. Najvazniji inhibitori MMP su o2-makroglobulin te

tkivni inhibitori metaloproteinaza (TIMP, engl. tissue inhibitor metalloproteinase) (74).
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1.2.5. Zastitna pelikula kao biljeg za eroziju i karijes

Povrsine zubi eksponirane usnoj Supljini, presvucene su tankim bezstani¢nim
proteinskim filmom, odnosno pelikulom (38,54). Debljina pelikule varira izmedu 1 — 10 um
ovisno o lokalizaciji u usnoj Supljini (38). Sastavljena je od oko 130 glikoproteina i proteina te
nekoliko enzima (89,90). Ti proteini sudjeluju u upalnom odgovoru, antimikrobioloskoj i
imunosnoj obrani, podmazivanju, puferiranju i remineralizaciji (54). Histatin, kao dio zaStitne
pelikule, djeluje anti-demineralizacijski u fosforiliranom obliku. Takoder mucini, veliki

glikoproteini kao sastavni dio pelikule, djeluju protektivno na razvoj dentalnih erozija (54).

Pelikula tako predstavlja vazan c¢imbenik prevencije tvrdih zubnih tkiva od
demineralizacije koja svojom polupropusnoscu S§titi povrSinu zuba od izravnoga kontakta
kiseline (54,91). Prijasnje studije istrazivale su razli¢ita protektivna svojstva pelikule na razvoj
erozija s obzirom na razli¢it sastav cakline 1 dentina. Utvrdile su da veci porozitet 1 topivost
dentina u odnosu na caklinu rezultira i ve¢om demineralizacijom na djelovanje kiseline, zbog
razli¢ite kompozicije 1 adsorpcije pelikule (92-95). Autori prijasnjih studija takoder predlazu
daljnju analizu proteinskih komponenata pelikule, kao biljega za razvoj erozija, a koji utjecu na

njezin zasStitni kapacitet (52,54).

1.2.6. Potencijalni biljezi dentalnoga karijesa i erozija

Dobar salivarni biljeg trebao bi imati veliku specifi¢nost i osjetljivost u selekciji osoba
s karijesom. Veliki interes u istrazivanju prevencije karijesa usmjeren je prema imunosnim
biljezima upale u slini (MMP, citokini, sCD14) (61,96). Nedavna istrazivanja pokazala su da
a-defensin (61), sCD14 (96) te kalprotektin (86) mogu pouzdano detektirati osobe sa karijesom
u usporedbi s onima bez karijesa. Ipak, do danas nije ustanovljen salivarni biljeg koji bi
pouzdano odredio karijes-suspektne osobe. Nadalje, razliciti salivarni biljezi trebali bi se
kombinirati s nekim drugim pokazateljima (socijalnim, klinickim) u svrhu bolje procjene rizika

od karijesa (50).
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Nadalje, ovisno o biljegu, moze se procijeniti:

a) imuni odgovor u slini pacijenta te prema potrebi savjetovati uzimanje ne-
kariogenog oralnog biofilma (npr. probiotici)

b) smanjeni adhezijski kapacitet kariogenoga biofilma, te prema potrebi savjetovati
primjenu specifi¢nih anti-adherentnih molekula u vidu poboljSavanja dentalne higijene

c) poboljsati puferski kapacitet sline (stimulacija salivacije zvakanjem).

1.2.7. Receptor CD14

Receptor sCD14 otkriven je i klasificiran 1981. godine te je ustanovljeno da sudjeluje u
aktivaciji prirodenoga imuniteta kod akutnih i kroni¢nih infektivnih bolesti (97,98). Ima vaznu
ulogu u prepoznavanju raznih liganada, narocito apoptoic¢nih stanica i gljivica do bakterijskih

produkata te ¢ak cijelih bakterija (98).

CD14 postoji u dvije forme. Jedna forma je vezana na povrSinu stani¢ne stjenke pomocu
glikozilfosfatidilinozitol (GPI, engl. glycosylphosphatidylinositol) receptora te se naziva
membranozni CD14 (mCD14) (164). Originalno je opisan na mononuklearnim stanicama kao
55 kDa protein (99). mCD14 se nalazi najviSe na povrS§ini monocita/makorfaga, zatim na
povrsini polimorfonuklerara, nemijeloidnim stanicama kao B stanice i fibroblastima gingive.

Te stanice nazivamo CD14-pozitivnim stanicama.

Druga je topiva forma, odnosno solubilni receptor CD14 (sCD14). Solubilni CD14
nastaje otpustanjem mCD14 s membrane ili je direktno otpusten iz intracelularnih vezikula
(100). Membranski receptor CD14 je pri¢vrSéen za stani¢nu stijenku pomoc¢u GPI pricvrstka.
Medutim, aktivirana stanica moze otpustiti receptor sCD14 u topivom obliku koji takoder
sudjeluju u aktivaciji stanica (99). Receptor sCD14 mozZe biti otpusten u vecoj koli¢ini ili
proteinaza-ovisnim odvajanjem (priblizno 48 kDa veliki fragment) ili proteinaza-neovisnim
odvajanjem (priblizno 55 kDa) (99). Solubilni CD14 sintetizira se u jetri. Receptor sCD14
posreduje u aktivaciji stanica bez CD14 receptora, odnosno CD14-negativnih stanica, kao Sto
su endotelne 1 epitelne stanice (101,102). Receptor sCD14 u maj¢inom mlijeku regulira rast

mikroba u zdrijelu dojenceta (103). Takoder ga ima u cerebrospinalnoj tekucini i u urinu (99).
13
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Zbog toga je uloga sCD14 vazna kako bi izazvao odgovor stanica bez mCD14 na prisutnost

LPS-a.

Receptor CD14 i LPS receptorski kompleks

Receptor CD14 prepoznaje gram+ i gram— bakterije, a najviSe istrazen ligand je

endotoksin, tj. LPS. To je povrSinski antigen karakteristi¢an za gram— bakterije (104).

Osim LPS-a, CD14 prepoznaje i druge molekule vezane za patogene, kao npr. lipotei¢nu

kiselinu, lipoproteine, peptidoglikane i atipicne lipopolisaharide (105,106).

Receptor CD14 prezentira antigene transmembranskim ekstracelularnim receptorima.
Tako aktivirani transmembranski receptori pokrecu razne signalne puteve unutar stanice koji
kontroliraju specificni odgovor imuniteta (107). Receptor CD14 moze vezati LPS samo uz
prisutnost lipopolisaharid vezuceg proteina (LBP, engl. LPS binding protein) (108—112). LBP
katalizira njihovo vezanje, a stvaraju ga hepatociti (113—115). LPS- ili peptoglikanski-CD14
kompleks djeluje na receptore na povrsini stanice, nazvane Toll-u sli¢ni receptori 4 (TLR-4,
engl. Toll-like receptors 4) (113). MD-2 (engl. myeloid differentiation protein-2) je koreceptor
na receptorskom kompleksu TLR-4 gdje se veze LPS (116). Receptor CD14 se ponaSa kao
koreceptor, uz TLR-4 i MD-2 za prepoznavanje bakterijskih LPS-a.

Nakon njihova vezanja dolazi do stimulacije receptora. Stimulirani TLR dimerizira,
odnosno mijenja konformaciju, te pruza platformu za regrutiranje citoplazmatskih adaptorskih
proteina. Citoplazmatska domena TLR receptora nazvana Toll/Il-1 domena (TIR) regrutira pet
vrsta adaptorskih proteina: protein primarne mijeloidne diferencijacije 88 (MyDS88, engl.
myeloid differentiation primary response protein 88), adaptor MyD88 (Mal, engl. MyD88
adaptor like, takoder poznat kao adaptorski protein koji sadrzi TIR domenu (TIRAP, engl. TIR
domain-containing adaptor protein)), adaptorski protein koji sadrzi TIR domenu i potice
interferon [ (TRIF, engl. TIR domain-containing adaptor protein inducing interferon-p),
adaptorska molekula srodna TRIF-u (TRAM, engl. TRIF-related adaptor molecule), i protein
koji sadrzi sterilne alfa i Armadillo motive (SARM, engl. sterile alpha and Armadillo-motif-

containing protein) (117). TLR-4 je jedinstveni transmembranski receptor jer moze aktivirati
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oba seta signalnih puteva: i Mal-MyD88 ovisni 1t TRAM-TRIF-ovisni (118). Ovisno koji se set

aktivira taj ¢e i odrediti smjer imunosnoga odgovora (117).

Promijenjeni TLR-4 aktiviraju niz razlicitih kinaza. Kinaze dalje fosforiliraju druge
bjelan¢evine kao npr. nuklearni ¢imbenik za lance k limfocita B (NFxB, engl. nuclear factor
kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) i regulatorni faktor interferona 3 (IRF-3, engl.
interferon regulatory factor-3). Oni se prenose u jezgru gdje utjeu na izrazaj gena pa nastaju
razni obrambeni protuupalni ¢imbenici (Cimbenik tumorske nekroze (TNF), antimikrobni
peptidi (AP-1) itd.) (113). Tako dolazi do aktivacije upale i do sinteze upalnih citokina i
kemokina prirodenoga imuniteta koje dalje mogu aktivirati steCeni imunitet (104,119). Osim
TLR-4, u prepoznavanju sudjeluje jo§ TLR-2 koji veze proteoglikane gram+ bakterija (113).
Receptor CD14 1 LBP zajedno mogu opsonizirati ¢ak cijelu bakteriju i apoptoi¢nu stanicu,

uklanjaju¢i tako infekciju i smanjujuéi upalu (120,121).

Funkcije receptora CD14

Nakon stimulacije receptora TLR-4, prvo se aktivira TIRAP-MyD88-ovisni signalni put
koji dalje aktivira NF-kB (122). Zatim se internalizira cijeli receptorski kompleks, ukljucujuci
CD14, te tek sada slijedi aktivacija TRAM-TRIF signalnoga puta, a njegova aktivacija
zapocinje u endosomu (123). Jiang 1 suradnici (2005) demonstrirali su potrebu receptora CD14
za aktivaciju TLR/TRAM-TRIF signalnoga puta s vrlo visokim dozama LPS-a. U odsutnosti
receptora CD14, LPS nije mogao inducirati TRAM-TRIF-ovisnu IRF-3 aktivaciju te
posljedi¢no produkciju interferona tip-1 (IFN-1) (124). Nuklearni ¢imbenik aktiviranih T-
stanica (NFATc, engl. nuclear factor of activated T cells) je transkripcijski ¢imbenik koji ima
ulogu u steCenom imunitetu pri diferencijaciji i aktivaciji T 1 B stanica. On moze regulirati
produkciju IL-2 od strane T-stanica. Kod stanica prirodenoga imuniteta malo je poznato o
njegovoj funkciji. Signalni put CD14-NFAT vazan je bioloski proces za aktivaciju dendriticnih
stanica LPS-om. O posljedicama aktivacije NFAT jos je malo poznato (118).
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Stoga, receptor CD14 ima tri glavne funkcije:

— osigurava produkciju citokina ovisnu o ¢imbeniku NF-kB 1 uz prepoznavanje

malih doza LPS-a, prezentiraju¢i LPS receptoru TLR-4

— kontrolira premjeStanje LPS-receptorskoga kompleksa endosomu, poti¢uci

tako TLR-4 endocitozu i aktivaciju signalnoga puta TRAM-TRIF te produkciju IFN-1
— aktivacija dendriti¢nih stanica i produkcija IL-2 (118).

sCD14 i Toll-u sli¢ni receptor

Lein i Ingalls (2002) zakljucili su kako kolonizacija mikroorganizama i njihovih
produkata, ukljucuju¢i LPS, bakterijske lipoproteine, peptidoglikane 1 bakterijsku
deoksiribonukleinsku kiselinu (DNK) rezultira interakcijom bakterijskih komponenti s Toll-u
slicnim receptorima (TLRs, engl. Toll-like receptors) (ukupno njih 10) pokrecu¢i odgovor
domacéina. Oni upravo drze da je TLR sustav receptora kljucan aktivator urodenoga imuniteta
(26). Tu studiju 2011. godine potvrduju 1 Moresco EMY, LaVine D i Beutler B (125). TLR-2
(engl. Toll-like receptor 2) i TLR-4 prepoznaju peptidoglikane gram+ bakterija i LPS gram-
bakterija, samostalno ili s koreceptorom CD14 (126,127). TLR-2 prepoznaje peptidoglikan i
LPS Streptokoka mutansa, najcesée kariogene bakterije (128). Drzi se da epitelne stanice
gingive imaju ve¢inom TLRs receptore. Odontoblasti zdravoga zuba pokazuju ekspresiju TLR-
2 1 TLR-4 (129). Takoder prijasnje studije upucuju na prisutnost receptora sCD14 i topivog
Toll-u sli¢nog receptora 2 (sTLR-2, engl. soluble Toll-like receptor 2) u slini (130,131).
Bakterijskom aktivacijom TLR-2 i TLR-4 mozZe se aktivirati sinteza citokina i kemokina koji

dovode do razaranja tkiva parodonta (4,125).
Nadalje, pomocu salivarnih biljega kao §to su proupalni citokini (IL-6, IL-8, TNF-a.),
matriks metaloproteinaza 8 (MMP-8), upalni protein makrofaga (MIP-1a) 1 topivi receptor

TLR-2, prati se subklinicki i klinicki status upale kod karijesa i parodontne bolesti, kao podrucja

od Sirega interesa istrazivanja (3—6).
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Koncentracija sCD14 u slini

Neke studije utvrdile su preventivnu funkciju sCD14 u razvoju parodontne bolesti (132).
Takoder, drugi autori su prepoznali porast sCD14 kao dio imunosnoga odgovora domacina kod
klinicke manifestacije parodontnih bolesti (30), Sto nam pokazuje na potencijalnu vaznost
monitoringa sCD14 u razvoju dentalnoga karijesa (3,6). Zhao i1 suradnici su myjerili
koncentraciju sCD14 i sTLR-2 u slini djece s karijesom te su utvrdili povecanu koncentraciju
sTLR-2 kod djece s karijesom, ali ne i koncentraciju sCD14 u odnosu na djecu bez prisutnosti
karijesa (4). Nasuprot tomu, Bergandi i suradnici (2007) su dosli do zakljuc¢ka da sCD14 nije u
slini prisutan kod joS$ ranih karijesnih lezija u djecjoj populaciji, koje se ne detektiraju klinickim
pregledom (27). Biria i suradnici (2010) pratili su koncentraciju sCD14 u slini djece s karijesom
te su dosli do zakljucka da djeca s karijesom imaju vece koncentracije sCD14 u slini, ali 1 da se
koncentracija sCD14 u slini smanjila tri mjeseca nakon provedene sanacije karijesa. Predlozili
su da se receptor sCD14 moze rabiti kao biljeg za karijes kod djece u pozitivnoj korelaciji

(133).

Koncentracija sCD14 u slini odraslih osoba s karijesom se manje ispitivala nego li
salivarna sCD14 koncentracija u djece razliite dobi. Zbog toga ova studija donosi rezultate

mjerenja koncentracije sCD14 u slini odraslih osoba kao i dodatne parametre sline.

Poveéana koncentracija sCD14 u serumu

Topivi oblik receptora, solubilni CD14, nalazi se u serumu te se stvara sekrecijom i
enzimatskim otpustanjem mCD14 s povrSine stanica (100,134). Klini¢ke studije pokazale su
porast koncentracije serumskoga sCD14 kod raznih upalnih bolesti kao npr. Kawasakijeve
bolesti, atopickoga dermatitisa, bolesti jetre, reumatoidnoga artritisa, sistemskoga lupus
eritematozusa, primarnoga sindroma Sjégren, sepse itd. (9,135-138). Salivarni sCD14 moze
posredovati aktivaciji oralnih epitelnih stanica preko LPS-a i receptora TLR-4 (139) te na taj
nacin moze utjecati i na epitelne stanice oralne sluznice, povecavajuci tako produkciju citokina

(140,141).
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1.3. Demineralizacijske promjene tvrdih zubnih tkiva

Vecina patoloskih promjena tvrdih zubnih tkiva zapocinje procesom demineralizacije
(33). Za nastanak demineralizacije odgovorno je djelovanje kiselina. Kod razvoja karijesne
lezije, kiseline nastaju metabolizmom bakterija zubnog plaka. Tada pH-vrijednosti plaka padaju
ispod kriti¢ne vrijednosti od 5,5 kada nastupa demineralizacija. Kod razvoja erozivne lezije,
kiseline nastaju egzogeno ili su unesene endogeno. U ovom sluc¢aju, razlika je u tome da
djelovanje kiselina na caklinu nije konstantno kao u razvoju karijesa, ve¢ kiselina djeluje
intermitentno, ali agresivno gdje se pH-vrijednosti snizuju ¢ak i do 2 — 3. U oba slucaja proces
demineralizacije po¢inje djelovanjem kiselina. Sto je veéi koncentracijski gradijent kiselina na
povrsini zuba, to je brza difuzija nerazgradene kiseline i ve¢ disociranih iona u caklinu. U
caklini se vodikovi ioni tada brze troSe, oslobadaju¢i iz nje ione kalcija 1 fosfata Sto potice

daljnju razgradnju kiseline i razlaganje kristala hidroksiapatita.

Brzina demineralizacije proporcionalna je koli¢ini 1 jacini kiselina. lako vrijeme
izlozenosti zuba kiselinama nije stalno kod erozija kao kod karijesa, proces demineralizacije
kod erozije je brzi, jer su te endogene i egzogene kiseline agresivnije od manje agresivnih

organskih kiselina nastalih u dentobakterijskom plaku.

Zbog toga i zbog strukturne grade zuba, izgled lezija karijesa i erozija je razlicit. Kod
zubnoga karijesa promjene su karakterizirane pojavom inicijalne lezije koja se klinicki ocituje
poput neprozirne (bijelo-zute) mrlje bez kavitacije cakline. Daljnjim Sirenjem karijesa, lezija
poprima sve tamniju boju, a razorenost tvrdoga zubnog tkiva sve je veca (42) (Slike 1, 2). Kod

erozija tvrdih zubnih tkiva lezije su visoke glatkoce i sjaja (142) (Slike 3-5).
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Slika 1. Karijes fisure molara

Slika 2. Uznapredovali aproksimalni karijes s prisutnom kavitacijom
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Slika 3. Erozivne promjene palatinalnih ploha inciziva

Slika 4. Erozivne promjene lingvalnih ploha molara
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Slika 5. Erozivne promjene vestibularnih ploha

Spiralni 1 valoviti tijek caklinskih prizama te specifican raspored kristala ¢ine caklinu
najtvrdim i vrlo otpornim tkivom u ljudskom organizmu. Zubna caklina gradena je od kristala
hidroksiapatita veli¢ine 40 —10 nm, ugradenih u stromu organskoga matriksa, tvore¢i gusto
zbijeni mineralni sustav, koji sadrzi u tezinskim postocima 93 — 96 % anorganske tvari, 0,5 — 4
% organske tvari i3 — 3,5 % vode (142—144). Anorganska tvar sastoji se od 55,5 % fosfata, 37
% kalcija, 0,5 % natrija te drugih elemenata (stroncija, olova, fluora, magnezija) (142).
Kemijskim analizama pronadeno je pet vrsta ili oblika bioloskih kalcij-fosfata od kojih je u

zubnim tkivima najzastupljeniji kalcijev hidroksiapatit.

Formula hidroksiapatita: Caio(PO4)s(OH)2 (191)

Ostale cetiri vrste nalaze se ili u stadiju razvoja zuba ili za vrijeme procesa
demineralizacije 1 remineralizacije u zreloj caklini u vrlo malim postotcima (42). Uloga
organskoga matriksa je, osim Sto povezuje kristale hidroksiapatita, da omogucuje stalnu

difuziju 1 izmjenu iona izmedu kristala 1 okoline zuba.
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Demineralizacija tvrdih zubnih tkiva zapoc¢inje procesom difuzije organskih kiselina,
koje su produkt fermentacije ugljikohidrata acidogenih bakterija, medu kristale. Tada se kalcij
1 fosfati iz kristalne reSetke razlazu u vodeni milje okoline kristala (144). Fosfatnim ionima
prezasi¢ena okolina zuba mijenja osmotski tlak te dolazi do daljnjega razlaganja molekula
hidroksiapatita i spajanja fosfatnih iona iz istoga sa slobodnim vodikovim ionima. To dovodi
do otapanja povrSinskoga dijela kristalne strukture hidroksiapatita, §to omogucuje izravan
prodor kiselina u kristal 1 ubrzavanje procesa demineralizacije. Brzina procesa demineralizacije
izravno je proporcionalna koli¢ini i jaCini kiselina (145). Za snizavanje pH-vrijednosti
odgovorni su vodikovi ioni koji, vezuci se za fosfatne ione, mijenjaju osmotsku ravnotezu u
okolini zuba. Kod karijesa radi se o dugotrajnom djelovanju relativno slabih organskih kiselina
iz plaka. Inhibicija puferskoga djelovanja uvjetovana nemogucénoscu penetracije bikarbonatnih
pufera kroz plak omogucuje djelotvornost spomenutim kiselinama i snizavanje pH vrijednosti

plaka ispod kriticne vrijednosti od 5,5 kada nastupa proces demineralizacije (146—148).

Unato¢ razlikama u etiologiji, lokalizaciji 1 izgledu promjena, pocetna faza
demineralizacije cakline kod karijesa i erozije je identicna (149). U oba slucaja za nastanak
demineralizacije odgovorno je djelovanje kiselina. Djelomi¢na demineralizacija povrSine i
popovrsine €ini caklinu mekSom daljnjom demineralizacijom kod nastanka karijesne lezije
(38). Nasuprot tomu, erozivnu leziju karakterizira potpuno otapanje apatitnih minerala cakline
1 dentina te se lezija doima tvrdom (150). Ako su ioni fluorida prisutni na povrSini kristalne
reSetke u dovoljnoj koncentraciji prije pocetka demineralizacije ili tijekom nastanka
demineralizacije, ti ioni mogu biti apsorbirani na povrSinu kristala te ¢e tako inhibirati
demineralizaciju i1 nastanak karijesne lezije (151). Protektivni ucinak fluorida na eroziju je

kontroverzan te je pokazao rezultate samo kod primjene fluorida visoke koncentracije (50).

1.3.1. Karijes

Karijes je bolest tvrdih zubnih tkiva primarno bakterijskoga uzroka (152,153). Unazad
viSe desetljeca karijes je dosta istrazivan s obzirom na procese mineralne kompozicije zuba,
sline, mikrobiologiju, strukturu zuba, procese difuzije, demineralizaciju 1 remineralizaciju

(154-163).
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Karijesna lezija je u presjeku koni¢noga oblika. Unutar lezije postoje jasno odijeljene
zone koje se medusobno razlikuju zbog razli¢itoga stupnja gubitka primarnoga volumena

manifestiranoga stvaranjem pora (38).

Klasifikacija karijesa

Prvo se rabila klasifikacija karijesne lezije prema Blacku, koja klasificira lezije s
obzirom na njihovu lokalizaciju na zubu (164). Medutim, predloZene su nove klasifikacije koje

uzimaju u obzir i dubinu prodora karijesa i aktivnost lezije (165).

Sustav za rangiranje i klasifikaciju karijesnih lezija (ICDAS, engl. international caries
detection and assessment system) oznacava aktivnost karijesa u caklini, dentinu i cementu. Ve¢
koristene ICDAS Kklasifikacije I 1 II su se pokazale sloZzene za svakodnevnu uporabu pa je
razvijena modificirana ICDAS klasifikacija (166). Nedostatak klasifikacije je da ne oznacava

koja ploha zuba je zahvacena karijesom.

Klasifikacija po G. Mountu obuhvaca i dubinu demineralizacije 1 oznacava plohu zuba.

ali ne oznacava patohistoloske promjene na povrsini zuba (167).

Dijagnosticki postupci

S obzirom na to da je karijes vrlo destruktivna bolest tvrdih zubnih tkiva, vazna je
njegova pravovremena detekcija kako bi se na vrijeme sprijecio daljnji razvoj karijesa i provela
restauracija razorenih tvrdih zubnih tkiva. Napredovanjem 1 tehnoloSkim razvojem
restaurativne stomatologije danas se sve viSe daje naglasak na prevenciju i minimalnu
intervenciju u terapiji mikroskopskih karijesnih lezija te §to je moguce vece o¢uvanje zubnoga

tkiva.
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Dijagnosticiranje karijese lezije je postupak za koji je potrebno:

— utvrditi leziju
— procijeniti proSirenost lezije 1

— procijeniti aktivnost lezije (168).

Za dijagnosticiranje dugo se promjenjivao taktilno-vizualni postupak ostrom sondom.
Medutim, tim se postupkom dijagnosticira samo kavitacija zuba uz nemoguénost mjerenja

napredovanja bolesti.

Bolje razumijevanje nastanka karijesa kao bolesti, uloga prevencije u zaustavljanju
karijesa te bolji dijagnosticki postupci omogucavaju klinicaru utvrdivanje rane demineralizacije

prije nastanka kavitacije.

Dijagnosticki postupci koji se najcesce koriste u dijagnostici karijesne lezije jesu:

inspekcija sondom i ogledalom

— radiografija (RG)

— digitalna radigrafija (RVG, engl. radiovisiography)

— fibroopticka transiluminacija mjerenja elektrickoga otpora
— upotreba boje za detekciju

— ultrazvucéna detekcija i

— laserska fluorescencija.

Prilikom inspekcije zuba sondom i ogledalom, istrazuje se tvrdoc¢a cakline, promjene u
boji i gubitak prirodne translucencije zuba zbog mogucée demineralizacije (168,169). Neki
autori zagovaraju izbacivanje sonde iz upotrebe u detekcija karijesa u fisuri zato §to sonda
mehanicki oSte¢uje demineraliziranu caklinu, Sto rezultira razvojem karijesa i jo§ vecim
ostecenjem fisure pripadajucega zuba (170,171). SuSenje povrSine zuba komprimiranim
zrakom omogucuje se bolje prepoznavanje prvoga klinicki zamjetljivoga znaka
demineralizacije, bijele mrlje u caklini. Takva lezija zahvaca pola debljine cakline. Bijela ili
smeda mrlja koja je prepoznatljiva i na vlaznoj povrSini zuba predstavlja vec¢i gubitak minerala
te se proteze cijelom debljinom cakline uz zahvacenost dentina (172). To se objasnjava

razlikom relativnih refraktornih indeksa (RI, engl. refractive index) zraka, vode i cakline.
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SuSenjem zrak zamjenjuje vodu u porama tkiva te je promjena prepoznatljivija jer je
RI zraka (1,0) udaljeniji od RI cakline (1.62), u usporedbi s RI vode (1,33). Za utvrdivanje
aktivnosti lezije neophodno je znati razlugiti izgled lezije. Cini li se lezija sjajno, a ne mat, ona
je neaktivna. Prisutnost plaka pokazatelj je aktivne lezije. Zaustavljena lezija moze se

reaktivirati pa takva lezija postaje mekana (172).

U upotrebi se pojavio prijenosni lasersko-fluorescentni uredaj DIAGNOdent Pen KaVo,
Njemacka (DDPen) koji koristi infracrveni diodni laser valne duljine 655 nm (173). Uredaj
pokazuje superiornije rezultate u detekciji karijesa, nego konvencionalne rendgenske snimke,
kao 1 vrlo to¢na mjerenja u vlaznom i suhom podrucju (169,174,175). Metoda moze biti korisna

pri detekciji onih lezija koje se ne vide golim okom (176—-179).

Takoder, naizgled zdrava caklina moze skrivati karijes. Uzrok tome moze biti masovna
fluoridacija uslijed ¢ega dolazi do promjene u izgledu novonastale karijesne lezije. Karijes
napreduje u slojevima dentina zbog povecane tvrdoce cakline, a s relativno malom kavitacijom.
Takav karijes nazivamo skriveni jer nije uvijek vidljiv klinicki, ali se moze utvrditi pomocu

DDPen uredaja.

1.3.2. Erozija

Erozija je ireverzibilni gubitak tvrdih zubnih tkiva kemijsko-mehanickim procesom
demineralizacije koji ne ukljucuje bakterije (180). Prvi je opisuju Darby 1892. i Miller 1907.
godine (181,182). Na razvoj erozije utjece vise faktora (183). Svi faktori imaju odredenu ulogu
pa ¢e tako u nekom vremenu ili dovesti do gubitka tvrdih zubnih tkiva ili ¢e djelovati Stiteci
povrsinu zuba (184,185). Najvazniji bioloski faktori su protektivni ucinak sline i njezin
doprinos u formiranju pelikule koja predstavlja povrSinsku zastitnu barijeru. Takoder, utjece i
sama koliCina nestimulirane sline, njezin puferski kapacitet i sastav, zubna struktura te
anatomija zuba i okolnoga mekog tkiva zbog njihova medusobnog odnosa. Kemijski faktori
uklju¢uju pH-vrijednost sline, jacinu adhezije, koncentraciju kalcija, fosfata i1 fluorida
(53,184,186). Faktori koji su vezani za ponaSanje ukljucuju navike u prehrani (kisela pica,
svjeze voce), nacin zivota te konzumacija alkohola, droga i ostali faktori (53,187,188).
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Utvrdeno je da se erozije mogu javiti uslijed sve ceS¢e pojave gastrointestinalnih bolesti te vece
konzumacije kiselih energetskih i gaziranih pi¢a (189-194). Mehanizam nastajanja erozija
tvrdih zubnih tkiva u tih bolesti je isti. Istrazivanja su pokazala kako i alkoholna bolest uzrokuje
nastanak erozija tvrdih zubnih tkiva (42,195). U novije vrijeme takoder se povezuje bolest

ovisnosti o drogi kao uzrok dentalnih erozija i gubitka zubne supstance (196).

Ostale bolesti 1 stanja koja dovode do povecanja kiselosti sline endogeno su anorexia
nervosa, bulimia nervosa, gastroezofagealna refluksna bolest (GERB), hiatus hernia i
povracanje u trudno¢i (185,197-199). Na jacu prevalenciju erozivnih promjena moze utjecati i
razvoj kserostomije (200). Primijeceno je da se erozivne promjene javljaju ces¢e kod muskih

osoba i to u sve mladoj populaciji (201).

Erozija se klasificira prema izvoru kiselosti kao:

o Endogena erozija nastaje utjecajem kiseline na tvrda zubna tkiva iz probave.
Povezuje se s poremecajima hranjenja (anorexia, bulimia nervoza) te s gastroezofagealnim
refluksom 1 regurgitacijom zelu€anoga sadrzaja (trudnoca, alkoholizam, hiatus hernia)

(142,154,181-183,185).

o Egzogena erozija nastaje utjecajem kiseline na tvrda zubna tkiva koja potjece iz

prehrambenih proizvoda (visoko erozivna hrana i pi¢a s niskim pH) 1 medikamenata (202).

Mikroskopskim metodama pokazalo se kako se erozivne lezije u caklinskim prizmama
vide kao karakteristicna mjesta demineralizacije koja se nalaze 1 u prizmama 1 u
interprizmatskim prostorima. U aprizmatskoj caklini mjesta demineralizacije su viSe nepravilna
s razli¢itim stupnjem gubitka minerala. U dentinu je prvo zahvacen peritubularni dentin, a
potom se demineraliziraju i podrucja intertubularno (150). Erozivna lezija klinicki ima izgled
visoke glatko¢e uz odsustvo perikrimata na povrsini i intaktnu caklinu duz ruba gingive s
pojavom jamica na okluzalnim plohama (najc¢es¢e prvih donjih kutnjaka). Poslije se erozivne
lezije katkad tesko razlikuju od lezija atricije, abrazije 1 abfrakcije, jer 1 one mogu biti dio
fizioloskoga gubitka tvrdih zubnih tkiva. Takoder se promjene ocituju na labijalnim plohama
gornjih sjekuti¢a, ocnjaka i premolara. Najrjede su zahvaceni umnjaci i donji prednji zubi
cervikalno (185,203,204). Lokalizacija erozija moZze se dovesti u vezu s putom unosa kiselina
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gdje su erozije endogenoga podrijetla lokalizirane naj¢eS¢e na oralnim plohama zubi, dok su
egzogene erozije lokalizirane ¢eS¢e na labijalnim plohama zubi (42,205). Erozija moze
pridonijeti gubitku tvrdih zubnih tkiva i na nacin da ,,omekSava“ povrSinu zuba kroz proces
demineralizacije S$to zatim pojaCava proces fizioloSkoga troSenja zuba. Medutim, treba ih

medusobno razlikovati kako bi terapija bila adekvatna (206,207).

Dijagnostika erozija je metodoloski vrlo specifi¢na. Dijagnostika se temelji na ¢injenici
da tijekom djelovanja kiseline na povrSinu zuba ioni vodika otapaju minerale u caklini i1 caklina
gubi ione kalcija, povrSina zuba se omekSava 1 postaje grublja, Sto dovodi do pada refleksije
povrsine (208). Prije su se metode u dijagnostici odnosile na mjerenja povrSinske mikro tvrdoce
(SMH, engl. surface microhardness measurements) koja se nije pokazala dovoljno osjetljivom,
1 zatim na atomsku apsorpcijsku spektrometriju (AAS, engl. atomic absorption spectroscopy)
koja analizira koli¢inu kalcijevih iona otpustenih sa zuba, ali ne analizira morfoloSke promjene
na povrs$ini zuba 1 broji 1 ione kalcija iz sline ¢ime rezultati nisu to¢ni (180). U danaSnje vrijeme
najpouzdanija metoda u dijagnostici je opticka analiza refleksije s povrSine zuba gdje se
promjene reflektiranoga signala s povrSine zuba mjere optickim reflektometrom (208). Metoda

se pokazala toénom, brzom, jednostavnom 1 neinvazivnom (180,209).

U registraciji erozivnih promjena prvi se rabi indeks zubnog troSenja (TWI, engl. footh
wear index) (210) koji analizira sve zubne plohe i daje uvid u intenzitet gubitka zubne supstance
te se za svaku plohu moze biljeziti status zasebno. U zadnjih dvadeset godina taj se indeks
koristio u mnogim studijama te su se razvile 1 neke modifikacije toga indeksa (211). Kako bi se
jednostavnije mogao biljeziti gubitak zubne supstance i time pribliziti klinicarima bolju
mogucnost istrazivanja erozija u svrhu podizanja svjesnosti problematike na sve vecu
prevalenciju te patoloske promjene na zubima, razvijen je indeks osnovne procjene erozivnog

troSenja (BEWE, engl. the basic erosive wear examination) (212).

Osim sve vece prevalencije erozija, njihova simptomatologija takoder predstavlja
problem za pacijenta. Ako je proces demineralizacije brz, pojacana je osjetljivost zuba i to je
prvo na §to se pacijent zali. Drzi se da Cesta aplikacija topikalnih fluorida visoke koncentracije
moze imati uc¢inak u smislu prevencije daljnje demineralizacije i na taj nacin dovesti do
povecane otpornosti erozivne lezije na abraziju (53). Ako proces demineralizacije i dalje traje,
erozivna lezija se moZe zastiti i slojem materijala za ispune. Krajnji ishod je endodontsko

lijeCenje zuba te izrada protetskoga nadomjeska radi restauracije zubne krune.
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2.  SVRHA ISTRAZIVANJA

Istrazivanje je usmjereno na ispitivanje povezanosti prevalencije demineralizacijskih
promjena tvrdih zubnih tkiva s koncentracijom topivoga receptora CD14 u slini odraslih ljudi.
Koriste¢i rezultate dobivene analizom koncentracije sCD14 u slini kontrolne skupine i
eksperimentalnih skupina te njihovom statistickom obradom, evaluirali bi ucinkovitost
odredivanja koncentracije sCD14 u slini kao pokazatelja nastanka demineralizacijskih
promjena tvrdih zubnih tkiva nastalih zbog karijesnih oStecenja. Takoder, ispitivanje
koncentracije sCD14 u slini odraslih osoba koje posjeduju razli¢iti broj karijesa dao bi bolji

uvid u poznavanje imunosnoga odgovora glede upalnih procesa u usnoj Supljini.

Specificni ciljevi:

1. Odrediti povezanost izmedu koncentracije salivarnoga sCD14 s demineralizacijskim
promjenama tvrdih zubnih tkiva,

2. Usporediti koncentraciju salivarnog sCD14 u ispitanika sa zubnim karijesom i
zdravih kontrola,

3. Ispitati moguénost upotrebe salivarnog sCD14 kao markera aktivnosti karijesa,

4. Odrediti status sline (volumen, pH-vrijednost i puferski kapacitet sline) u kontrolnoj
skupini te u ispitanika s razli¢itim brojem zubnog karijesa.

5. Odrediti utjece li lokalizacija demineralizacijskih promjena u zubalu na promjenu
koncentracije salivarnoga sCD14,

6. Izmjeriti ja¢inu demineralizacije karijesnih promjena tvrdih zubnih tkiva uredajem
KaVo DIAGNOdent Pen,

7. Ispitati utjeCe li frekvencija demineralizacijskih promjena na koncentraciju

salivarnoga sCD14.
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Hipoteza ovoga istraZivanja je:

»Osobe s karijesom tvrdih zubnih tkiva imaju poveéanu koncentraciju salivarnoga
sCD14 te koncentracija sCD14 mozZe uputiti na prisutnost demineralizacije tvrdih zubnih

tkiva“.
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3. ISPITANICII METODE

Svi ispitanici istrazivanja ukljuceni su u istrazivanje dobrovoljno uz postivanje svih
bioetickih standarda. Uzeti uzorci sline oznaceni su Siframa kako bi se osobni podatci ispitanika
oCuvali tajnima. Istim su se Siframa oznacili 1 ispunjeni anketni listi¢i kako bi se podatci

dobiveni na taj nac¢in takoder sacuvali tajnim.

3.1. Ispitanici 1 prikupljanje podataka

Ispitanici eksperimentalnih skupina i kontrolne skupine dobrovoljci su Zavoda za
endodonciju 1 restaurativhu stomatologiju Stomatoloskoga fakulteta SveuciliSta u Zagrebu.
Svaki ispitanik informiran je o svrsi istrazivanja te je dao pristanak na pregled. Prije pocCetka
pregleda ispunio je anketni listi¢. Kriterije koje su svi ispitanici trebali zadovoljiti jesu da imaju
ve¢inu svojih prirodnih zuba bez obzira na njihovo stanje, kako bismo mogli registrirati
promjene na tvrdim zubnim tkivima. Takoder, oralni status bez potpunih proteza, dob od 20 do
40 godina, a kod Zena 1 iskljucenu trudnocu, kako hormonski status i degenerativne promjene
u usnoj Supljini ne bi utjecali na rezultate istrazivanja. Oni dobrovoljci koji su bili unazad dva
tjiedna bolesni ili su koristili protuupalne lijekove (analgetici, antipiretici, antibiotici,
kortikosteroidi), koji boluju od kroni¢nih bolesti, koji su imali stomatoloske ili medicinske
zahvate unazad dva tjedna ili su u postupku endodontske sanacije zuba, te oni kojima je
stomatoloskim pregledom utvrdena upala sluznice usta, gingive ili parodonta, bili su iskljuceni
iz istrazivanja.

Ispitanici su izabrani prema rezultatima koji su dobiveni njihovim stomatoloskim
pregledom, potpisanom izjavom ispitanika o njihovom opéem zdravlju i samim pristankom na
istrazivanje.

Prikupljanje podataka napravljeno je uz pomo¢ anketnog listi¢a (Prilog 1), istog za sve

skupine ispitanika.
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Anketni listi¢ sadrZavao je varijable vezane za utvrdivanje opceg zdravlja ispitanika te
za odredivanje ugrozenosti od pojave demineralizacijskih promjena tvrdih zubnih tkiva, te je

ukljucivao slijedece podatke:

o dob i spol ispitanika

o pitanja vezana za opc¢e bolesti i poremecaje probavnog sustava
o pitanja vezana za prehranu

. uzimanje lijekova

o pitanja vezana za loSe navike (pusenje, uzivanje droga itd.).

3.1.1. Klini¢ki opis prikupljanja podataka

Stomatoloski pregledi provodili su se u ordinacijama Zavoda. Svi podatci dobiveni
pregledom, biljezili su se u za to posebno kreiran obrazac (Prilog 2). Prije utvrdivanja broja i
lokalizacije demineralizacijskih promjena tvrdih zubnih tkiva, utvrdilo se stanje parodonta jer
su upale gingive ili parodonta bile faktor isklju¢enja iz daljnjeg istrazivanja. Pazljivo su se
parodontoloSkom sondom sondirala sva suspektna mjesta. Pritisak koji se primjenjuje pri
sondiranju nije smio biti ve¢i od 20g §to bi bilo priblizno jednako prakti¢nom testu za primjenu
sile kao pritisak sonde na prst dok se ne pojavi promjena boje (205,213,214). Ako bi se utvrdila
upala gingive ili parodonta ispitanik bi bio isklju¢en iz istrazivanja. Zatim je slijedio klinicki
pregled za utvrdivanje demineralizacijskih promjena. Obavljen je uz pomo¢ sonde i ravnog
zrcala, nakon prethodnog suSenja komprimiranim zrakom uz koriStenje klasicnog osvjetljenja

na stomatoloskoj stolici. Neki od klini¢kih nalaza prikazani su fotografijama (Slike 6-9).
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Slika 6. Erozivne promjene labijalnih ploha gornjih inciziva

Slika 7. Erozivne promjene labijalnih ploha; na kaninu je erozivna promjena

kombinirana s nastankom karijesa
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Slika 9. Aproksimalni karijes molara
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Za preciznu detekciju karijesnih promjena koriSten je uredaj DDPen (KaVo America,
Lake Zurich, IL). Mjesto na zubu se prethodno osusilo komprimiranim zrakom ili pamuc¢nim
tupferom (Slika 10). Ovaj uredaj se koristio za odredivanje stupnja demineralizacije patoloskih

lezija.

Slika 10. Mjerenje demineralizacijskih promjena uredajem KaVo

DIAGNOdent Pen (KaVo America, Lake Zurich, IL)

3.1.2. Uzorkovanje

Ispitivanje statusa sline obavljeno je ujutro (9 - 11 sati), nataSte (215). U uzorcima
stimulirane i nestimulirane sline odreden je protok, pH-vrijednosti sline, puferski kapacitet sline

1 koncentracija topivoga receptora CD14.
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Nestimulirana slina:

Metodom skupljanja sline, kroz 1 minutu (bez gutanja sline), mjerili smo volumen (mL)
nestimulirane sline, odnosno protok (216). Uzorci nestimulirane sline skupljeni su u graduiranu

sterilnu epruvetu preko staklenoga lijevka.

Protok sline razdijelili smo u skupine:
—normalan: > 0.21 mL/min
—nizak: 0.11 — 0.2 mL/min te

— vrlo nizak: < 0.1 mL/min (1).

Stimulirana slina:

Ispitanici su prvo progutali sadrzaj sline u ustima te relaksirani, u sjede¢em poloZzaju,
zapocinjali zZvakati 1,5 grama Cistoga voska (Parafilm®, American National CAn, Greenwich,
CT, USA). Izlu¢ena slina se tijekom zvakanja 5 minuta skupljala u graduiranu sterilnu epruvetu
te je time utvrden 1 ukupni volumen izlucene stimulirane sline. Svi uzorci sline su se odmah
pohranjivali u zamrziva¢ na temperaturu -20 °C u sterilnim (pyrogen-free) polipropilenskim

epruvetama od 15 mL (Kartell, Noviglio, Italija) (Slika 11).

Protok stimulirane sline skupljen u 5 minuta razdijelili smo u skupine:

— normalan: > 5 mL,
— nizak: 3.5-5.0mL, te
— vrlo nizak: <3.5 mL (217)
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Nadalje, skupinu ispitanika s rizi€nim protokom stimulirane sline podijelili smo u dvije

skupine:

— s niskim protokom (0.71 — 1.00 mL/min) 1
— vrlo niskim protokom (< 0.7 mL/min) (217).

Vrlo nizak protok stimulirane sline (< 0.7 mL/min) je ustanovljen kod hiposalivacije i

kserostomije (218,219).

Slika 11. Polipropilenske sterilne epruvete (Kartell, Noviglio, Italija)
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3.2. Postupci

3.2.1. Odredivanje karijesa

Dentalni status se registrirao pomocu ,,decayed, missing and filled teeth* indeksa

(DMFT). On nam daje uvid u trenutno stanje zubala, gdje nam je posebno vazna frekvencija

karijesa. Iz njega takoder vidimo 1 prijasnje karijese prema broju postojecih ispuna.

DMFT indeks

Za obiljezivanje dentalnoga statusa sluzili smo se brojevima kako je prikazano u tablici

(Tablica 2).

Tablica 2. DMFT indeks

OZNAKA STATUS ZUBA

0 Intaktan

1 Karijes

2 Ispun s karijesom

3 Ispun bez karijesa

4 Nedostaje zbog karijesa

5 Nedostaje — drugi razlog

6 Fisurni pecat

7 Protetski nadomjestak (most, krunica, fasetirana
ljuska)

8 Zub nije izniknuo

T Trauma

9 Nije zabiljezen
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A

Kodovi odredeni po Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (SZO) su slijedeci (220):

Intaktna kruna bez dokaza tretiranoga ili netretiranoga klini¢kog karijesa. Kako se

karijes koji prethodi kavitaciji ne moze pouzdano detektirati, on je iskljucen. Tako kruna

sa sljede¢im defektima moze ipak biti zabiljezena kao intaktna:

e Bijele mrlje

e Diskolorirane mrlje koje su tvrde na sondiranje

e Obojene jamice ili fisure u caklini koje nemaju vidljive znakove uniStene cakline ili
omekSanja pri sondiranju

e Tamna, sjajna, ¢vrsta, tockasta podrucja cakline koja pokazuju znakove umjerene
do jake fluoroze

e Lezije koje se pojavljuju zbog abrazije

Karijes je zabiljezen kao lezija na omekSanoj zubnoj povrsini, vidljiva kavitacija i

potkopana caklina. Tu ubrajamo i zub s privremenim ispunom.

Tu podrazumijevamo zub s ispunom, ali i karijesom.

Punjen zub bez karijesa. Tu ubrajamo i zub koji je zbog karijesa restauriran krunicom.

Nedostatak zuba kao posljedica karijesa.

Nedostatak zuba zbog drugih razloga. Rabi se za kongenitalne nedostatke ili ekstrakciju

zuba zbog parodontnih bolesti, traume ili iz ortodontskih razloga.

Fisurno pecacenje. Ako zub s peCatom ima karijes, obiljezujemo ga kao da ima karijes.

Nosac mosta, specijalne krunice ili ljuskice. Koristimo ih za zube koji su restaurirani ili

nadomjesteni iz drugih razloga osim karijesa. Ako se radi o ljuski, tada takav zub nema

karijesa.

Neizrasla kruna zuba. Ne ukljucuje se kongenitalni nedostatak zuba ili zub izgubljen

traumom.

Trauma. Predstavlja frakturu neke od povrSina zuba kao rezultat traume, bez dokaza

karijesa.

Zub nije zabiljezen. Rabi se za bilo koji izniknuli zub koji ne moze biti istrazen iz nekog

razloga (ortodontske pregrade...).

1z podataka dobivenih utvrdivanjem dentalnoga statusa mozemo racunati dva vrlo vazna

indeksa: Decayed, missing and filled teeth/surface index (DMFT/DMES).
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D-komponenta obuhvaca kategorije 1 1 2, M-komponenta obuhva¢a 4 1 5, a F-
komponenta obuhvaca samo zube s oznakom 3. Ubrajaju se svi zubi i tre¢i molari, a zubi
zabiljeZeni brojem 6 (pecatni ispuni) ili 7 (nosaci mosta, specijalne krunice ili ljuskice) nisu
ukljuc¢eni u DMFT indeks. DMFT opisuje zastupljenost dentalnoga karijesa, te se ovakva
broj¢ana vrijednost pojavnosti karijesa dobiva zbrajanjem brojeva karioznih zuba (D ili K),
zuba koji nedostaje (M ili E) i zuba s ispunom (F ili P). Ako zub ima i ispun i karijes, rauna se

samo kao kariozan (D).

DMFS indeks

Detaljniji indeks od DMFT indeksa je DMFS indeks, koji obuhvaca zubne plohe. Molari
1 premolari imaju pet ploha, a prednji zubi Cetiri. Svi dobiveni podatci unosili su se u testnu

listu (Prilog 2).

3.2.2. Detekcija 1 mjerenje jac¢ine demineralizacije tvrdih zubnih tkiva pomocu uredaja

KaVo DIAGNOdent Pen

Zaprecizniju detekciju karijesnih promjena te za mjerenje ja¢ine demineralizacije zubne
supstance koriSten je uredaj KaVo DIAGNOdent Pen. Primjena uredaja ne predstavlja opasnost
po zdravlje pacijenta i doprinosi objektivnoj i preciznoj dijagnozi (174). To je uredaj koji
neinvazivnom metodom omogucuje ranu detekciju demineralizacije tvrde zubne supstance na
okluzalnim 1 aproksimalnim povrSinama. Radi na principu registracije 1 evaluacije
fluorescentnoga zracenja koje emitira promijenjeno zubno tkivo, obasjano svjetlom specifi¢ne
valne duljine od 655 nm (221). Ta se svjetlosna energija osigurava kroz srediste svjetlosne
sonde, a koja se aplicira na suspektno mjesto na zubu. Kod patoloskih promjena fluorescentno
se svjetlo vraca u uredaj putem vanjskih vlakana i evaluira u DDPen-u. Osnovna komponenta
uredaja je svjetlosna sonda. Koherentna svjetlost koju emitira svjetlosna sonda uredaja

reflektira se od zubnoga tkiva i potom evaluira na ekranu kontrolne jedinice.
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S novim nastavcima na laserskoj sondi, DIAGNOdent Pen moze reflektirati lasersku
zraku pod kutom od 90° te tako analizirati 1 aproksimalnu plohu zuba gdje se karijes dotada
prethodno mogao pravilno detektirati, uglavnom samo radioloSkom metodom ugriza u traku
BW, engl. bite-wing). Takvom primjenom dijagnostike karijesa omoguceno je neinvazivnim
postupkom bez zrafenja pacijenta dijagnosticirati karijes u najkra¢em mogucem vremenu

(Slika 12).

Slika 12. Uredaj KaVo DIAGNodent Pen i nastavci za svjetlosnu sondu
(KaVo America, Lake Zurich, IL)

Kontrolna jedinica, osim ekrana koji prikazuje numericke vrijednosti promjena zubnoga
tkiva od 0 do 99, sadrzi i kontrolne tocke za kalibraciju svjetlosnih vlakana sonde, gumb za
zvuéni signal i indikator istro$enosti baterije. Sto je veéa numeri¢ka vrijednost, to je i patoloska
promjena veca. Ako uredaj pokaze negativnu vrijednost moze se re¢i da su ta podrucja ¢ak i

»zdravija“.
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Klasifikacija numerickih vrijednosti mjerenja demineraliziranih podruc¢ja uredajem

DDPen (222):

— 0- 10 nema karijesa ili karijes tek po€inje u caklini
— 10— 20 karijes je dublje u caklini ili dentinu, ali nema lateralne prosirenosti
— 20— 30 karijes je u dentinu s lateralnom prosirenos¢u

— 30 —99 opseg karijesa se povecava s ve¢im brojem.

3.3. Metode

3.3.1. Odredivanje pH-vrijednosti sline

Uzorci sline otopljeni su na sobnoj temperaturi te ostavljeni na ambijentalnom zraku (3
sata) kako bi se pH stabilizirao. Odredili smo pH-vrijednost sline koriste¢i digitalni pH-metar
(MP 220 Toledo, Mettler-Toledo, Schwerzenbach, Svicarska) koji koristi standardnu elektrodu
InLAB 413 (Mettler-Toledo, Schwerzenbach, Svicarska). Prije svake serije mjerenja, pH-metar
smo kalibrirali koristeci standardne pufere pH 7.00 i pH 4.01 (Mettler-Toledo, Schwerzenbach,
Svicarska) (Slike 13, 14). Rezultate smo o¢itali unutar 30 sekundi. Analizirali smo pH-

vrijednosti sline nakon dvaju mjerenja i rezultati prikazuju srednju vrijednost tih mjerenja.
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Slika 13. Standardni puferi za kalibraciju pH-metra (Mettler-Toledo,

Schwerzenbach, Svicarska)

Slika 14. Digitalni pH-metar i digitalna elektroda (MP 220 Toledo, Mettler-

Toledo, Schwerzenbach, Svicarska)
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3.3.2. Odredivanje puferskoga kapaciteta sline

Prijasnja ispitivanja pokazala su da su neki biokemijski parametri stimulirane sline u
boljoj korelaciji s parametrima oralne higijene nego li u nestimuliranoj slini (223). Zbog toga
su Kitasako i sur. (2006.) preporucili ispitivanje puferskoga kapaciteta u stimuliranoj slini

(224).

Uzorke stimulirane sline (0.5 mL) titrirali smo s 0.1 mol/L klorovodi¢ne kiseline (HCI,
engl. hydrocloric acid) (Kemika, Zagreb, Hrvatska) (96). pH-vrijednosti sline izmjerene su
svaki put nakon dodavanja 50 puL 1 70 pL kiseline unutar 30 sekundi. Ustanovljeno je da

dodavanje 70 pL kiseline daje najbolju procjenu puferskoga kapaciteta sline.

Rezultati su podijeljeni u tri skupine:

— visoki puferski kapacitet: pH > 5.5
— srednji puferski kapacitet: pH 4.5. — 5.5 te
— niski puferski kapacitet: pH < 4.5 (225-227).

3.3.3. Odredivanje koncentracije sCD14 u slini ELISA metodom

Koncentracija sCD14 odredena je ,,sendvi¢® enzim-imunokemijskim testom (ELISA,
engl. enzyme-linked immunosorbent assay). ELISA je metoda za mjerenje citokina i drugih
medijatora upale ili markera te je visoko osjetljiva i specificna metoda (228). U tipicnom
»sendvic® enzim-imunokemijskom testu ELISA, antitijelo na dnu jazice sluzi za prihvat
antigena (odnosno proteina koji je predmet istraZivanja) dok drugo antitijelo, koje je vezano na

enzim, osigurava detekciju antigena promjenom boje (228).

U istrazivanju smo se koristili komercijalnim ELISA kitom za odredivanje sCD14 u
humanom serumu / plazmi / slini (Enzo Life Science kit, Farmingdale, NY, USA; Cat No. ALX-
850-302) (96) (Slika 15).
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CD14, soluble (human)
ELISA kit
Cat. No. ALX-850-302-K101

Except
Standard and Reference Serum a1 20+

Lo.rNo.03111419 E&WesZBFebﬂi

Slika 15. ELISA kit (Enzo Life Science kit, Farmingdale, NY, USA; Cat No.
ALX-850-302)

Sadrzaj ELISA kita:

— Mikrotitarska ploc€ica s 96 jazica s nasadenim protutijelima na humani sCD14 (misja
monoklonala protutijela) (Slika 16)

— sCD14 standard (liofilizirani humani sCD14)

— Detektirajuce protutijelo (monoklonalno protutijelo na humani CD14 konjugirano s
peroksidazom)

— Referentni serum (liofiliziran)

— Fosfatni pufer (tableta)

— Diluent

— Tween 20

— Supstrat (TMB, 3,3°,5,5” — Tetrametilbenzidin)

— Reagens za zaustavljanje reakcije (0.25 mol/L H2SOas).
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Slika 16. Mikrotitarska plo€ica s 96 jazica prije pocetka analize (Enzo Life
Science kit, Farmingdale, NY, USA; Cat No. ALX-850-302)

Uvjeti mjerenja:

— volumen reaktanata: 100 uL.
— trajanje testa: 3 h

— valna duljina: 450 nm

Priprava 1:10 otopine sline (supernantant)

— volumen sline: 50 uL

— volumen diluenta: 450 puL

Uzorci sline su otopljeni i centrifugirani 10 minuta na 1800 grama (centrifuga: Tehtnica,

Zelezniki, Slovenija) (Slike 17, 18). Supernantant smo koristili za pripremu otopine sline

(1:10).
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Slika 17. Centrifuga za sedimentaciju uzoraka sline (Tehtnica, Zelezniki,

Slovenija)

Slika 18. Postavljanje epruveta u centrifugu (Tehtnica, Zelezniki, Slovenija)
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Prije izvodenja testa svi reagensi iz ELISA kita su izvadeni iz hladnjaka te ostavljeni na

sobnoj temperaturi (20 — 25 °C) 30 min prije pocetka izvodenja testa.

Priprema reagensa

Svi reagensi pripravljeni su prema uputi proizvodaca:

Fosfatni pufer (PBS, eng. phosphate buffer saline): otopiti 1 tabletu PBS-a u 200
mL destilirane H20

Pufer za ispiranje (PBS-T, engl. phosphate buffer saline with Tween 20): otopiti 1
tabletu PBS-a u 200 mL destilirane H20 s dodatkom 100 pL. Tween 20

Diluent: liofilizirani diluent prebacili smo u plasti¢nu bocicu te dodali 50 mL PBS
s dodatkom 50 pL. Tween 20. Ova otopina stabilna je 1 — 2 tjedna na + 4 °C.
Referentni serum: liofilizirani referentni serum smo rekonstituirali s 10 pL
deionizirane H20O te dodali 1.990 mL diluenta. Tako priredeni referentni serum
predstavlja razrjedenje 1:200. Otopinu diluenta podijelili smo u manje alikvote te
pohranili na -20 °C. Deklarirana koncentracija sCD14 u referentnom serumu je 3.2
+ 0.6 pL/mL.

sCD14 standard:

— Temeljna standardna otopina sCD14: (50 ng/mL) liofilizirani sCD14 standard
smo rekonstituirali u 30 pL deionizirane H20. Nakon mijeSanja, cijeli sadrzaj iz
bocice smo prebacili u epruvetu 0 (ep 0) te dodali 970 puL diluenta. Iz epruvete 0
uzeli smo 50 mL 1 dodali 450 mL diluenta (ep 1). To je standardna otopina sCD14
(50 ng/mL). Temeljnu standardnu otopinu sCD14 smo podijelili u manje alikvote
te pohranili na -20 °C.

— Radni standardi (3.12550.0 ng/mL): od temeljne standardne otopine sCD14,
pripremili smo radne otopine sCD14 prije izvodenja testa kao Sto je prikazano u

Tablici 3.
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Tablica 3. Priprema radnog standarda za odredivanje koncentracije sCD14

Epruveta Volumen Diluent | Koncentracija radnog
redni broj (L) standarda (ng/mL)

1 50uLep0 450 50
2 250 uLep 1 | 250 25
3 250 uLep2 | 250 12.5
4

5

250 iLep 3 | 250 6.25
250 iLep 4 | 250 3.125

ELISA protokol
Svi uzorci sline, standardi i1 kontrolni serum analizirani su u duplikatu.
Radni protokol:

1. U odredena mjesta na mikrotitarskoj ploc¢ici s nasadenim protutijelom doda se 100
pL slijepe probe, radnoga standarda, razrijedenoga uzorka sline (1:10) te

kontrolnoga uzorka (Slika 19).

Slika 19. Prikaz postavke standarda (1B-2C), slijepe probe (1A, 2D) te uzoraka
sline (2E-4H) (Enzo Life Science kit, Farmingdale, NY, USA; Cat No. ALX-
850-302)
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o ® N kWD

Inkubacija 1 h (sobna temperatura) uz blago mijeSanje

Ispiranje plocice s PBS-T puferom (4 puta)

Dodati 100 pL detektiraju¢ega protutijela u sve jazice

Inkubacija 1 h (sobna temperatura) uz blago mijesanje

Ispiranje plocice s PBS-T puferom (4 puta)

Dodati 100 uL TMB u sve jazice

Inkubacija 13 + 1 min (sobna temperatura) bez mijeSanja

Dodati 100 puL reagensa za zaustavljanje reakcije (stop reagens) u sve jazice

(Slika 20).

Slika 20. Mikrotitarska plocica nakon dodatka svih reaktanata i reagensa

(Enzo Life Science kit, Farmingdale, NY, USA; Cat No. ALX-850-302)

10.

Ocitati vrijednosti apsorbancije svih analita (standard, uzoraka sline 1
kontrolnoga uzorka) na ¢itacu mikrotitarskih ploc¢ica (IASON, Graz, Austrija)
na valnoj duljini od 450 nm. Promjena boje reakcije (zuta) u plavu

proporcionalna je koncentraciji SCD14 u slini (Slike 21-23).
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Slika 22. Cita¢ mikrotitarskih ploica u pripremi (Personal Lab, IASON,

Graz, Austrija)
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Slika 23. Postavljanje mikrotitarske plocice u €ita¢ (IASON, Graz, Austrija)

3.4. Statisticka obrada podataka

Razina statisticke znacajnosti odredena je na 5 % (p < 0,05), a u svim testiranjima
koristeni su dvosmjerni (engl. two-tailed) statisti¢ki testovi te su svi intervali pouzdanosti dani
na 95 %-postotnoj razini. Normalnost raspodjela kontinuiranih varijabli testirana je putem
Shapiro-Wilkovoga testa. Budu¢i da je u veéini sluc¢ajeva utvrdeno statisticki znacajno
odstupanje raspodjela rezultata od normalne raspodjele, u svim slucajevima su kao mjere
centralne tendencije i rasprSenja koristeni medijan i interkvartilni raspon, a skupine sudionika

su medusobno usporedene putem neparametrijskih statistickih testova.

Razlike izmedu dviju skupina sudionika s obzirom na kontinuirane varijable testirane
su putem Mann-Whitneyeva U-testa, dok su razlike medu trima skupinama sudionika testirane
putem Kruskal-Wallisova testa. U slucaju statisti¢ki znacajnih rezultata Kruskal-Wallisova
testa, skupine su dodatno usporedene serijom Mann-Whitneyevih U-testova uz Holm-
Bonferronijevu korekciju razine statisticke znacajnosti zbog viSestrukih testiranja. Razine

koncentracije sCD14 u nestimuliranoj 1 stmuliranoj slini testirali smo Wilcoxonovim testom
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ekvivalentnih parova. Povezanosti medu dvjema kontinuiranim varijablama odredene su putem
Kendallova Tau-b koeficijenta korelacije. Razlike medu skupinama s obzirom na kategorijalne
varijable testirane su putem y* testa, odnosno Fisherova egzaktnoga testa u slucaju 2 x 2

kontingencijskih tablica s o¢ekivanim frekvencijama manjima od pet.

Zaunivarijatno i multivarijatno predvidanje pojave karijesa i gubitka tvrdih zubnih tkiva
koriStena je binarna logisticka regresija. Budu¢i da je u istrazivanje ukljucen relativno velik
broj varijabli u odnosu na broj sudionika, u multivarijatno predvidanje ukljuceni su spol i dob
kao kontrolne varijable, a od ostalih varijabli one koje su s kriterijem bile povezane na razini
statistiCke znacajnosti od p < 0,250 (229). Za odredivanje koncentracije receptora sCD14 u
nestimuliranoj slini u kojoj su osjetljivost i specifi¢nost pri dijagnozi karijesa u optimalnom
odnosu koristena je krivulja karakteristika primatelja-operatora (ROC, engl. receiver operating
characteristic) krivulja. Nakon §to je odredena indikativna koncentracija receptora sCD14 u
slini za pojavu karijesa, odredena je njezina dijagnosticka valjanost putem analize osjetljivosti,
specifi¢nosti, pozitivne i negativne prediktivne vrijednosti te pozitivnoga i negativnoga omjera
vjerojatnosti. Analize su provedene putem programa IBM SPSS statistickoga paketa, dok je za
analizu dijagnosticke valjanosti koriSten on-line kalkulator dostupan na stranici:

http://statpages.info/ctab2x2.html.
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4. REZULTATI

4.1. Demografske karakteristike ispitanika

Tijekom istrazivanja pregledano je ukupno 90 ispitanika: 34 muskarca i 56 Zena, a
istraZivanje je zavrsilo ukupno 88 ispitanika: 33 musSkaraca 1 55 Zena. U kontrolnoj skupini je
2 ispitanika manje nego u eksperimentalnima jer su naknadno odustali od istrazivanja. Njihovi
podatci dobiveni u istrazivanju iskljuceni su iz kasnije statisti¢ke obrade. Tako je istraZivanje
ukljucivalo ukupno 28 ispitanika kontrolne skupine i po 30 ispitanika eksperimentalnih skupina

E11E2 (Tablica 4). U svim trima skupinama Zene su bile nesSto vise zastupljene od muskaraca.

Medijan dobi ispitanika kontrolne skupine bio je 35 (30 —39), u E1 skupini 32 (25 — 38)
u E2 skupini 31 (24 — 34). Dob ispitanika je u svim skupinama statisti¢ki znacajno odstupala
od normalne raspodjele, stoga su kao mjere centralne tendencije koriSteni medijan i
interkvartilni raspon (IQR, engl. interquartile range) (Tablica 4). Medu trima skupinama
ispitanika postojala je statisti¢ki znacajna razlika u dobi (x* = 9,52; p = 0,009). Daljnjim
testiranjem utvrdeno je da su ispitanici kontrolne skupine bili statisti¢ki znacajno stariji od
ispitanika E2 skupine (Mann-Whitney p = 0,001; Holm-Bonferroni p = 0,003). S obzirom na
struénu spremu, u svim skupinama prevladava visoka stru¢na sprema (Tablica 4) te se udio

ispitanika s odgovaraju¢om stru¢énom spremom medu skupinama nije razlikovao.

Udio pusaca/ nepusaca nije se znacajno razlikovao izmedu kontrolne te E1 i E2 skupine.
Zbog maloga broja ispitanika koji su prestali pusiti prije makar 6 mjeseci, za potrebe daljnjih

analiza oni su spojeni s kategorijom ispitanika koji nikada nisu pusili.

Utvrdena je statisticki znacajna razlika u konzumaciji sokova s niskim pH-vrijednostima
ili gaziranih pi¢a (== 6,70; p = 0,035) medu skupinama. Pri tome je ucestalost konzumacije
bila najvisa u E2 skupini, no nakon njih je slijedila kontrolna skupina, pa skupina E1. U slucaju
konzumacije zasladene hrane, medu trima skupinama ispitanika nije utvrdena statisticki
znacajna razlika.

Vecina ispitanika negira troSenje lijekova prije od uvjetovanoga roka od dva tjedna
prije uzorkovanja (Tablica 4) te se udio ispitanika koji povremeno uzimaju lijekove

(paracetamol i ibuprofen) nije razlikovao medu skupinama.
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Udio ispitanika koje navode prethodna povremena obolijevanja (inhalacijske alergije,

sinuitis, prehlade...) nije se znac¢ajno razlikovao medu skupinama (Tablica 4).

Tablica 4. Demografske karakteristike ispitanika i navike

Kontrolna skupina E1 skupina E2 skupina

(n=28) (n=30) (n=30)

n (%) n (%) n (%) P
Spol
muski 10 (35,7) 11 (36,7) 12 (40,0) 0,938
zenski 18 (64,3) 19 (63,3) 18 (60,0)
Dob, medijan (IQR) 35 (30-39) 32 (25-38) 31 (24-34) 0,009
Obrazovanje
srednja Skola ili nize 12 (42,9) 13 (43,3) 13 (43,3) 0,999
fakultet ili vise 16 (57,1) 17 (56,7) 17 (56,7)
Pusenje
ne 18 (64,3) 15 (50,0) 21 (70,0) 0,262
da 10 (35,7) 15 (50,0) 9 (30,0)
Konzumacija
sokova/gaziranih pi¢a
jednom mjesec¢no ili 13 (46,4) 19 (63,3) 9 (30,0)
rjede
2-3 puta tjedno ili ¢esce 15 (53,6) 11 (36,7) 21 (70,0) 0,035
Konzumacija slatkog
2-3 puta tjedno ili rjede 19 (67,9) 16 (53,3) 24 (80,0) 0,089
barem jednom dnevno 9(32,1) 14 (46,7) 6 (20,0)
Povremeno uzimanje
lijekova
ne 12 (42,9) 20 (66,7) 18 (62,1) 0,142
da 16 (57,1) 10 (33,3) 11 (37,9)
Povremena oboljenja
ne 19 (67,9) 26 (86,7) 23 (76,7) 0,231
da 9(32,1) 4(13,3) 7 (23,3)

54



Nives Protrka, doktorska disertacija

Kratice: IQR = interkvartilni raspon, p = razina statisticke znacajnosti, rezultat Kruskal-

Wallisova testa u slu¢aju dobi, odnosno y? testa u slu¢aju ostalih varijabli

Oralne tegobe ispitanika

Ucestalost suhoce usta se u trima skupinama ispitanika statisti¢ki znacajno razlikovala
(¢*=12,04; p = 0,002). Pri tome je udio ispitanika koji je izvijestio o suho¢i usta nekoliko puta
godisnje ili ¢eS¢e bio najvisi u E2 skupini (Tablica 5).

Ucestalost povremenoga krvarenja zubnoga mesa kao i osjecaj peenja u ustima nije se

znacajno razlikovao medu skupinama.

Tablica 5. Ucestalost oralnih tegoba u skupinama ispitanika

Kontrolna
skupina E1 skupina E2 skupina
(n=28) (n=30) (n=30)
n (%) n (%) n (%) p

Pecenje u ustima
nikada 27 (96,4) 24 (80,0) 27(90,0) 0,138
nekoliko puta godisnje ili ¢eSce 1(3,6) 6 (20,0) 3(10,0)
Suho¢a usta
nikada 18 (64,3) 24 (80,0) 11 (36,7)
nekoliko puta godisnje ili cesce 10 (35,7) 6 (20,0) 19 (63,3) 0,002
Krvarenje zubnog mesa
nikada 13 (46,4) 10 (33,3) 10 (33,3) 0,497
nekoliko puta godisnje ili cesce 15 (53,6) 20 (66,7) 20 (66,7)
Povracéanje
nikada 23 (82,1) 25 (83.3) 25(83,3) 0,990
nekoliko puta godisnje ili cesce 5(17,9) 5(16,7) 5(16,7)

Kratice: p = razina statisticke znacajnosti, rezultat ¥ testa
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4.2. Parametri sline: pH-vrijednosti sline, protok i puferski kapacitet

Predanaliticko testiranje pH-vrijednost sline

Tablice 6 1 7 prikazuju pH-vrijednost sline u ispitanika bez karijesa odnosno s karijesom,
izmjeren pomocu indikatorske trake (Panpeha, Schleicher & Schuell, Sigma-Aldrich GmbH,
Njemacka, 2005) i digitalnim pH-metrom. Razlike u pH-vrijednostima sline izmjerene pomocu
tih dviju metoda nisu bile statisticki znacajne. Takoder, razlike u pH-vrijednostima sline
izmjerene indikatorskom trakom nisu se znacajno razlikovale u uzorcima sline nakon
odmrzavanja u usporedbi s pH-vrijednostima izmjerenim neposredno nakon uzorkovanja

(Tablica 6).

Tablica 6. pH-vrijednosti nestimulirane sline u ispitanika (N = 30) bez

karijesa mjeren pomocu indikatorske trake 1 digitalnim pH-metrom

pH Medijan (IQR) p
30 ispitanika bez karijesa

Indikatorska traka

prije smrzavanja 7,00 (6,50-7,00)

nakon odmrzavanja 7,00 (6,50-7,00)

digitalni pH-metar
nakon odmrzavanja 6,70 (6,53-7,01) 0,920

Kratice: IQR = interkvartilni raspon; p = razina statistiCke znacajnosti, rezultat Friedmanova
testa
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Tablica 7. pH-vrijednosti nestimulirane sline u ispitanika (N=30) s karijesom

mjeren pomocu indikatorske trake i digitalnim pH-metrom

pH Medijan (IQR) p
30 ispitanika s karijesom

Indikatorska traka

prije smrzavanja 7,00 (7,00-7,00)

poslije odmrzavanja 7,00 (7,00-7,00)

digitalni pH-metar
nakon odmrzavanja 6,97 (6,64-7,02) 0,614

Kratice: IQR = interkvartilni raspon; p = razina statisticke znacajnosti, rezultat Friedmanova
testa

4.2.1. Nestimulirana slina

pH-vrijednost nestimulirane sline
Medijan pH-vrijednost nestimulirane sline u kontrolnoj skupini iznosio je 7.3,au E1 i

E2 skupini 7.2. Nije ustanovljena statisticki znacajna razlika u pH-vrijednostima medu

skupinama (Tablica 8).

Tablica 8. Parametri nestimulirane sline (pH 1 protok)

Kontrolna
Nestimulirana slina skupina E1 skupina E2 skupina
(n=28) (n=30) (n=30) p

pH nestimulirane sline 7,3 (7,2-7,4) 7,2 (7,0-7,2) 7,2 (7,0-7,4) 0,125
pH nestimulirane sline, n (%)

neutralan (6,50-7,49) 11 (84,6) 11 (91,7) 12 (100,0) 0,371

alkalan (7,50 1 viSe) 2 (15,4) 1(8,3) 0 (0,0)
Protok nestimulirane sline 1,0 (0,5-1,0) 0,5 (0,5-1,0) 0,5 (0,4-1,0) 0,016
mL/min

Vrijednosti su prikazane kao medijan (interkvartilni raspon), ako nije drugacije naznaceno
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Kratice: p = razina statisti¢ke znacajnosti, rezultat y* testa u sluc¢aju u kategorija pH-vrijednosti

sline, u slucaju ostalih varijabli rezultat Kruskal-Wallisova testa

Protok nestimulirane sline

Medijan protoka nestimulirane sline u kontrolnoj skupini iznosio je 1 mL/min, u E1 i
E2 skupini 0,5 mL/min te je izmedu kontrolne i eksperimentalnih skupina utvrdena statisticki

znacajna razlika (y2 = 8,33; ss =2; p=0,016) (Tablica 8).

Vrlo nizak protok nestimulirane sline (0,10 mL/min ili manji) nije izmjeren niti kod
jednoga ispitanika kontrolne skupine te ni kod 3/30 (10,0 %) sudionika E1 skupine i niti kod
1/30 (3,3 %) ispitanika E2 skupine. Zbog maloga broja ispitanika u ovoj kategoriji, oni su za
potrebe daljnjih analiza spojeni s kategorijom onih ispitanika s niskim protokom sline. Nizak
ili vrlo nizak protok nestimulirane sline (0,20 mL/min ili manji) bio je prisutan kod 2/28 (7,1
%) ispitanika kontrolne skupine, kod 4/30 (13,3 %) ispitanika E1 skupine te kod 7/30 (23,3 %)
ispitanika E2 skupine (Slika 24). Nije utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu kontrolne i

eksperimentalnih skupina (p = 0,213).
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Slika 24. Raspodjela kategorija protoka nestimulirane sline
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4.2.2. Stimulirana slina

pH-vrijednost stimulirane sline

Medijan pH-vrijednosti stimulirane sline u kontrolnoj eksperimentalnoj skupini (E1 i

E2) iznosio je 7.7 (Tablica 9).

Tablica 9. Parametri stimulirane sline (pH, protok i puferski kapacitet)

Kontrolna
Stimulirana slina skupina E1 skupina E2 skupina
(n=28) (n=30) (n=30) p

pH stimulirane sline 7,7 (7,6-7,8) 7,7 (7,5-7,8) 7,7 (7,6-7,8) 0,459
pH stimulirane sline, n (%)

neutralan (6,50-7,49) 4 (14,3) 4 (13,3) 5(16,7) 0,932

alkalan (7,50 1 vise) 24 (85,7) 26 (86,7) 25 (83,3)
Protok stimulirane sline 1,5 (1,0-2,0) 1,0 (0,8-1,6) 1,2 (1,0-1,9) 0,041
mL/min

Puferski kapacitet stimulirane 6,2 (5,6-6,5) 5,6 (4,7-6,1) 5,5 (5,0-6,0) <0,001
sline

Vrijednosti su prikazane kao medijan (interkvartilni raspon), ako nije drugacije naznaceno
Kratice: p = razina statisticke znacajnosti, rezultat y? testa u slu¢aju kategorija pH-vrijednosti

sline, u slucaju ostalih varijabli rezultat Kruskal-Wallisova testa

Protok stimulirane sline
Medijan protoka stimulirane sline kontrolne skupine iznosio je 1,5 mL/min, E1 skupine

1,0 mL/min a E2 skupine 1,2 mL/min. Medu trima skupinama ispitanika utvrdena je statisticki

znacajna razlika (p = 0,041) (Tablica 9).
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U slucaju protoka stimulirane sline, njegova vrlo niska vrijednost (0,70 mL/min ili
manje) izmjerena je kod 1/28 (3,6 %) ispitanika kontrolne skupine, 6/30 (20,0 %) ispitanika E1
skupine te kod 2/30 (6,7 %) ispitanika E2 skupine. Nakon $to su, zbog maloga broja, ti ispitanici
spojeni s kategorijom onih s niskim protokom stimulirane sline (1,00 mL/min ili manje), udio
ispitanika iz te kategorije iznosio je 9/28 (32,1 %) u kontrolnoj skupini, 16/30 (53,3 %) u El
skupini te 11/30 (36,7 %) u E2 skupini (Slika 25). Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u

protoku stimulirane sline izmedu kontrolne i eksperimentalnih skupina s karijesom (p=0,220).
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Slika 25. Raspodjela kategorija protoka stimulirane sline

4.2.3. Puferski kapacitet stimulirane sline

Medijan vrijednosti puferskoga kapaciteta stimulirane sline u kontrolnoj skupini iznosio
je 6,2 (raspon: 4,8 — 7,1), u E1 skupini 5,6 (raspon: 3,2 — 6,6) te u E2 skupini 5,5 (raspon: 3,3 -
6,6. Puferski kapacitet bio je statistiCki znacajno veci u kontrolnoj skupini u odnosu na E1l
skupinu (p = 0,002) te u odnosu na E2 skupinu (p <0,001). Medu eksperimentalnim skupinama

nije utvrdena statisticki znacajna razlika (p = 0,626). Nizak puferski kapacitet (manji od 4,5)
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nije izmjeren kod niti jednoga ispitanika kontrolne skupine. Niski puferski kapacitet izmjeren

je kod 5/30 (16,7 %) sudionika E1 skupine te kod 6/30 (20,0 %) ispitanika E2 skupine. Zbog

maloga broja ispitanika s niskim puferskim kapacitetom, za analizu su vrijednosti niskoga i

srednjega puferskog kapaciteta stavljeni u istu kategoriju.

Srednji ili nizak puferski kapacitet bio je prisutan kod 5/28 (17,9 %) ispitanika kontrolne
skupine, u E1 skupini bio je prisutan kod 14/30 (46,7 %), a u E2 skupini kod 16/30 (53,3 %)
ispitanika (Slika 26). Utvrdena je statisticki znacajna razlika (y*> = 8,51; ss = 2; p = 0,014)

izmedu srednjega / niskoga puferskog kapaciteta izmedu kontrolne i E1/E2 skupina. Izmedu E1

1 E2 nije bilo znacajne razlike u srednjem/niskom puferskom kapacitetu stimulirane sline.
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Slika 26. Raspodjela kategorija puferskoga kapaciteta stimulirane sline
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4.3. Dentalni status ispitanika

Analizom podataka dobivenih klinickim pregledom te njihovom statistickom obradom
izraCunati su rezultati o broju karijesa i erozija, ja¢ine demineralizacije tih patoloskih promjena

te je utvrdena njihova lokalizacija u zubalu.

4.3.1. DMFT indeks

Broj karijesa se u E1 skupini kretao od 1 do 5, dok se u E2 skupini kretao od 6 do 20.
Pri tome je broj karijesa u E2 skupini bio statisti¢ki znacajno veci nego u E1 skupini (Mann-
Whitney U = 0,00; p < 0,001). Broj zuba koji nedostaju se u kontrolnoj 1 E2 skupini kretao od
0 do 6, a u El skupini od 0 do 10 te je medu skupinama utvrdena statisticki znacajna razlika
(%2 = 6,95; ss = 2; p =0,031). Daljnjim testiranjima utvrdeno je da je broj zuba koji nedostaju
bio statisti¢ki znacajno veéi u kontrolnoj nego u E2 skupini (Mann-Whitney p = 0,016; Holm-
Bonferroni p = 0,048), dok preostalim usporedbama nisu utvrdene statisticki znac¢ajne razlike.
Broj zuba s ispunom se u kontrolnoj skupini kretao od 0 do 19, u E1 skupini od 0 do 20, a u E2
skupini od 0 do 15 te je medu skupinama utvrdena statisticki znacajna razlika s obzirom na broj
zuba s ispunom (y2 = 14,98; ss =2; p=0,001). Pri tome su ispitanici E2 skupine imali statisticki
znacajno manji broj zuba s ispunom u odnosu na ispitanike kontrolne (Mann-Whitney p <
0,001) te El skupine (Mann-Whitney p = 0,006; Holm-Bonferroni p = 0,012). Izmedu
ispitanika kontrolne i E1 skupine nije utvrdena statisticki znacajna razlika u broja zuba s
ispunom (Mann-Whitney p = 0,227).

Vrijednosti DMFT indeksa u kontrolnoj su se skupini kretale od 0 do 20, u E1 skupini
od 1 do 25, au E2 skupini od 8 do 26. Medu trima skupinama ispitanika utvrdena je statisticki
znacajna razlika s obzirom na DMFT indeks (y2 = 7,75; ss = 2; p = 0,021), no pojedina¢nim
usporedbama skupina nije utvrdena niti jedna statisticki znacajna razlika. Rezultate prikazuje

Tablica 10.

62



Nives Protrka, doktorska disertacija

4.3.2. DMEFS indeks

Broj zubnih ploha s karijesom se u E1 skupini kretao od 1 do 10, dok se u E2 skupini
kretao od 7 do 58. Pri tome je broj ploha s karijesom bio statisti¢ki znacajno ve¢i u E2 skupini
(Mann-Whitney p < 0,001). Broj zubnih ploha koje nedostaju u kontrolnoj se skupini kretao od
0 do 30, u E1 skupini od 0 do 50 te u E2 skupini od 0 do 30. Medu skupinama je utvrdena
statistiCki znaCajna razlika s obzirom na broj zubnih ploha koje nedostaju (32 = 6,64; ss =2; p
= 0,036), no pojedinacnim usporedbama grupa nije utvrdena ni jedna statistiCki znacajna
razlika. U kontrolnoj skupini se broj ploha s ispunom kretao od 0 do 37, u E1 skupini od 0 do
41, au E2 skupini od 0 do 39 te je razlika medu skupinama bila statisti¢ki znacajna (y2 = 14,63;
ss =2; p=0,001). Pri tome je broj ploha s ispunom u E2 skupini bio statisticki zna¢ajno manji
nego u kontrolnoj (Mann-Whitney p = 0,001; Holm-Bonferroni p = 0,003) ili E1 skupini
(Mann-Whitney p = 0,003; Holm-Bonferroni p = 0,006), dok izmedu kontrolne i E1 skupine
nije utvrdena statisticki znacajna razlika (Mann-Whitney; p = 0,286). Vrijednosti DMFS
indeksa u kontrolnoj su se skupini kretale od 0 do 49, u E1 skupini od 1 do 64, a u E2 skupini

od 8 do 92 te razlika medu skupinama nije bila statisticki znacajna (Tablica 10).

Tablica 10. DMFT i DMFS indeks: po skupinama

Kontrolna
skupina E1 skupina E2 skupina
(n=28) (n=30) (n=30) p
Status zubi (DMFT)
D-komponenta -- 3(2-5) 10 (8-13) <0,001
M-komponenta 3(0-4) 2 (0-4) 0 (0-2) 0,031
F-komponenta 10 (6-13) 8 (4-12) 5(1-8) 0,001
DMFT indeks 13 (9-16) 15 (10-17) 17 (13-20) 0,021
Status zubnih ploha (DMFS)
D-komponenta -- 4 (2-7) 14 (11-26) <0,001
M-komponenta 13 (1-20) 10 (0-20) 0 (0-11) 0,036
F-komponenta 19 (9-25) 13 (7-22) 6 (1-11) 0,001
DMFS indeks 32 (19-44) 30 (23-43) 28 (16-45) 0,966

Podatci su prikazani kao medijan (interkvartilni raspon)
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Kratice: p = razina statisticke znacajnosti; rezultat Mann-Whitneyeva U-testa kod

karijesa, odnosno Kruskal-Wallisova testa u slucaju ostalih varijabli odredenoga indeksa

4.3.3. Lokalizacija karijesa u zubalu kod ispitanika eksperimentalnih skupina

Lokalizaciju demineraliziranih povrSina tvrdih zubnih tkiva uzrokovanih karijesom

prikazuje Slika 27.
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Slika 27. Ucestalost karijesa na odredenim lokacijama u zubalu: ispitanici E1

1 E2 skupine

U E2 skupini je statisti¢ki znacajno veci udio ispitanika imao karijes u gornjoj (Fisherov
egzaktni p = 0,024; ¢ = 0,33), kao i donjoj Celjusti (2 = 12,00; p = 0,001; ¢ = 0,45) u odnosu
na E1 skupinu. Medu dvjema skupinama ispitanika nije utvrdena statisticki znacajna razlika s

obzirom na ucestalost karijesa u interkaninom podrucju. Takoder, kod vecine ispitanika koji su
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imali karijes u ovom podrudju, rijec je bila o gornjem interkaninom podrucju, stoga u daljnjim
analizama nisu razlikovani gornje i donje interkanino podrucje. U E2 skupini utvrdena je
statisticki znacajno veca ucestalost karijesa u gornjem (Fisherov egzaktni p =0,011; ¢ = 0,36)
te donjem postkaninom podrucju (2 = 12,00; p = 0,001; ¢ = 0,45). Takoder je utvrdeno da je
u E2 skupini ucestalost vestibularnih karijesa bila statisti¢ki znac¢ajno viSa nego u E1 skupini

(%2 =17,94; p =0,005; ¢ = 0,36).

4.3.4. Stupanj demineralizacije karijesnih promjena, mjerenih uredajem KaVo

DIAGNOdent Pen

Kada je rije¢ o vrijednostima mjerenja demineralizacijskih promjena uredajem DDPen,
za svakoga ispitanika je odredena prosjeCna izmjerena vrijednost te maksimalna izmjerena
vrijednost kao i vrijednost za pojedinu lokalizaciju karijesa (Slika 28). Maksimalne izmjerene
vrijednosti bile su statisticki znacajno viSe u E2 skupini u odnosu na E1 skupinu (Mann-
Whitney p <0,001). Pri tome je medijan maksimalne izmjerene vrijednosti u E1 skupini iznosio

54 (33 — 83), dok je u E2 skupini iznosio 99 (74 — 99).

U analizama na razini lokalizacija utvrdeno je da su vrijednosti izmjerene uredajem
DDPen u donjoj Celjusti bile statisticki znacajno vise u E2 skupini (Mann-Whitney p = 0,049).
Medijan tako odredene jacine karijesa iznosio je 31 (21 - 47) u E1 skupini, dok je u E2 skupini
iznosio 40 (29 — 54).

Medu dvjema skupinama ispitanika takoder je utvrdena statisticki znacajna razlika s
obzirom na stupanj demineralizacije u donjem postkaninom sektoru (Mann-Whitney; p =
0,037). Pri tome su vrijednosti izmjerene uredajem DDPen bile visSe u E2 skupini u kojoj je

medijan iznosio 42 (29 — 54), dok je u E1 skupini iznosio 31 (21— 47).
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Slika 28. Medijan vrijednosti mjerenja karijesnih promjena uredajem DDPen
s obzirom na ukupne vrijednosti izmjerene kod svakoga ispitanika te s obzirom na

lokalizaciju karijesa. Stupci pogreske predstavljaju interkvartilni raspon.

4.4. Koncentracija sCD14 u slini

4.4.1. Nestimulirana slina

Medijan koncentracije (ng/mL) s CD14 u nestimuliranoj slini kontrolne skupine iznosio
je 178,4, a E1 skupine 198,09 te E2 skupine 210,9 (Tablica 11, Slika 29). Ustanovljena je
statisticki znacajno veca koncentracija sCD14 u objema eksperimentalnim skupinama (E1 1 E2)

u odnosu na kontrolnu skupinu (Tablica 11).

66



Nives Protrka, doktorska disertacija

500 -

N B R

(941 S )]

S () ()
I I I

S
(e
1

S
()
1

[ —_
el D
e el
1
'_

()]
(e
1

Koncentracija sCD14: nestimulirana slina
e} [\ (o8}
()]
(e
1
—

S

Kontrolna skupina E1 skupina E2 skupina

Slika 29. Koncentracija sCD14 u nestimuliranoj slini. Box-Whisker plot
prikazuje medijane skupina, interkvartilne raspone te minimalne i
maksimalne izmjerene vrijednosti. Crvenom bojom je oznacena znacajna

razlika u odnosu na kontrolu.

Izmedu kontrolne 1 E1 skupine pri korigiranoj razini statisticke zna¢ajnosti utvrdena je
statisticki znacajna razlika (p = 0,020), u smjeru da je koncentracija sCD14 bila viSa u E1l
skupini. U E2 skupini je koncentracija sCD14 takoder bila statisticki znac¢ajno visa u odnosu na
kontrolnu skupinu (p = 0,003). Izmedu E1 1 E2 skupine nije utvrdena statisticki znacajna razlika

u koncentraciji sCD14 (p = 0,469) (Tablica 9).
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Tablica 11. Koncentracija sCD14 nestimulirane sline

Medijan (IQR) p
sCD14 u nestimuliranoj slini (ng/mL)
Kontrolna skupina 178,4 (118,9-200,3) 0,007
E1 skupina 198,0 (141,6-266,5)
E2 skupina 210,9 (177,0-301,7)

Kratice: IQR = interkvartilni raspon; p = razina statisticke znacajnosti, rezultat Kruskal-

Wallisova testa

4.4.2. Stimulirana slina

Medijan koncentracije (ng/mL) sCD14 u stimuliranoj slini kontrolne skupine iznosio je
105,2, a E1 skupine 103,9, te E2 skupine 108,3 (Tablica 12, Slika 30). Izmedu kontrolne i
eksperimentalnih skupina (E1 1 E2) nije ustanovljena statisticki znacajna razlika u koncentraciji

sCD14 u stimuliranoj slini (p = 0.900).

Tablica 12. Koncentracija sCD14 stimulirane sline

Medijan (IQR) p
sCD14 u stimuliranoj slini (ng/mL)
Kontrolna skupina 105,2 (89,2-124,7) 0,900
E1 skupina 103,9 (86,7-139,5)
E2 skupina 108,3 (79,1-157,8)

Kratice: IQR = interkvartilni raspon; p = razina statisticke znacajnosti, rezultat Kruskal-

Wallisovog testa
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Slika 30. Koncentracija sCD14 u stimuliranoj. Box-Whisker plot prikazuje
medijane skupina, interkvartilne raspone te minimalne i maksimalne

izmjerene vrijednosti.

4.4.3. Korelacija izmedu koncentracija sCD14 u nestimuliranoj i stimuliranoj slini

Koncentracija sCD14 u nestimuliranoj i stimuliranoj slini bila je u statisticki znac¢ajnoj
pozitivnoj korelaciji na razini cijeloga uzorka i unutar pojedine skupine ispitanika (Tablica 13).
Pri tome je povezanost bila u blagom linearnom porastu u skupinama ispitanika s karijesom.
Drugim rije¢ima, povezanost je bila najniZa u skupini ispitanika bez karijesa, dok je bila najvisa

u skupini ispitanika s ve¢im brojem karijesa.
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Tablica 13. Korelacija izmedu koncentracije sCD14 u nestimuliranoj 1

stimuliranoj slini

T p
Cijeli uzorak 0,37 <0,001
Kontrolna skupina 0,36 0,007
E1 skupina 0,40 0,002
E2 skupina 0,45 <0,001

Kratice: T = Kendallov Tau-b koeficijent korelacije; p = razina statisti¢ke znacajnosti

4.4.4. Korelacija izmedu koncentracije sCD14 u slini i parametara sline

Nestimulirana slina
Korelacija izmedu pH-vrijednosti i koncentracije sCD14 nestimulirane sline nije

ustanovljena (p = 0.218) (Tablica 14). Ustanovljena je negativna korelacija izmedu

koncentracije sCD14 i protoka nestimulirane sline (t = -0.21, p = 0.010).
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Tablica 14. Korelacija koncentracije sCD14 u slini (nestimuliranoj 1

stimuliranoj) s parametrima sline

T P
Koncentracija sCD14 u nestimuliranoj slini
pH nestimulirane sline -0,14 0,218
Protok nestimulirane sline -0,21 0,010
Koncentracija sCD14 u stimuliranoj slini
pH stimulirane sline 0,08 0,268
Protok stimulirane sline -0,20 0,009
Puferski kapacitet stimulirane sline -0,14 0,048

Kratice: t=Kendallov Tau-b koeficijent korelacije; p=razina statisti¢ke znacajnosti

Stimulirana slina

Korelacija izmedu pH-vrijednosti i koncentracije sCD14 u stimuliranoj slini nije ustanovljena
(p = 0.268). Ustanovljena je statisticki znacajna negativna korelacija izmedu koncentracije
sCD14 i protoka stimulirane sline (t = -0.20, p = 0.009) te izmedu koncentracije sCD14 i
puferskoga kapaciteta stimulirane sline (t = -0.14, p = 0.048) (Tablica 14).

4.4.5. Korelacija izmedu koncentracije sCD14 u slini 1 dentalnoga statusa

DMFT indeks

Na razini cijeloga uzorka, izmedu koncentracije sCD14 u nestimuliranoj slini i broja
karijesa, utvrdena je statisti¢ki znacajna, pozitivna korelacija (Tablica 15). Visa koncentracija
sCD14 u nestimuliranoj slini takoder je bila u vezi sa statisticki znacajno ve¢im DMFT

indeksom.
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Tablica 15. Korelacija izmedu koncentracije sCD14 u nestimuliranoj 1

stimuliranoj slini i DMFT indeksa

T |y
Koncentracija sCD14 u nestimuliranoj slini (ng/mL)
Decayed 0,22 0,004
Missing -0,01 0,855
Filling 0,01 0,916
DMFT indeks 0,19 0,011
Koncentracija sCD14 u stimuliranoj slini (ng/mL)
Decayed 0,00 0,953
Missing 0,06 0,468
Filling 0,02 0,781
DMFT indeks 0,03 0,662

Kratice: t=Kendallov Tau-b koeficijent korelacije; p=razina statisticke znacajnosti

DMFS indeks

Izmedu DMFS indeksa i1 koncentracije receptora sCD14 nije ustanovljena statisticki
znacajna korelacija niti kod jedne skupine ispitanika. Medutim, ustanovljena je statisticki
znacajna korelacija izmedu vecega broja ploha i ve¢e koncentracije sCD14 u nestimuliranoj

slini (t = 0.21, p = 0.005).

4.4.6. Korelacija izmedu koncentracije sCD14 i lokalizacije karijesa u zubalu

Koncentracija sCD14 u nestimuliranoj slini bila je statisticki znacajno visa u E2 skupini
kod ispitanika kod kojih je karijes bio prisutan i u gornjoj celjusti, u odnosu na kontrolnu
skupinu (Mann-Whitney p = 0,003; Holm-Bonferroni korigirani p = 0,009) (Tablica 16).
Ispitanici koji su imali karijes i u donjoj Celjusti, pri usporedbi s kontrolnom skupinom,
koncentracija sCD14 bila je statisticki znacajno visa 1 u E1 skupini (Mann-Whitney p = 0,011;
Holm-Bonferroni korigirani p = 0,022) i u E2 skupini (Mann-Whitney p = 0,003; Holm-
Bonferroni korigirani p = 0,009).
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Ispitanici E2 skupine kod kojih je bio prisutan karijes u interkaninom sektoru imali su
statisticki znacajno visu koncentraciju sCD14 u nestimuliranoj slini u odnosu na kontrolnu
skupinu (Mann-Whitney p = 0,001; Holm-Bonferroni korigirani p = 0,003). Koncentracija
sCD14 je bila statisticki znacajno viSa u nestimuliranoj slini E2 skupine ispitanika s prisutnim
karijesom u postkaninom sektoru u odnosu na kontrolnu skupinu (Mann-Whitney p = 0,003;
Holm-Bonferroni korigirani p = 0,009).

Kada je rije¢ o razlikovanju gornjega i donjega postkaninog sektora, sudionici E2
skupine koji su imali karijes u gornjem postkaninom sektoru imali su statisticki znacajno visu
koncentraciju sCD14 u odnosu na sudionike kontrolne skupine (Mann-Whitney U =228,5; p =
0,003; Holm-Bonferroni korigirani p = 0,009). U slucaju donjega postkaninog sektora
koncentracija sCD14 u nestimuliranoj slini bila je statisticki znacajno visa i u E1 (158,0; p =
0,011; Holm-Bonferroni p = 0,022) i u E2 skupini (Mann-Whitney p = 0,003; Holm-Bonferroni
korigirani p = 0,009) u odnosu na kontrolnu skupinu, dok medu dvjema eksperimentalnim
skupinama nije utvrdena razlika. U sluc¢aju karijesa lokaliziranoga oralno, koncentracija sCD 14
u nestimuliranoj slini bila je statisticki zna€ajno viSa u E2 skupini u odnosu na kontrolnu

skupinu (Mann-Whitney p = 0,012; Holm-Bonferroni = 0,036).

Tablica 16. Korelacija izmedu koncentracije (ng/mL) sCD14 nestimulirane

sline 1 lokalizacije karijesa u zubalu E1 1 E2 skupine s kontrolnom skupinom

E1 skupina E2 skupina
n Medijan (IQR) n  Medijan (IQR) p
Gornja Celjust 24 190,0 (139,7-258,8) 30 210,9 (177,0-301,7) 0,011
Donja Celjust 20 209,2 (169,9-267,0) 30 210,9 (177,0-301,7) 0,005
Interkanini sektor 6 223,4(140,2-286,8) 10 270,3 (191,2-328,7) 0,003
Postkanini sektor 29 192,1(140,7-266,7) 30 210,9 (177,0-301,7) 0,008

Gornii postkanini sektor 23 188.9(138.8-261.3) 30 2109 (177,0-301,7) 0.012
Donji postkanini sektor 20 209,2 (169,9-267,0) 30 210,9 (177,0-301,7) 0,005
Oralno 8 190,0 (151,3-247,0) 14 210,9(179,3-324,5) 0,037
Vestibularno 4 155,9(111,9-248,2) 14 195,9 (182,7-263,3) 0,067

U kontrolnoj skupini medijan (interkvartilni raspon) iznosio je 178,4 (118,9-200,3)

Kratice: n = broj sudionika; IQR = interkvartilni raspon; p = razina statisticke znacajnosti,
rezultat Kruskal-Wallisova testa usporedbe kontrolne i1 dviju eksperimentalnih skupina
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4.4.7. Korelacija koncentracije sCD14 i vrijednosti mjerenja demineralizacije karijesnih

promjena uredajem KaVo DIAGNOdent Pen

Izmedu koncentracije sCD14 u nestimuliranoj slini i ja¢ine demineralizacije karijesnih

promjena izmjerene uredajem DDPen na razli¢itim lokalizacijama, nisu ustanovljene statisticki

znacajne korelacije.

Ustanovljena je statisticki znaCajna negativna korelacija izmedu veli¢ine mjerenja

demineralizacije karijesa u oralnom predjelu i koncentracije sCD14 u stimuliranoj slini (Tablica

17).

Tablica 17. Korelacija izmedu koncentracije sCD14 u stimuliranoj slini i

velicinom demineralizacije karijesnih promjena tvrdih zubnih tkiva

E1 skupina E2 skupina

T ) T D
Prosje¢na vrijednost -0,04 0,748 -0,09 0,509
Maksimalna vrijednost -0,19 0,148 -0,16 0,260
Gornja celjust -0,03 0,862 -0,02 0,886
Donja Celjust -0,06 0,721 -0,15 0,261
Interkanini sektor -0,07 0.851 -0,09 0,719
Postkanini sektor -0,05 0,721 -0,11 0,382
Gornji postkanini sektor -0,01 0,937 -0,03 0,844
Donji postkanini sektor -0,06 0,721 -0,13 0,301
Oralno 0,00 >0,999 -0,41 0,046
Vestibularno 0,33 0,497 -0,15 0,469

Kratice: T = Kendallov Tau-b koeficijent korelacije; p = razina statistiCke znacajnosti
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4.4.8. Koncentracija sCD14 u slini u odnosu na demografske karakteristike ispitanika

Nestimulirana slina

Koncentracija sCD14 u nestimuliranoj slini nije ovisila o demografskim
karakteristikama ispitanika, puSenju, konzumaciji slatkoga i sokova s niskim pH-vrijednostima

(Tablica 18).

Tablica 18. Koncentracija sCD14 u nestimuliranoj slini s obzirom na
demografske karakteristike ispitanika, puSenje, konzumaciju sokova s niskim pH-

vrijednostima i slatkoga

n  Medijan (IQR) p

Spol

muski 33 191,0 (141,3-264,3) 0,743

zenski 55 192,1 (130,2-237,4)
Obrazovanje

srednja skola ili nize 38 209,2 (169,9-267,3) 0,157

fakultet ili vise 50 186,8 (129,5-224,9)
Pusenje

ne 54 193,8 (138,3-258,9) 0,771

da 34 190,0 (133,8-238,8)
Konzumacija sokova s niskim pH

jednom mjesecno ili rjede 41 188,7 (127,1-240,2) 0,304

2-3 puta tjedno ili ¢esce 47 195,8 (163,8-267,2)
Konzumacija slatkog

2-3 puta tjedno ili rjede 59 188,8 (145,8-251,4) 0,753

barem jednom dnevno 29 192,1 (127,4-242,8)

Kratice: IQR = interkvartilni raspon; p = razina statisticke znacajnosti, rezultat Mann-

Whitneyeva U-testa
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Takoder, koncentracija sCD14 u nestimuliranoj slini nije se znacajno razlikovala u
ovisnosti 0 povremenoj pojavi simptoma u usnoj Supljini, uzimanju lijekova ili povremenom

obolijevanju ispitanika (Tablica 19).

Tablica 19. Koncentracija sCD14 u nestimuliranoj slini s obzirom na pojavu

tegoba u usnoj Supljini, povremeno uzimanje lijekova i povremena obolijevanja

n  Medijan (IQR) p

Povremeno uzimanje lijekova

ne 51 188,8 (138,8-243,0) 0,452

da 37 214,5 (132,9-247,2)
Povremena obolijevanja

ne 68 192,5 (150,9-265,0) 0,117

da 20 186,6 (125,0-209,8)
Pecenje u ustima

nikada 78 188,8 (136,5-242,9) 0,415

nekoliko puta godisnje ili Cesce 10 199,7 (174,3-278,1)
Suhoc¢a usta

nikada 53 191,0 (132,8-240,2) 0,531

nekoliko puta godiSnje ili Cesce 35 192,1 (176,4-266,2)
Povracanje

nikada 73 188,6 (133,5-234,9) 0,091

nekoliko puta godisnje ili cesce 15 222,5(192,1-314,2)
Krvarenje zubnog mesa

nikada 33 188.,9 (136,2-240,2) 0,819

nekoliko puta godisnje ili CeSce 55 192,1 (138,8-261,3)

Kratice: IQR = interkvartilni raspon; p = razina statisti¢ke znacajnosti, rezultat Mann-

Whitneyeva U-testa
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Stimulirana slina

Razina sCD14 u stimuliranoj slini takoder nije ovisila o ispitivanim karakteristikama

(Tablica 20).

Tablica 20. Koncentracija sCD14 u stimuliranoj slini s obzirom na

demografske karakteristike ispitanika, puSenje i konzumaciju sokova s niskim pH-

vrijednostima
n  Medijan (IQR) p

Spol

muski 33 106,5 (87,5-132,5) 0,962

zenski 55 105,7 (86,9-139,4)
Obrazovanje

srednja skola ili nize 38 111,7 (80,1-141,8) 0,590

fakultet ili vise 50 99,7 (88,0-134,0)
Pusenje

ne 54 113,0 (88,5-147,8) 0,185

da 34 100,7 (83,9-130,5)
Konzumacija sokova s niskim pH

jednom mjesecno ili rjede 41 104,5 (87,3-136,0) 0,592

2-3 puta tjedno ili ¢eSce 47 113,5(86,2-139,4)
Konzumacija slatkog

2-3 puta tjedno ili rjede 59 106,5 (86,2-139,4) 0,831

barem jednom dnevno 29 104,7 (87,3-135,7)

Kratice: IQR = interkvartilni raspon; p = razina statisti¢ke znacajnosti, rezultat Mann-

Whitneyeva U-testa

Takoder, koncentracija sCD14 u stimuliranoj slini nije se znacajno razlikovala s
obzirom na konzumaciju sokova s niskim pH-vrijednostima ili slatkoga te u odnosu na

pojavnost tegoba u usnoj Supljini (Tablica 21).
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Tablica 21. Koncentracija sCD14 u stimuliranoj slini s obzirom na pojavu

tegoba u usnoj Supljini te povremeno obolijevanje i uzimanje lijekova

n  Medijan (IQR) p
Povremeno uzimanje lijekova
ne 51 100,5 (85,6-135,2) 0,268
da 37 114,5 (95,5-139,8)
Povremena obolijevanja
ne 68 105,2 (86,4-135,8) 0,948
da 20 108,3 (88,9-139,3)
Pecenje u ustima
nikada 78 105,2 (86,2-136,0) 0,442
nekoliko puta godisnje ili Cesce 10 113,5 (88,3-162,9)
Suhoca usta
nikada 53 104,7 (87,0-131,7) 0,382
nekoliko puta godiSnje ili Cesce 35 106,7 (86,9-146,4)
Povracanje
nikada 73 106,5 (87,0-136,2) 0,681
nekoliko puta godisnje ili ¢esce 15 104,7 (86,9-165,5)
Krvarenje zubnog mesa
nikada 33 105,7 (88,4-132,5) 0,714
nekoliko puta godisnje ili Cesce 55 106,7 (86,2-139.,4)

Kratice: IQR = interkvartilni raspon; p = razina statisti¢ke znacajnosti, rezultat Mann-

Whitneyeva U-testa

4.5. Predikcija pojave karijesa

Demografske karakteristike i navike

Analizom odnosa izmedu demografskih karakteristika i pojave karijesa utvrdeno je da
je samo dob statisticki znac¢ajno povezana s njegovom pojavom. Pri tome su se sa svakom
godinom rasta u dobi izgledi za pojavu karijesa smanjivali za 10 % (OR=0,90; 95 % CI: 0,83 —

0,98). Pusenje, povremeno uzimanje lijekova te povremena obolijevanja nisu bili statisticki
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znacajno povezani s pojavom Kkarijesa (Tablica 22). Konzumacija sokova s niskim pH-
vrijednostima i1 konzumacija slatkoga te ucestalost tegoba u usnoj Supljini nisu bili statisticki

znacajno prediktivni za pojavu karijesa (Tablica 22).

Tablica 22. Predikcija karijesa s obzirom na demografske karakteristike,

pusenje, konzumaciju sokova s niskim pH-vrijednostima i slatkoga

Bez karijesa Karijes
n (%) n (%) OR (95% CI) p

Spol

muski 10 (30,3) 23 (69,7) 1

zenski 18 (32,7) 37 (67,3) 0,89 (0,35-2,27) 0,813
Dob, medijan (IQR) 35 (30-39) 31 (24-35) 0,90 (0,83-0,98) 0,012
Obrazovanje

srednja skola ili nize 12 (31,6) 26 (68,4) 1

fakultet ili vise 16 (32,0) 34 (68,0) 0,98 (0,40-2,43) 0,966
Pusenje

ne 18 (33,3) 36 (66,7) 1

da 10 (29,4) 24 (70,6) 1,20 (0,47-3,04) 0,701
Konzumacija sokova s
niskim pH

do jednom mjesecno 13 (31,7) 28 (68,3) 1

barem 2-3 puta tjedno 15 (31,9) 32 (68,1) 0,99 (0,40-2,44) 0,983
Konzumacija slatkog

do 2-3 puta tjedno 19 (32,2) 40 (67,8) 1

barem jednom dnevno 9(31,0) 20 (69,0) 1,06 (0,41-2,75) 0,912

Kratice: IQR = interkvartilni raspon; OR = omjer izgleda; 95 % CI = 95-postotni interval

pouzdanosti za omjer izgleda; p = razina statisticke znacajnosti za omjer izgleda
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Tablica 23. Predikcija karijesa s obzirom na pojavu tegoba u usnoj Supljini,

povremena obolijevanja i uzimanje lijekova

Bez karijesa Karijes
n (%) n (%) OR (95% CI) p

Povremeno uzimanje
lijekova

ne 12 (23,5) 39 (76.,5) 1

da 16 (43,2) 21 (56,8) 0,40 (0,16-1,01) 0,053
Povremena obolijevanja

ne 19 (27,9) 49 (72,1) 1

da 9 (45,0) 11 (55,0) 0,47(0,17-1,32) 0,155
PecCenje u ustima

nikada 27 (34,6) 51 (65,4) 1

barem ponekad 1(10,0) 9 (90,0) 4,77 (0,57-39,62) 0,149
Suhoca usta

nikada 18 (34,0) 35 (66,0) 1

barem ponekad 10 (28,6) 25(71,4) 1,29 (0,51-3,25) 0,596
Povracéanje

nikada 23 (31,9) 50 (68,5) 1

barem ponekad 5(33,3) 10 (66,7) 0,92 (0,28-3,00) 0,920
Krvarenje zubnog mesa

nikada 13 (39,4) 20 (60,6) 1

barem ponekad 15 (27,3) 40 (72,7) 1,73 (0,69-4,33) 0,239

Kratice: IQR = interkvartilni raspon; OR = omjer izgleda; 95 % CI = 95postotni interval

pouzdanosti za omjer izgleda; p = razina statisticke znacajnosti za omjer izgleda

Parametri sline i koncentracija sCD14 u slini

Puferski kapacitet stimulirane sline je jedini statisticki zna€ajni prediktor pojave karijesa
(Tablica 24). Pri tome su ispitanici sa srednjim ili niskim puferskim kapacitetom imali preko
Cetiri puta veée izglede za pojavu karijesa u odnosu na ispitanike s visokim puferskim

kapacitetom (OR = 4,60; 95 % CI: 1,54 - 13,70). Takoder je utvrdeno da su s jedini¢nim rastom
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koncentracije sCD14 u nestimuliranoj slini izgledi za pojavu karijesa povecavaju za 1 %

(OR=1,01; 95 % CI: 1,004 — 1,02) (Tablica 22).

Tablica 24. Predikcija pojave karijesa s obzirom na parametre sline

Bez karijesa Karijes
(n=28) (n=60)
n (%) n (%) OR (95% CI) p

pH nestimulirane sline

neutralan (6,50-7,49) 11 (32,4) 23 (67,6) 1

alkalan (7,50 1 viSe) 2 (66,7) 1(33,3) 0,24 (0,02-2,93) 0,263
pH stimulirane sline

neutralan (6,50-7,49) 4 (30,8) 9(69,2) 1

alkalan (7,50 i viSe) 24 (32,0) 51 (68,0) 0,94 (0,26-3,38) 0,930
Protok nestimulirane
sline (mL/min)

normalan (> 0,20) 26 (34,7) 49 (65,3) 1

nizak ili vrlo nizak 2(15,4) 11 (84,6) 2,92 (0,60-14,17) 0,184
Protok stimulirane sline
(mL/min)

normalan (> 1,0) 19 (36,5) 33 (63,5) 1

nizak ili vrlo nizak 9 (25,0) 27 (75,0) 1,73 (0,67-4,43) 0,256
Puferski kapacitet
stimulirane sline

visok (>5,5) 23 (43,4) 30 (56,6) 1

srednji ili nizak 5(14,3) 30(85,7) 4,60 (1,54-13,70) 0,006

Kratice: IQR = interkvartilni raspon; OR = omjer izgleda; 95 % CI = 95-postotni interval

pouzdanosti za omjer izgleda; p = razina statisticke znacajnosti za omjer izgleda.
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Tablica 25. Predikcija pojave karijesa u odnosu na koncentraciju sCD14 u

slini
Bez karijesa Karijes
sCD14 (ng/mL) (n=28) (n=60)
n (%) n (%) OR (95% CI) p
nestimulirana slina,
medijan (IQR) 178,4 (118,9-200,3) 201,6 (164,2-278,5) 1,01 (1,004-1,02) 0,003

stimulirana slina,

medijan (IQR) 105,2 (89,2-124,7) 106,6 (85,8-144,7) 1,00 (0,99-1,02) 0,472

Kratice: IQR = interkvartilni raspon; OR = omjer izgleda; 95 % CI = 95-postotni interval

pouzdanosti za omjer izgleda; p = razina statisti¢ke znacajnosti za omjer izgleda.

4.5.1. Multivarijantni prediktivni model

Budu¢i da je u istrazivanje ukljucen relativno velik broj varijabli u odnosu na broj
ispitanika, u model su spol i dob ukljuc¢eni kao kontrolne varijable, a od ostalih varijabli
ukljucene su one koje su na univarijantnoj razini bile povezane s pojavom karijesa na razini
statistiCke znacajnosti p < 0,250 (229). Multivarijantnim predvidanjem utvrdeno je da je
koncentracija sCD14 u nestimuliranoj slini statisti¢ki znacajan prediktor pojave karijesa i nakon
kontrole ostalih varijabli uklju¢enih u analizu (Tablica 26). Takoder, statisticki znacajni
prediktor pojave karijesa je puferski kapacitet stimulirane sline (OR=5,20; 95 % CI: 1,28 —
21,12). Srednji ili niski puferski kapacitet povezan je s do pet puta vec¢im izgledom za pojavu
karijesa u odnosu na ispitanike s visokim puferskim kapacitetom (Tablica 26). Dob je statisticki
znacajan prediktor pojave karijesa. S godinom rasta u dobi, uz kontrolu drugih varijabla, izgledi

za karijes smanjivali su se 16 % (OR = 0,84; 95% CI: 0,74 — 0,94) (Tablica 26).
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Tablica 26. Multivarijatno predvidanje pojave karijesa s obzirom na

koncentraciju sCD14 u nestimuliranoj slini i parametara sline

Bez karijesa Karijes
(n=28) (n=60)
n (%) n (%) OR (95% CI) p

sCD14 (ng/mL)
nestimulirana slina, 178,4 (118,9-200,3) 201,6 (164,2-278,5) 1,02 (1,01-1,03) 0,006
medijan (IQR)

Puferski kapacitet
stimulirane sline
visok (>5,5) 23 (43.4) 30 (56,6) 1
srednji ili nizak 5(14,3) 30 (85,7) 5,20 (1,28-21,12) 0,021

Protok nestimulirane
sline (mL/min)

normalan (> 0,20) 26 (34,7) 49 (65,3) 1
nizak ili vrlo nizak 2 (15,4) 11 (84,6) 1,26 (0,17-9,38) 0,819
35 (30-39) 31 (24-35) 0,84 (0,74-0,94) 0,003

Dob, medijan (IQR)

Kratice: IQR = interkvartilni raspon; OR = omjer izgleda; 95 % CI = 95-postotni interval

pouzdanosti za omjer izgleda; p = razina statisti¢ke znacajnosti za omjer izgleda

4.5.2. Dijagnosticka vrijednost koncentracije sCD14 u nestimuliranoj slini za predikciju

karijesa

Dijagnosti¢ku vrijednost odredivanja sCD14 u nestimuliranoj slini kvantificirali smo
izraCunavanjem:

— Dijagnosticke osjetljivosti 1 specifi¢nosti

— Pozitivnom i negativnom prediktivnom vrijednosti

— PovrSinom ispod krivulje ROC.
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Osjetljivost, specificnost i prediktivne vrijednosti koncentracije sCD14 u nestimuliranoj
slini

Analizom osjetljivosti i specificnosti vrijednosti koncentracije sCD14 u nestimuliranoj
slini za dijagnostiku karijesa utvrdeno je da su obje mjere u optimalnom omjeru pri

koncentraciji sCD14 od 182,9 ng/mL. To je tzv. grani¢na vrijednost, tj. indikativna

koncentracija (Tablica 27).

Tablica 27. Osjetljivost, specificnost i prediktivne vrijednosti koncentracije

sCD14 (ng/mL) u nestimuliranoj slini kao prediktora pojave karijesa

Karijes

Prisutan Odsutan

C e . . . e Pozitivna prediktivna
indikativna | stvarno pozitivni | lazno pozitivni* P

vrijednost

>

Koncentracija (2182,9) 41/60 12/28 77% (69%-85%)

sCD14 nije y o .. | Negativna prediktivna
g S lazno negatlvm’r stvarno negativni 20
indikativna 19/60 16/28 vrijednost
(<182,9) 46% (32%-58%)

Osjetljivost Specifi¢nost

68% (61%-76%)* | 57% (40%-72%)

* Pogreska tipa I (alpha); P vrijednost, odnosno razina statisticke znacajnosti;

vjerojatnost da ¢e nulta hipoteza biti odbacena kad u populaciji doista ne postoji razlika

TPogreska tipa 1I (beta); vijerojatnost da ¢e nulta hipoteza biti prihvacena u slu¢aju kada

u populaciji doista postoji razlika

t'U zagradama 95-postotni interval pouzdanosti.

Ukupna osjetljivost koncentracije sCD14 za prepoznavanje karijesa iznosi 68 % (95 %
CI: 61 % - 76 %), dok specificnost iznosi 57 % (95 % CI: 40 % — 72 %). Drugim rije¢ima, na
temelju koncentracije sCD14 karijes se moZe dijagnosticirati kod 68 % onih kod kojih je zaista

prisutan te se nece dijagnosticirati kod 57 % onih kod kojih je zaista odsutan. Pozitivna
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prediktivna vrijednost iznosi 77 % (95 % CI: 69 % — 85 %), §to znaci da 77 % onih koji imaju
indikativnu koncentraciju sCD14 ujedno ima i karijes.

Negativna prediktivna vrijednost iznosi 46 % (95 % CI: 32 % - 58 %), Sto znaci da 46
% onih koji nemaju indikativnu koncentraciju sCD14 ujedno nema ni karijes. Ukupna toc¢nost,

odnosno moguc¢nost klasifikacije sudionika na one s karijesom i one bez njega na temelju

koncentracije sCD14 iznosi 65 % (95 % CI: 54 % — 75 %)).

Krivulja ROC

Budu¢i da se osjetljivost 1 specificnost nekoga testa mijenjaju s izborom grani¢ne
vrijednosti, koriste¢i se rasponom grani¢nih vrijednosti 1 odgovaraju¢e dijagnosticke
osjetljivosti 1 specificnosti, moze se konstruirati krivulja. Po obliku krivulje i povrSini ispod nje

mozemo procijeniti koliko je njezina dijagnosti¢ka tocnost.

Ukupna tocnost predikcije, odnosno povrsina ispod krivulje iznosila je 0,70 te je bila

statisticki znacajna (p = 0,002; 95 % CI: 0,59 — 0,82) (Slika 31).
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Slika 31. ROC krivulja koncentracije sCD14 u nestimuliranoj slini prema

prisutnosti karijesa

4.5.3. Prediktivna vrijednost indikativne koncentracije sCD14 u slini

Kako bi se odredila prediktivna vrijednost indikativne razine sCD 14 uz kontrolu drugih
varijabli, provedeno je multivarijatno predvidanje u kojem su kontrolirane prethodno
identificirane varijable koje su zadovoljavale specificirani kriterij statisticke znacajnosti u
univarijatnoj analizi (p < 0,250). Multivarijatnim predvidanjem utvrdeno je da je indikativna

koncentracija sCD14 u nestimuliranoj slini statisti¢ki znacajan prediktor pojave karijesa i nakon
86



Nives Protrka, doktorska disertacija

kontrole ostalih varijabli ukljucenih u analizu (Tablica 28). Pri tome su ispitanici s indikativnom
koncentracijom sCD14 u nestimuliranoj slini (> 182,9 ng/mL) imali preko pet puta vece izglede
za pojavu karijesa u odnosu na ispitanike ¢ija koncentracija nije bila indikativna (OR = 5,37;
95 % CI: 1,38 — 20,94). Osim koncentracije sCD14 u slini, statisti¢ki zna¢ajni prediktori pojave
karijesa bili su 1 dob te puferski kapacitet stimulirane sline. Niski ili srednju puferski kapacitet
stimulirane sline povezan je s do Sest puta ve¢im rizikom za pojavu karijesa u odnosu na visoki

puferski kapacitet (OR = 6,02; 95 % CI: 1,49 — 24,25) (Tablica 28).

Tablica 28. Multivarijantno predvidanje karijesa na temelju indikativne

koncentracije receptora sCD14 u nestimuliranoj slini 1 kontrolnih varijabla

Bez karijesa Karijes
(n=28) (n=60)
n (%) n (%) OR (95% CI) p
Indikativna
koncentracija sCD14
(ng/mL)
>182,9 16 (45,7) 19 (54,3) 1
>182,9 12 (22,6) 41 (77,4) 5,37 (1,38-20,94) 0,015
Puferski kapacitet
stimulirane sline
visok (>5,5) 23 (43,4) 30 (56,6) 1
srednji ili nizak 5(14,3) 30 (85,7) 6,02 (1,49-24,25) 0,012
Protok nestimulirane
sline (mL/min)
normalan (> 0,20) 26 (34,7) 49 (65,3) 1
nizak ili vrlo nizak 2(154) 11 (84,6) 1,17 (0,17-8,16) 0,876

Kratice: IQR = interkvartilni raspon; OR = omjer izgleda; 95 % CI = 95-postotni interval

pouzdanosti za omjer izgleda; p = razina statisticke znacajnosti za omjer izgleda
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5.  RASPRAVA

Rana detekcija bolesti klju¢na je za pravilnu prognozu i prevenciju daljnjega
napredovanja bolesti. Slina, kao produkt organizma, pokazala je veliki potencijal kao
dijagnosticko sredstvo naprema seruma i ostalih tjelesnih tekucéina, upravo zbog neinvazivne
metode prikupljanja sline kao uzorka te svoje ekonomic¢nosti. Komponente sline su produkt
organizma te sluze kao biljezi za dijagnozu i prognozu razli€itih sistemskih i lokalnih bolesti.
Dijagnosticki potencijal salivarnih biljega razli¢itth medicinskih podrucja, ukljucujuéi i

podrucja dentalne medicine, sve se vise istrazuje unazad 10 godina (230,231).

Unato¢ napretku u razvoju raznih metoda rane detekcije i ucinkovitim mjerama
prevencije, karijes 1 dalje predstavlja bolest s dosta velikom prevalencijom Sirom svijeta. Slina
se pokazala kao idealan alternativni dijagnosticki medij, upravo zbog velike populacije koja
moze sudjelovati u istrazivatkom programu (232). Odredivanje nekih analita u slini kao biljega
za dijagnozu i pracenje razli¢itih bolesti pobudilo je veliku pozornost Sirom svijeta, pa tako i u
stomatoloskoj praksi (230). Smatra se za mnoge salivarne proteine da imaju ulogu kariogenih
ili nekariogenih faktora, zavisno o njihovoj mogucnosti da inhibiraju rast acidogenih bakterija,
da agregiraju bakterije, da pospjesSuju adheziju bakterija na povrSinu zuba ili da utje¢u na proces

demineralizacije / remineralizacije (75,233)

5.1. Demografske karakteristike

Rezultati ovoga rada pokazali su da je prosje¢na dob kontrolne skupine 35, E1 skupine
32 i E2 skupine 31 godina. Razlika izmedu E2 i kontrolne skupine se pokazala statisticki
znacajnom (p = 0,003). Medutim, kako je uvjet za ukljucivanje u istrazivanje bila dob ispitanika
od 20 do 40 godina, tako je ipak medijan svih skupina ispitanika bio priblizno jednak, bez obzira
na odstupanje od normalne raspodjele. Prijasnje studije su pokazale da je idealna dob za

uzorkovanje sline 20 - 40 godina (234-236).
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Rezultati ovoga rada pokazali su da su Zene bile nesSto viSe zastupljene od muskaraca te
medu skupinama nije utvrdena statisticki znacajna razlika. PrijaSnjim istrazivanjima se
pokazalo da muskarci imaju vecu sekreciju nestimulirane sline u odnosu na Zene, zbog vecih

zlijezda slinovnica, a shodno tomu i vec¢oj produkciji sline (236,237).

Pradnya V 1 suradnici u svojoj studiji zaklju¢uju da se u utvrdivanju rizika za pojavu
karijesa pojedinca, parametri sline trebaju objediniti s sociodemografskim podatcima

ispitanika, odredenim navikama i zdravljem pacijenta (50).

Sudionike ovoga istrazivanja smo usmeno i pismeno, anketnim upitnikom, precizno
odabirali 1 prema koriStenju lijekova. Time su ukljuceni u istraZivanje mogli biti samo oni
ispitanici koji nisu troSili nikakve lijekove ni sistemski niti lokalno unazad dva tjedna, kako ti
lijekovi ne bi imali utjecaj na fizioloske i imunosne funkcije organizma i time na rezultate
mjerenja sCD14 u slini. Poseban naglasak je bio na lijekovima protuupalne prirode (antibiotici,
analgetici, antipiretici, kortikosteroidi) (96) te onima koji mogu imati za nezeljeni uc¢inak
smanjenu sekreciju sline (psihotropni lijekovi, antihipertenzivi, antihistaminici, dekongestivi,

antikolinergici, diuretici, sedativi i ostali simpatomimetici) (149,238).

Osim §to lijekovi mogu utjecati na na§ organizam, takoder mogu utjecati 1 razna
patoloska stanja. Tako je dokazano da GERB, kroni¢no povracanje u trudno¢i i u alkoholizmu,
ovisnost o opijatima, anorexia nervosa, bulimia nervosa 1 hiatus hernia mogu dovesti do
povecanja kiselosti sline endogeno te utjecati na razvoj demineralizacije tvrdih zubnih tkiva
(149,197-199,239). 1 Sjogrenova bolest, radijacijski sindrom nakon radioterapije tumora u
podrucju glave i vrata te teza oboljenja s dehidracijom organizma mogu dovesti do smanjene
sekrecije sline (39,240,241), a razlicite kroni¢ne i akutne bolesti i stanja (imunosnoga sustava,
trudnoca i Se¢erna bolest) mogu utjecati na promjenu koncentracije receptora sCD14, u krviiu
slini (242-245). Analizom podataka iz anketnoga upitnika dobiveni su rezultati koji pokazuju

da ispitanici svih skupina ne boluju ni od kakvih bolesti.

Kako na nastanak i progresiju karijesa moze utjecati vise faktora, kao $to su genetika,
stil zivota 1 navike pojedinca (lijekovi, prehrana, puSenje) te oralna higijena, za odabir
odgovarajucega terapijskog protokola u sanaciji karijesa i odredivanja individualnoga

programa prevencije, podatci o Stetnim navikama i kvaliteti prehrane su vazni.
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Rezultati ovoga rada pokazuju da udio pusaca / nepuSaca nije bio statisti¢ki znacajno
razli¢it izmedu kontrole i eksperimentalnih skupina. Nekoliko radova ustanovilo je da puSenje
utjece na pH-vrijednost sline (246-248), na sekreciju sline (247,249) i1 puferski kapacitet sline
(247).

Ucestala konzumacija rafiniranih Secera, uklju¢uju¢i voénih 1 gaziranih sokova,
predstavljaju rizik za nastanak demineralizacija tvrdih zubnih tkiva zbog erozivnoga potencijala
pica s niskim pH-vrijednostima i slatkih grickalica (6). Tu tvrdnju potvrduju i druga istrazivanja
(183,202,250-252). Rezultati ovoga rada pokazali su da je ucestalost konzumacije sokova s
niskim pH-vrijednostima znacajno veca u skupini E2 u odnosu na kontrolnu skupinu (p =

0,035).

U nasem istrazivanju ispitanici svih triju skupina podjednako konzumiraju slatko te nije
utvrdena statisti¢ki znacajna razlika u konzumaciji izmedu kontrolne skupine ispitanika i ostalih

skupina.

Smanjena sekrecija sline kroni¢no moze dovesti do pojave odredenih tegoba usne
Supljine koje pojedinci mogu opaziti, kao Sto su: suhoca usta, otezano gutanje, krvarenje
zubnoga mesa, peCenje sluznice usta (240). Rezultati ovoga rada pokazali su da pecenje u
ustima kao 1 krvarenje desni nije statisticki znacajno izmedu kontrolne i eksperimentalnih
skupina. Jedino se razlika medu skupinama pokazala statisticki zna¢ajnom u odnosu na pojavu
suhoce usta, koju je osjetio veci broj ispitanika iz E2 skupine u odnosu na kontrolnu i El

skupinu (Tablica 5).

5.2. Parametri sline

Ph-vrijednost sline

Rezultati predanalitickoga ispitivanja pokazali su da se pH-vrijednosti sline pomocu

testne trake ne razlikuju statisticki znacajno od pH-vrijednosti izmjerene pH-metrom. Zbog
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toga, rezultati ovoga rada pokazuju da su pH-vrijednosti sline izmjerene pomocu indikatorske
trake pouzdane $to je osobito pogodno tijekom rutinskoga stomatoloskog pregleda. Rezultati
ovoga rada pokazali su da se pH-vrijednosti sline (nestimulirana i stimulirana) nisu statisticki

znacajno razlikovale izmedu kontrolne i eksperimentalnih skupina (E1 i E2).

Ipak, neke prijasnje studije pokazale su kako se nize pH-vrijednosti sline mogu dovesti
u vezu s veCom pojavnosti i karijesa i1 erozija (36,50,54,253). Takoder u naSoj studiji nije
dokazana statistiCki znacajna razlika u pH-vrijednosti sline kod pusaca i nepuSaca, vjerojatno

zbog maloga udjela pusaca u ukupnom uzorku.

Protok sline

Rezultati ovoga rada pokazali su da ispitanici kontrolne skupine imaju statisticki
znacajno veci protok nestimulirane sline u odnosu na ispitanike E2 skupine (p =0,015). Izmedu
kontrolne skupine i E1 skupine nije bilo statisticki znacajne razlike u salivarnom protoku
(Tablica 8). U ovom radu hiposalivacija (protok < 0,10 mL/min) je utvrdena samo kod
ispitanika eksperimentalnih skupina. Hiposalivacija je ustanovljena u uzorcima nestimulirane
sline kod 10,0 % sudionika E1 skupine i kod 3,3 % ispitanika E2 skupine. U slucaju protoka
stimulirane sline, njegova vrlo niska vrijednost (< 0,70 mL/min) izmjerena je kod 3,6 %

ispitanika kontrolne skupine, 20,0 % ispitanika E1 skupine te kod 6,7 % ispitanika E2 skupine.

Rezultati ovoga rada pokazali su da je prevalencija vrlo niskoga protoka sline
(nestimulirane 1 stimulirane) oko tri puta veca kod ispitanika s karijesom, nego kod ispitanika
bez karijesa. Zbog toga su rezultati ovoga rada u skladu s prijasnjim studijama koje su
ustanovile da salivarni protok, prije nego same salivarne komponente, ima vaznu protektivnu
ulogu za nastanak karijesa i eroziju tvrdih zubnih tkiva (45,241). Medutim, neke studije
prikazuju drugacije rezultate (254). Protok takoder utjeCe na neutralizaciju kiselina iz
dentalnoga plaka reduciraju¢i tako incidenciju karijesa (255) te je smanjeni protok sline vazan
faktor rizika za nastanak karijesa (256), a posebice karijesa lokaliziranoga na kvrzicama i

korijenu zuba (55).

PrijaSnja istrazivanja pokazala su kako razvoj infekcija oralnih sluznica uslijed

smanjene sekrecije sline, kao vaznog obrambenog ¢imbenika usne Supljine (257), mogu
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uzrokovati osjecaj peckanja u ustima (240). Osim toga, istrazivanje je pokazalo i da ispitanici
koji imaju nizi protok sline ¢es¢e osjete povremenu suhocu usta, Sto takoder moze biti jedan od
simptoma hiposalivacije 1 kserostomije, a Sto potvrduju 1 prijasnje studije (240,257). U
ukupnom uzorku nizak ili vrlo nizak protok nestimulirane sline bio je statisticki znacajno
ucestaliji u skupini sudionika kod kojih je suhoca usta bila prisutna nekoliko puta godisnje ili
¢eS¢e u odnosu na sudionike kod kojih ona nikada nije bila prisutna (x*= 5,53;ss = 1; p =

0,019).

Zbog toga smo u ovom radu ispitali oralne tegobe (osjecaj suhoée usta, peCenje...)
kontrolne 1 ekperimentalnih skupina. Rezultati ovoga rada pokazali su da je suhoc¢u usta osjetio
veéi broj ispitanika E2 skupine (63,3 %). Osim toga rezultati ovoga rada pokazali su da
ispitanici kod kojih nikada nije bilo prisutno pecenje u ustima imaju statisticki znacajno veci
protok stimulirane sline u odnosu na ispitanike kod kojih je pecenje bilo prisutno samo nekoliko

puta godisnje ili ¢eS¢e (Mann-Whitney U = 230,0; p = 0,034).

Puferski kapacitet sline

Rezultati ovoga rada pokazuju da je puferski kapacitet stimulirane sline izmedu
kontrolne i1 eksperimentalnih skupina E1 i1 E2 skupine statisticki znacajno razli¢it (p < 0.001).
Puferski kapacitet bio je statisticki znacajno vec¢i u kontrolnoj skupini u odnosu na E1 skupinu
(p =0,004) te u odnosu na E2 skupinu (p < 0,001), dok medu eksperimentalnim skupinama nije
utvrdena statisticki znacajna razlika u mjerenjima. Nizak puferski kapacitet se Cesto povezuje
s razvojem karijesa zbog smanjene mogucnosti neutralizacije kiseline iz plaka i reducirane
remineralizacije inicijalnih caklinskih lezija, dok su pacijenti s visokim puferskim kapacitetom

Cesto ,,karijes-otporni“ (50).

Prijasnje studije dovode u vezu veéi protok sline s ve¢im puferskim kapacitetom sline
(258,259), sto se potvrdilo 1 u nasem istrazivanju. Moritsuka i suradnici su u svojem istrazivanju
zakljucili kako kvantitativna mjerenja sline mogu na taj nacin odrediti i pacijente s niskim

puferskim kapacitetom (225).

Osim toga, rezultati ovoga rada pokazali su da je puferski kapacitet bio statistiCki
znacajno veci u skupini ispitanika koji sokove s niskim pH-vrijednostima konzumiraju jednom
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mjesecno ili rjede u odnosu na ispitanike koji ih konzumiraju 2 — 3 puta tjedno ili ¢eS¢e (p =
0,047). Nasi rezultati u skladu su s nedavnim ispitivanjima (260) $to upucuje na vaznost
edukacije pacijenata o pravilnoj i zdravoj prehrani kako bi unos sokova s niskim pH-

vrijednostima sveli na najmanju moguéu mjeru (261).

Uzorkovanje sline

Mnoge studije daju naglasak na vaznost metodologije u prikupljanju sline (106,262) jer
nedostatak standardizacije postupka prikupljanja sline mozZe utjecati na rezultate istrazivanja i

njihovu interpretaciju u razli¢itim granama dentalne medicine (230,263).

Tako se primjerice u prijasnjim studijama protok nestimulirane sline pokazao
hiposalivacije, nestimulirani protok sline se preporucuje kao bolji izbor uzorka jer moze biti
smanjen dok je istovremeno protok stimulirane sline nepromijenjen (1). S druge strane, za
odredivanje puferskoga kapaciteta sline se preporucuje prikupljati uzorke stimulirane sline
(224). Nestimuliranu slinu je, generalno gledajuci, lakSe prikupljati nego stimuliranu te je ona
najcesc¢e koristena kao uzorak u istrazivanjima za detekciju razli¢itih medijatora upale u slini
(IL-1B, IL-6, IL-8, MMP-8, MIP-1a) (4-6,85,141,264). Medutim, koli¢ina sline prikupljene
tom metodom vrlo Cesto je mala, posebice kod starije populacije ispitanika ili dojencadi
(218,230). Tako se i u ovom istrazivanju koli¢ina uzorka nestimulirane sline pokazala
nedovoljnom kod nekih ispitanika. Za odredivanje puferskoga kapaciteta sline koristili su se
uzorci samo stimulirane sline te tako taj manjak nije ni bio potreban pa stoga nije niti utjecao
na rezultate istrazivanja. Za sva ostala testiranja u istrazivanju smo zbog nedostatka
standardizacije postupka prikupljanja uzoraka sline koristili obje metode uzorkovanja, kako bi

rezultate mogli usporediti.
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5.3. Demineralizacijske promjene tvrdih zubnih tkiva kod dviju eksperimentalnih

skupina ispitanika i njihova usporedba te dentalni status ispitanika kontrolne skupine

Klini¢kim pregledom ispitanika utvrden je dentalni status prema indeksu DMF zuba i
ploha. Prema broju karijesom zahvacenih zuba ispitanici eksperimentalnih skupina su se
svrstavali u dvije skupine: E1 1 — 5 karijes 1 E2 6 1 vi§e karijesa, dok su se za kontrolnu skupinu
ispitanika bez karijesa biljezile ostale varijable indeksa DMF zuba i ploha. Rezultati ukupnoga
DMFT indeksa pokazuju manje razlike u medijanima pojedinih skupina ispitanika pa je tako
medijan za kontrolnu skupinu bio 13, E1 15 1 E2 17. Medutim, medusobnom usporedbom

razlika se pokazala statisticki znacajnom (p = 0,021).

Iako kontrolna skupina nije imala karijes, medijan ukupnoga DMFT indeksa je priblizan
medijanima eksperimentalnih skupina jer su ispitanici kontrolne skupine imali prosje¢no veci
broj ekstrahiranih zuba u odnosu na E2 skupinu (p = 0,048) i prosjecno veci broj zuba s ispunom
1 odnosu na ostale skupine ispitanika (p = 0,001). U usporedbi eksperimentalnih skupina,
ocekivana je statisticki znaCajna razlika izmedu broja karioznih zuba (Mann-Whitney U = 0,00;
p <0,001) gdje je medijan broja karioznih zuba u E1 skupini bio 3, au E2 skupini 10. U odnosu
na ostale varijable DMFT indeksa ispitanici E1 skupine imaju viSe zuba s ispunom (medijan 8)
1 viSe ekstrahiranih zuba (medijan 3). PrijaSnje studije upucuju na negativnu korelaciju
incidencije karijesa s obzirom na protok sline (50,265). I ovo istraZivanje potvrduje takve
rezultate. Takoder bi se iz ovoga istraZzivanja dalo zakljuciti da neznatno manji medijan
ukupnoga DMFT indeksa kontrolne skupine u odnosu na eksperimentalne upucuje na ¢injenicu
da su i ispitanici kontrolne skupine, iako trenutno bez karijesa, ipak prije imali karijesom
zahvacene zube, a koji su potom sanirani te da receptor sCD14 u slini kao protein akutne faze
imunosnoga odgovora moze mijenjati svoju koncentraciju prema trenutnom stanju u zubalu i

da se moze rabiti kao biljeg za tu patoloSku promjenu tvrdih zubnih tkiva.

Analiziraju¢i rezultate dobivenih registracijom indeksa DMF ploha zakljucili smo da je
medijan ukupnoga indeksa DMF ploha kontrolne skupine malo ve¢i od medijana
eksperimentalnih skupina ispitanika bez obzira na to Sto se razlika nije pokazala statisticki
znacajnom. Pri tome je broj ploha s ispunom bio statisticki znacajno ve¢iu odnosu na broj ploha
s ispunom eksperimentalnih skupina ispitanika (p = 0,001). To nas upucuje na ¢injenicu da su

zubi ispitanika kontrolne skupine koji su sanirani ispunom bili ¢ak i viSe destruirani karijesom
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u odnosu na sanirane zube ispitanika eksperimentalnih skupina. Registracijom indeksa DMF
ploha dobili smo podatke o lokalizaciji karijesa u zubalu. Tako su rezultati pokazali da se
ucestalost karijesa u interkaninom podrucju nije previse razlikovala izmedu E1 1 E2 skupine
dok je karijes bio vise lokaliziran u lateralnom podrucju kod obiju skupina ispitanika, i to vise
u gornjoj celjusti. Zbog fizioloskoga CiS¢enja prednjih zuba i1 boljega Cetkanja smanjena je
prevalencija karijesa u frontalnoj regiji, nego u lateralnom podruc¢ju. Takoder je utvrdena veca
ucestalost vestibularnih karijesa u E2 skupini te je razlika bila statisticki znacajna (p = 0,005;
¢ = 0,36). Takav nalaz se moze tumaciti veCom incidencijom vestibularnih karijesa kod
smanjenoga protoka sline (240), gdje su ispitanici E2 skupine imali manji protok nestimulirane

sline, nego ispitanici E1 skupine.

U naSem istrazivanju detekcija karijesa se provodila i mjernim instrumentom tehnike
laserske fluorescencije, a u prethodnim studijama metodoloski pristup bio je samo vizualno-
taktilan Sto je dokazano kao nedovoljna metoda, posebice u lateralnoj regiji. Sve
demineralizirane promjene su se mjerile uredajem KaVo DIAGNOdent Pen. Pri tome je
medijan maksimalne izmjerene vrijednosti u E1 skupini iznosio 54 (33 — 83), dok je u E2
skupini iznosio 99 (74 — 99) te se razlika pokazala statisticki znacajnom (p < 0,001). Najmanje
prosjecne vrijednosti medijana izmjerene su u interkaninom predjelu te se medu skupinama nije

pokazala statisti¢ki zna¢ajna razlika.

U istrazivanju Almose NA 1 suradnika iz 2014. godine vrijednosti mjerenja
demineraliziranih povrSina zuba uredajem DDPen tumace se kao: 0 — 13 zdrav zub, 14 — 20
caklinski karijes, 21 — 29 duboki caklinski karijes i > 30 karijes dentina (266). Prema tome,
medijan prosjecne vrijednosti mjerenja pokazuje da se karijes nalazio u caklini te u caklini i
dentinu kod E1 skupine (medijan 32 (26 - 43)), a najvise u dentinu kod E2 skupine (medijan 36
(31 - 54)).

Kod obiju skupina ispitanika u interkaninom podru¢ju mjerenja pokazuju manje
vrijednosti: E1 skupina medijan 23 (14 — 36) 1 E2 skupina medijan 40 (17 — 61), dok u
postkaninom podruc¢ju mjerenja pokazuju vece vrijednosti: E1 skupina medijan 35 (25 — 48) i
E2 skupina 37 (31 - 55). To upucuje na ¢injenicu da je u lateralnom podrucju karijes vise
napredovao. Ovo istrazivanje pokazalo je vecu prevalenciju karijesa u lateralnom podrucju, s

vecom destrukcijom tvrdih zubnih tkiva. Stoga je vrlo vazno pravilno dijagnosticirati i
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evaluirati karijesne lezije toga podru¢ja. Medutim, detekcija karijesa u lateralnom podrucju,

posebice karijesa aproksimalnih ploha, vrlo je zahtjevna (267).

Prijasnja istrazivanja navode dijagnostiku karijesa primjenom laserske fluorescencije
kao preciznijom u odnosu na vizualnu evaluaciju u identifikaciji karijesnih lezija bez prisutnosti
kavitacije kod molara (133,268,269), sto potvrduje 1 istrazivanje Mansour 1 suradnika iz 2016.
godine (270). Sto se ti¢e dijagnostike aproksimalnih karijesa, de Souza i suradnici su 2014.
godine u svojoj studiji analizirali 246 aproksimalnih ploha prednjih zuba in vitro. Dosli su do
zakljucka da uredaj DDPen bolje detektira aproksimalni karijes cakline i dentina, nego klasi¢na
radioloska tehnika BW, dok je detekcija dubljih karijesa dentina objema metodama dala sli¢ne

rezultate (174).

Radiografska metoda BW je uz vizualnu tehniku prije predstavljala ,,zlatni-standard*,
kao pomoc¢noga sredstva u dijagnostici karijesa (271), ali zbog razli¢itih tehnika izvodenja
snimanja, ekspozicije pacijenata ionizirajuéem zracenju te zbog toga Sto radiografska snimka
ne prikazuje stvarnu veli¢inu lezije, ta metoda se sve manje rabi u dijagnostici karijesa (272).
Bader i suradnici u svom su preglednom istrazivanju dosli do zaklju¢ka kako uporabom
konvencionalnih klinickih i1 radiografskih metoda prakti¢ar moze detektirati samo otprilike
polovicu lezija i previdjeti neke zdrave povrSine kao kariozne te smatraju da radiografija moze
pouzdano detektirati samo dublje dentinske lezije okluzalnih povrSina (273). U jednom novijem
istrazivanju (2016) Bizhanga M i suradnika, usporedene su metode radigrafije BW i laserske
fluoroskopije tipa Pen u detekciji aproksimalnih karijesa in vivo kod ispitanika odrasle
populacije (267). Zakljucili su kako metoda detekcije laserskom fluoroskopijom tipa Pen ima
bolje rezultate nego radiografska metoda BW te moZe zamijeniti 1 nadoknaditi radiografiju u

daljnjim postupcima za dijagnostiku karijesa u znanstvenim istrazivanjima.

Mjerenja demineraliziranih podrucja laserskom fluoroskopijom takoder mogu posluziti
1 u preporuci za sanaciju lezija (221): 0 — 13 normalna profilaksa, 14 — 20 intenzivna profilaksa
(fluoridacija, Healozone) i prevencija, 21 — 29 minimalno invazivno lijeCenje (Healozone,
zracna abrazija, laser, ultrazvucni i ostali mikro instrumenti i intenzivama profilaksa), 30 — 99
restaurativni zahvati i intenzivna profilaksa. Time se to¢nije moze odrediti terapija, s naglaskom
na minimalno invanzivnu terapiju, jer preciznija dijagnosticka mjerenja lezija daju uvid i u

veli¢inu destrukcije tvrdih zubnih tkiva (274).
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S obzirom da usna Supljina predstavlja jednu funkcionalnu sredinu, takoder smo pri
klinickom pregledu ispitanika registrirali i prisutnost demineralizacijskih promjena tvrdih
zubnih tkiva nastalih zbog nekarijesnih oStecenja erozijom, kod svih grupa ispitanika.

Registrirali smo ih pomoc¢u TWI metode i upisali u obrazac (Prilog 2).

Analizom rezultata registriranih erozija kod ispitanika kontrolne skupine i njihovom
statistickom obradom utvrdili smo da cak 50 % (14/14) ispitanika te skupine ima prisutne
erozije tvrdih zubnih tkiva. Rezultati su u skladu s rezultatima pregledne studije iz 2015. godine
gdje su Salas M 1 suradnici utvrdili prevalenciju erozija kod 30.4 % adolescenata u dobi 8§ — 19
godina. Tako velika frekvencija erozija u adolescentskoj populaciji upucuje na ¢injenicu da je
erozija sve vise te je klinicaru neophodna suradnja s medicinskim specijalistickim struénjacima
kako bi se uzrok takve destrukcije tvrdih zubnih tkiva na vrijeme dijagnosticirao 1 time

sprijecila njihova daljnja progresija (275).

Takoder bi se pri dijagnosticiranju erozivnih promjena trebala primijeniti metoda
mjerenja suspektnih lezija reflektometrom jer je metoda to¢na i neinvazivna (180,209).
Laserska fluoroskopija mjeri demineralizaciju karijesnih lezija na nacin da zapravo mjeri
apsorpciju fluorescencije bakterijskih produkata u porama karijesne lezije te se preporucuje

samo za mjerenje demineralizacija nastalih zbog karijesnih oSte¢enja (276).

Primjenom ovakve dodatne metode, s preciznijom detekcijom demineraliziranih
podrucja, rezultate istraZivanja trebali bi potvrditi mjerec¢i populaciju ve¢ega uzorka, a sve u
svrhu dobivanja boljih informacija o povezanosti karijesa, erozija i koncentracije sCD14 u slini

kao njihova potencijalnoga biljega.

5.4. Koncentracija sCD14 u slini kao biljeg karijesa

Rezultati ovoga istrazivanja pokazali su da je medijan koncentracije sCD14 u
nestimuliranoj slini bio statisti¢ki znacajno veci kod ispitanika s karijesom (E1 1 E2 skupine)
u odnosu na kontrolnu skupinu bez karijesa (Tablica 11). U E2 skupini je koncentracija sCD14

takoder bila statisticki znacajno visa u odnosu na kontrolnu skupinu (p = 0,009). Ta povecana
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koncentracija sCD14 u slini ispitanika s karijesom moZe se dovesti u vezu s veCom koli¢inom
gram-negativnih bakterija u usnoj Supljini i posljedicnom aktivacijom receptora CD14.
Takoder, rezultati su pokazali da se medu dvjema eksperimentalnim skupinama razlika u

koncentraciji sCD14 nije pokazala statisticki znacajna (p = 0,469).

Nadalje, rezultati ovoga rada pokazali su da se koncentracija sCD14 nije statisticki
znacajno razlikovala u stimuliranoj slini izmedu kontrolne i eksperimentalnih skupina kao $to
je to slucaj za nestimuliranu slinu. Sli¢ne rezultate dobili smo u prijasnjoj studiji gdje nismo
utvrdili statisticki znacajnu razliku u koncentraciji sCD14 u stimuliranoj slini izmedu osoba s

karijesom 1 bez karijesa (96).

Takoder, u naSem prijasnjem radu utvrdili smo statisti¢ki znacajnu viSu koncentraciju
sCD14 u nestimuliranoj slini ispitanika s karijesom u usporedbi s kontrolnom skupinom bez
karijesa (203.3 vs 167.9 ng/mL, p < 0.01) (96). Medutim, Bergandi i suradnici (27) su dobili
drugacije rezultate za koncentraciju sCD14 u slini djece (dob 8 — 9 godina), tj. koncentraciju
sCDI14 u slini nije bila poviSena kod ranih karijesnih lezija. Literaturnih podataka o
koncentraciji sSCD14 u slini odraslih ispitanika ima vrlo malo pa zato nismo mogli rezultate

ovoga rada usporedivati s ostalim studijama.

Nasuprot tomu, nekoliko studija ispitivalo je koncentraciju sCD14 u slini djece s
karijesom razli¢itih dobi (27,133). Biria 1 suradnici (133) ustanovili su vecu koncentraciju
sCD14 u nestimuliranoj slini djece s karijesom (36 — 71 mjesec starosti) u usporedbi s djecom
bez karijesa. Autori toga rada koristili su istu metodu za odredivanje koncentracije sCD14 u
slini kao $to je primijenjeno u ovoj studiji, ali bez dodatnih analiza parametara sline. Drze da je
povecana koncentracija sCD14 u skladu s ulogom ovoga koreceptora u progresiji upale te da
sCD14 ima dijagnosticki potencijal kao biljeg za karijes, tj. njegovu progresiju i aktivnost
(133). Kako se sCD14 smatra proteinom upale, logi¢no je pretpostaviti da je njegova pojacana
sekrecija upravo tijekom upale, a smanjena sekrecija nakon smirivanja upale. Poznato je da
velike zlijezde slinovnice lu¢e sCD14 u slinu (50). On ima vaznu ulogu u obrani od upale, jer
s velikim afinitetom moZe vezati endotoksin (277). Osim Sto je receptor za LPS 1 druge
bakterijske komponente (278), on regulira aktivaciju i funkciju limfocita T i B (279). Uoceno
je da se ponaSa kao protein akutne faze te su stoga njegove koncentracije u serumu povisene
kod upala (9). U reakciji domacina kod upale dosta funkcija se pripisuje upravo proteinima

akutne faze: obnova tkiva, modulacija koagulacije, neuroendokrina sekrecija, hematopoeza,
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metabolizam, vezanje metala te borba protiv upale (280,281). U akutnoj fazi odgovora, sCD14
moze premostiti tu razliku izmedu prirodnoga i ste¢enoga imuniteta, moduliraju¢i stani¢nu i
humoralnu imunost (282). Stoga autori drZe da je razlika u metodologiji 1 protokolu sanacije
zubala dovela do razlike u koncentracijama sCD14 u slini nakon tretmana. Pri tome se vode
¢injenicom da upale sluznica, desni i parodonta mogu utjecati na rast koncentracije sCD14 u
slini (283), $to kod ispitanika djecje populacije u prijasnjim istrazivanjima nije uzimano u obzir
(133). Naravno, moramo uzeti u obzir da se imunosni sustav od rodenja pa do starosti stalno
mijenja te da njegovo sazrijevanje traje 1 u adolescenciji pa sve do odrasle dobi (izuzev

trudnoce) (284).

Prema dosadasnjim studijama, ovo je prvo istrazivanje koje ispituje koncentraciju
sCD14 u uzorcima sline ispitanika odrasle populacije s karijesom. Takoder, ovo je prva studija
koja je ispitivala koncentraciju sCD14 u uzorcima nestimulirane i stimulirane sline. Kako su
ispitanici bili zdravi, nisu uzimali lijekove te je razlika u dobi bila vrlo mala, iz rezultata bismo
mogli zakljuciti da se veca prevalencija hiposalivacije kod ispitanika s karijesom moZe dovesti
u vezu s aktivnoscu karijesa. Sli¢no tomu, druge studije utvrdile su prilican pad protoka sline
kod djece 1 odraslih s karijesom u usporedbi s ispitanicima bez karijesa (217,285,286). Razlike
u dobi ispitanika kod djec¢je populacije zbog procesa sazrijevanja imuniteta mogu biti glavni
uzrok drugacijih rezultata imunosnih istrazivanja. S obzirom da je receptor sCD14 identificiran
kao protein upale koji povezuje prirodeni i steCeni imunitet, a IgA 1 IgG dosezu svoj maksimum
u dobi 7 — 12 godina, njegova povecana koncentracija u toj dobi povezuje se s nedostatnom

produkcijom tih imunoglobulina (9).

Takoder, rezultati ovoga istraZivanja pokazali su da postoji negativna, statistiCka
korelacija izmedu koncentracije sCD14 i puferskoga kapaciteta stimulirane sline (Tablica 14).
Kako podataka u literaturi o povezanosti salivarne koncentracije sCD14 s puferskim
kapacitetom sline u osoba s karijesom nema, drzimo da rezultati ovoga rada predstavljaju dobru

bazu za daljnja ispitivanja karijesa.
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5.4.1. Medusobni odnos varijabli istraZivanja s koncentracijom sCD14 u slini

Prijasnje studije su pokazale razlicite rezultate mjerenja koncentracije sCD14 u slini kao
potencijalnom biljegu prisutnosti karijesa (27,133). Cilj im je bio ispitati potencijalni biljeg
ranoga karijesa u djece, kako bi se karijes na taj nac¢in mogao detektirati i prevenirati ve¢ u

ranoj subklini¢koj fazi.

Naravno da je za svakoga klini¢ara vazno sprijeciti bolest prije same pojave i da je vazno
utvrditi pojavnost karijesa jo$ u najranijoj dobi kako bi zubi bili §to duze ocuvani kroz zivot.
Ipak, studije pokazuju kako je unato¢ dobroj prevenciji karijesa i u dje¢joj dobi, karijes jo$
uvijek dosta raSiren te njegova prevalencija raste s dobi (287) 1 predstavlja problem kod odrasle
populacije (288). Takoder, uzorak s mladom populacijom ispitanika (vrticka djeca i
adolescenti) u istrazivanju imunosnih komponenata pokazao se nepouzdanim, vjerojatno zbog
nezreloga imuniteta (284). Stoga je uzorak ovoga istrazivanja ¢inila odrasla populacija, kako bi

on bio $to reprezentativniji.

U ovom radu, analizom meduodnosa koncentracije sCD14 u slini i op¢ih karakteristika
uzorka, odnosno ispitanika, nije utvrdena ni jedna statisticki znacajna korelacija. Prema tomu,
na koncentraciju receptora sCD 14 u nestimuliranoj i stimuliranoj slini u ovom istraZivanju nisu
utjecale demografske karakteristike ispitanika, ucestalost puSenja, prijaSnje povremeno
uzimanje lijekova ili prijasnje obolijevanje ispitanika. Takoder nije utvrdena statisticki
znacajna povezanost koncentracije receptora sCD14 u nestimuliranoj 1 stimuliranoj slini ni u
odnosu na konzumaciju sokova s niskim pH-vrijednostima i1 gaziranih pi¢a te konzumaciju
slatkoga. Provedenim testiranjima nije utvrdena ni statisticki znaCajna povezanost
koncentracije sCD14 u nestimuliranoj i stimuliranoj slini niti s obzirom na prisutnost oralnih
tegoba (pecenje usta, suhoca usta, povracanje itd.). Ova dodatna analiza pokazuje da sve
ispitane karakteristike uzorka nisu utjecale na rezultate istrazivanja te se uzorak pokazao

reprezentativnim.

Analiziraju¢i odnos koncentracije sCD14 u slini na razini cijeloga uzorka i parametara
sline, uocena je statisticki znacajna negativna povezanost gdje se ve¢i protok nestimulirane
sline povezuje s manjom koncentracijom sCD14. Daljnjom analizom povezanosti medu
skupinama ispitanika veéi protok nestimulirane i stimulirane sline statisticki je znacajno

povezan s nizom koncentracijom sCD14 u nestimuliranoj 1 stimuliranoj slini kod kontrolne
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skupine ispitanika. To moZemo objasniti ¢injenicom da ispitanici kontrolne skupine imaju
manji medijan koncentracije sCD14 spram eksperimentalnih skupina, a €iji je protok sline nizi
u usporedbi s kontrolnom skupinom ispitanika. [z rezultata mozemo zakljuciti da ispitanici koji
imaju manji protok sline imaju vecu Sansu da imaju vecu koncentraciju sCD14 u slini §to moze
upucivati na prisutnost upala. Prijasnje studije dovode u vezu smanjeni protok sline i prisutnost

upala u usnoj Supljini, ukljucujuéi i aktivnost karijesa (50).

Pri usporedbi koncentracije sCD14 u slini 1 dentalnoga statusa nije utvrdena statisticki
znacajna korelacija niti jednoga parametra DMFT/DMEFS indeksa osim karijesa. U odnosu na
parametar karijesa iz DMFT/DMEFS indeksa veci broj karijesa bio je u statisticki znacajnoj
pozitivnoj korelaciji §to znaci da su ispitanici s ve¢im brojem karijesa imali i ve¢u koncentraciju
receptora sCD14 u nestimuliranoj slini. S obzirom da je sCD14 protein akutne faze upale (9)
njegova povecana koncentracija u slini moze biti povezana s aktivnoS¢u karijesa, kao

demineralizacijske promjene tvrdih zubnih tkiva uzrokovane bakterijama.

Daljnjom analizom, usporedene su lokalizacije karijesa u zubalu i njihov odnos s
obzirom na koncentraciju sCD14 u slini. Medu eksperimentalnim skupinama nije utvrdena
statistiCki znacajna razlika u odnosu na lokalizaciju karijesa i koncentraciju sCD14. Iz
dobivenih rezultata ne moze se predvidjeti najvjerojatnija lokalizacija karijesa u zubalu pri

povecanoj koncentraciji sSCD14 u slini, ve¢ samo moguca aktivnost karijesa tvrdih zubnih tkiva.

Mjerenjem demineraliziranih promjena uredajem DDPen dobivene su vrijednosti ja¢ine
demineralizacije koje su u istrazivanju takoder usporedene s koncentracijom sCD14 u slini.
Korelacija nije pokazala statisticki znacajnu povezanost osim kod mjerenja karijesnih lezija na
oralnim plohama. Medutim, s obzirom da su oralne plohe bile zahvacene karijesom u vecoj
frekvenciji kod ispitanika E2 skupine (47 %), kod te je skupine ispitanika ionako ve¢ utvrdena
veca koncentracija ispitivanoga receptora u slini. Takav odnos moZzemo povezati s manjim
protokom sline kod te grupe ispitanika, gdje je kod 23.3 % ispitanika te skupine utvrden nizak
protok sline i kod 3.3 % ispitanika hiposalivacija. Ve¢ su prijasnje studije utvrdile da

hiposalivacija moze dovesti do razvoja cervikalnih karijesa (240).
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5.4.2. Predvidanje karijesa prema karakteristikama ispitanika, vrijednostima

parametara sline i koncentraciji sSCD14 u slini

Pokazalo se da je koncentracija sCD14 u nestimuliranoj slini statisti¢ki znacajan prediktor
za pojavu karijesa 1 nakon kontrole ostalih varijabli ukljuenih u istrazivanju, gdje su se s
jedini¢nim porastom koncentracije sCD14 u slini izgledi za pojavu karijesa povecavali za 2 %

(OR =1,02; 95 % CI: 1,01 — 1,03).

Daljnjom analizom predikcije karijesa utvrdena je statisticki znaCajna predikcija prema
puferskom kapacitetu stimulirane sline (OR = 4,60; 95 % CI: 1,54 — 13,70). Vec¢ je prije
utvrdeno da je niski puferski kapacitet sline povezan s pove¢anim rizikom za razvoj karijesa
(36,289) zbog njegove nemoguénosti neutralizacije kiseline iz dentobakterijskoga plaka i
smanjene remineralizacije ranih caklinskih lezija (50) Sto se pokazalo i u ovom istraZivanju.
Ispitanici sa srednjim ili niskim puferskim kapacitetom imali su preko Cetiri puta vece izglede

za pojavu karijesa u odnosu na ispitanike s visSim puferskim kapacitetom.

Medutim, poznati faktori rizika za razvoj demineralizacija tvrdih zubnih tkiva prema
prijasnjim istraZivanjima (50) u ovom uzorku nisu utjecali na razvoj karijesa u toj mjeri da bi
se pokazali prediktivnim na njegovu aktivnost, osim niskog puferskoga kapaciteta stimulirane

sline.

Konzumacija sokova s niskim pH-vrijednostima, gaziranih pic¢a i konzumacija slatkoga
predstavljaju rizik za pojavu demineralizacije tvrdih zubnih tkiva (erozije i karijes), medutim,
u naSem uzorku se ta predikcija za razvoj karijesa nije pokazala statisticki znacajnom,

vjerojatno zbog istoga razloga.

S obzirom na to da suhoca usta moze biti povezana sa smanjenom produkcijom sline
(50), a time 1 ve¢im rizikom za pojavu karijesa (290), povremena suhoca koja se kod ispitanika
pojavljivala prema njihovoj subjektivnoj procjeni, nije se pokazala prediktivnom za pojavu

karijesa. Odnosno, nije bila izraZena u toj mjeri da bi upucivala na vjerojatnu pojavu karijesa.

Poznato je da puSenje isuSuje usta, smanjuje protok sline i djeluje na imunitet te tako
moze utjecati na povecani rizik od karijesa (249) i parodontne bolesti (291). Kako je samo manji

dio ispitanika pusio, ta varijabla nije pokazala statisticki znacajnu predikciju za karijesa u ovom
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istrazivanju. Takoder, prijasnje povremeno uzimanje lijekova ili povremena obolijevanja

ispitanika nisu pokazala statisti¢ki znacajnu predikciju za karijes.

U ovoj analizi rezultati su pokazali da su se sa svakom godinom rasta dobi izgledi za
pojavu karijesa smanjivali za 10 % (OR = 0,90; 95 % CI: 0,83 — 0,98). Takve rezultate mozemo
objasniti metodoloski, odnosno odabirom uzorka, gdje je medijan dobi ispitanika kontrolne
skupine (bez karijesa) bio 35 (IQR 30-39), a eksperimentalnih skupina (s karijesom) 31 (IQR
24 —35). Iako je razlika u medijanima mala, imala je utjecaj na predikciju u ovom sluc¢aju zbog
odabira ispitanika prema prisutnosti (za eksperimentalne skupine) ili odsutnosti karijesa (za

kontrolnu skupinu).

Unato¢ tomu $to smo znali da opis uzorka moze utjecati na ovu analizu, napravili smo
testiranje jer su Bernabe E i Sheiham A 2014. napravili studiju u kojoj su analizirali podatke o
dentalnom statusu u Engleskoj i Walesu, Japanu, Svedskoj i Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama
od 1960. godine do 2011. u odnosu na dob ispitanika (288). Iz studije su opazili kako porast
dobi dosta utjeCe na prevalenciju karijesa, tako da incidencija karijesa raste do adolescencije te

nakon toga raste jo$ u odrasloj dobi, a medu najstarijima incidencija karijesa opada.

5.4.3. Koncentracija sSCD14 u nestimuliranoj slini kao potencijalni biljeg prisutnosti

karijesa

Istrazivanja o receptoru CD14 su u malo vise od 20 godina dosta pokazala o receptoru,
od prvotnoga saznanja o njegovoj prisutnosti na povrsini monocita/makrofaga do danas (98).
Prepoznaje se i u aktivaciji receptora TLRs (98). Dugo se drzalo da je izrazen samo na
mijeloidnim stanicama, medutim pokazalo se da je izrazen i na stanicama drugih tkiva, kao
endotelu, epitelu, glatkim miSi¢ima, stanicama otoci¢a gusterace, fibroblastima i
spermatozoama (98), koja na taj nacin sudjeluju u imunosnom odgovoru domacina, ne samo na
LPS, nego i na ostale mikrobioloske komponente koje receptor prepoznaje (lipotei¢na kiselina,
topivi peptidoglikani i muramilpeptidi, fragmenti stijenke bakterija...) (292). Najbolji primjer
tkiva koje je konstantno u doticaju s niskim razinama LPS je epitel usta, zdrijela i pluca te se

tako drZi da su alveolarni makrofagi hiposenzitivni na utjecaj LPS (98). Takoder, 1 Zlijezde
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slinovnice konstantno luce receptor CD14 u slinu kao imunosni odgovor na prisutnost LPS

(293).

lIako je ve¢ prije utvrdena njegova uloga kod sistemskih bolesti (293), funkcija sCD14
u slini jo§ uvijek nije u potpunosti razjas$njena, ali se smatra da je upravo taj receptor vazan za
ocuvanje oralnoga zdravlja (27). Jedni autori smatraju da je pad koncentracije sCD14 u slini
upravo rezultat prisutnosti karijesa, kao njegove preventivne uloge u nastanku karijesa (293),
dok drugi smatraju da je njegova povecana koncentracija odgovor imunosnoga sustava na

prisutnost karijesa (133).

Rezultati ovoga istrazivanja pokazuju da je srednji ili nizak puferski kapacitet
stimulirane sline statisticki znacajan prediktor pojave karijesa. Takoder, rezultati ovoga rada
pokazuju da je i povecana koncentracija sCD14 u nestimuliranoj slini prediktor pojave karijesa.
S obzirom na to da nemaju svi ispitanici eksperimentalnih skupina srednji ili nizak puferski
kapacitet (njih 53,3 %), a ipak imaju karijes, drzimo da puferski kapacitet sline nije pouzdan
biljeg za pojavu karijesa. Stoga se provodila daljnja analiza pouzdanosti predikcije sCD14 u
nestimuliranoj slini. Prema tim mjerenjima se konstruirala ROC krivulja (engl. Receiver
operating characteristic) kako bi odredili prediktivnu to¢nost receptora sCD14 u slini kao
potencijalnoga biljega za prisutnost karijesa. Ona nam je posluzila za odredivanje osjetljivosti
1 specificnosti sCD14 u slini za dijagnozu karijesa u optimalnom omjeru. To¢nost predikcije je
iznosila 0,70 i pokazala se statisticki znac¢ajnom (p = 0,002). Daljnjom analizom odredena je
ukupna to¢nost odredivanja osoba prema koncentraciji sSCD14 u nestimuliranoj slini na one s
karijesom i one bez te je ta tocnost iznosila ukupno 65 %. Rezultati ovoga rada pokazali su da
je koncentracija sCD14 > 182,9 (indikativna koncentracija) preko 1,5 puta vjerojatnija kod
ispitanika s karijesom, nego kod ispitanika bez karijesa. Prema rezultatima ovoga istrazivanja

mozemo zakljuciti da bi salivarni sCD14 mogao biti potencijalni biljeg za karijes.

Klinicka primjena odredivanja koncentracije sCD14 kao potencijalnoga biljega i
prediktora upale kod karijesa trebala bi se dalje ispitati. Osobitu pozornost treba usmjeriti na

uzorkovanje sline, tj. na predanaliticki dio obrade uzorka sline.
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5.5. Ograni¢enja istraZivanja

Ovo istrazivanje ima nekoliko ogranicenja. Premda je velic¢ina uzorka od 30 mjerenja
generalno prihvac¢ena kao mali uzorak i primjenjuje se kod biomedicinskih istrazivanja (294),
drzimo da bi ve¢i uzorak dao preciznije rezultate mjerenja s obzirom na varijacije u produkeciji
sline tijekom vremena, a kod istoga ispitanika (50). Podatci za pH-vrijednosti nestimulirane
sline nisu prikupljeni za preko polovice sudionika svake skupine sudionika budu¢i da koli¢ina
sline nije bila dovoljna za njegovo odredivanje. Zbog toga ova varijabla nije mogla biti
razmatrana u multivarijantnom prediktivnom modelu. Medutim, pH-vrijednost nestimulirane
kao ni stimulirane sline nije bila statisti¢ki znac¢ajno povezana s koncentracijom sCD14 ni s
pojavom karijesa, stoga, pod pretpostavkom da vrijednosti koje nisu izmjerene nisu povezane
niti s jednom za ishod vaznom varijablom, rezultati provedenoga istrazivanja ovime nisu u
vecoj mjeri naruseni. Jo§ jedan potencijalni nedostatak odnosi se na ¢injenicu da su uzorci sline
zamrznuti prije analize pH-vrijednosti, Sto je moglo utjecati na izmjerene pH-vrijednosti.
Medutim, na dodatnom uzorku sline koji smo analizirali kod ukupno 30 ispitanika utvrdeno je
da se pH-vrijednosti sline izmjerene razli¢itim metodama medusobno statisticki znacajno ne
razlikuju, a pH-vrijednosti izmjerene razli¢itim metodama u pojedinoj skupini ispitanika
usporedene su Friedmanovim testom te izmedu pH-vrijednosti dobivenih trima mjerama nije
utvrdena statisticki znacajna razlika ni u skupini ispitanika bez karijesa (y== 0,17; ss =2; p =
0,920), ni u skupini ispitanika s karijesom (%~ = 0,98; ss = 2; p = 0,614). Stoga ovime valjanost

dobivenih zakljucaka nije naruSena u vecoj mjeri.

Poznato je da cirkardijalni ritam utjeCe na sekreciju sline i na koncentraciju nekih
njezinih komponenti (295). U ovom radu nismo istraZili dnevne varijacije koncentracije sCD14
u uzorcima sline (primjerice, uzorak sline prikupljen ujutro i poslijepodne). Medutim, pokusali
smo ipak izbjeci utjecaj doba dana na mjerenja, prikupljaju¢i uzorke sline svim ispitanicima u
isto vrijeme, ujutro (9 — 11 sati).

Drzimo da bi pracenje istih ispitanika nakon sanacije karijesa i shodno tomu ponovna
mjerenja koncentracije receptora sCD14 u slini takoder dao bolji uvid u ,,ponaSanje ovoga

receptora na prisutnost / odsutnost karijesa, s obzirom na pad ili porast koncentracije i brzinu

promjena tih koncentracija.
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Nasuprot tomu, ELISA metoda je pouzdana metoda za odredivanje koncentracije
sCD14 u slini, ali je njezin nedostatak relativno visoka cijena komercijalnoga testa,

kvalificirano osoblje za izvodenje testa te potrebna laboratorijska oprema.
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6.

ZAKLJUCCI

Iz ovoga istrazivanja mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

. Medijan koncentracije sCD14 (ng/mL) u nestimuliranoj slini je statisticki znacajno

vedi (p = 0,007) kod ispitanika s karijesom (medijan E1 = 198,0 1 E2 =210,9), nego
kod ispitanika bez karijesa (178,4).

. Prevalencija karijesa i koncentracija sCD14 pokazale su pozitivnu korelaciju,

odnosno s ve¢im brojem karijesa, rasla je i koncentracija sCD14 u slini.

Osjetljivost receptora sCD 14 u nestimuliranoj slini za prepoznavanje karijesa iznosi
68 %, dok specificnost iznosi 57 % te su obje mjere u optimalnom omjeru pri
koncentraciji sCD14 od 182,9. Prediktivna vrijednost koncentracije sCD14 u
nestimuliranoj slini (povrSina ispod ROC krivulje = 0,70) za pojavu karijesa bila je
statisticki znacajna (p = 0,002). Ispitanici s koncentracijom sCD14 u nestimuliranoj
slini > 182,9 imaju preko pet puta vece izglede za pojavu karijesa, u odnosu na

ispitanike ¢ija je koncentracija manja.

. Ukupna to¢nost, odnosno mogucnost klasifikacije ispitanika na one s karijesom i

one bez karijesa prema koncentraciji sSCD14 u nestimuliranoj slini, iznosi 65 %.

. Ispitanici s karijjesom (E1 1 E2 skupina) imali su znacajno manji protok

nestimulirane / stimulirane sline od kontrole. Hiposalivacija je utvrdena samo kod

osoba s karijesom.

. Ispitanici sa srednjim (pH 4.5 — 5.5) ili niskim (pH < 4.5) puferskim kapacitetom

imaju preko Cetiri puta vece izglede za pojavu karijesa u odnosu na ispitanike s

visokim puferskim kapacitetom (pH > 5.5).

. Koncentracija sCD14 u nestimuliranoj slini i puferski kapacitet stimulirane sline

statisticki su znacajni prediktori pojave karijesa (p < 0,001).

. Ispitanici E2 skupine, koji imaju karijes lokaliziran u postkaninom podrucju, imaju

statisticki znacajno vecu koncentraciju receptora sCD14 u nestimuliranoj slini (p =

0,003) u odnosu na ispitanike kontrolne skupine, nego ispitanici E1 skupine.
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9. Nisu utvrdene statisticki znafajne povezanosti izmedu koncentracije receptora
sCD14 u nestimuliranoj slini i jacine demineralizacije karijesnih promjena

izmjerene DDPen uredajem na razlicitim lokalizacijama u zubalu.
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8. ZIVOTOPIS AUTORA S POPISOM OBJAVLJENIH RADOVA

Nives Protrka rodena je 04. lipnja 1979. godine u Zagrebu. Nakon zavrSene osnovne
Skole upisuje se na Zdravstveno uciliSte — smjer zubotehnicar, gdje sudjeluje na drzavnim
natjecanjima 1 osvaja prve nagrade. Usporedno pohada i1 srednju glazbenu Skolu s kojom

sudjeluje na brojnim drzavnim i medunarodnim natjecanjima.

Godine 1998. upisuje se na Medicinski fakultet SveuciliSta u Rijeci — smjer
Stomatologija, a 1999. godine prebacuje se na Stomatoloski fakultet Sveucilista u Zagrebu te
2001. godine prima Drzavnu stipendiju. Diplomirala je 2004. godine, a 2005. godine polozila

struéni ispit.

Otvorila je 2009. godine privatnu polivalentnu stomatoloSku ordinaciju u Zagrebu.
Radom u ordinaciji stjeCe iskustvo u praksi u svim granama stomatologije te s pacijentima svih
dobnih struktura. Redovito se educira na domacim 1 stranim struénim 1 znanstvenim
kongresima. Stru¢no se usavrSava na raznim radnim tecajevima, a posebice u polju
endodoncije, stomatologke protetike, estetske stomatologije i implantologije. Clan je Hrvatske

stomatoloske komore i Hrvatskoga lijecni¢kog zbora.

Magistrirala je 2010. godine pri Stomatoloskom fakultetu u Zagrebu. Rad je bio dio
projekta MZOS broj 065-0650444-0418, , Eksperimentalna i klini¢ka endodoncija®. Od tada se
bavi 1 znanstveno-istrazivaCkim radom te objavljuje clanke. Dalje se wupisuje na
Poslijediplomski studij za stjecanje akademskoga stupnja doktora znanosti pri StomatoloSkome

fakultetu SveuciliSta u Zagrebu.

Rad pod nazivom ,,Salivary sCD14 as a potential biomarker of dental caries activity in

adults* proistekao je iz istrazivanja prikazanog u ovom doktorskom radu.
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Objavljeni radovi:
1. Prester LJ, Protrka N, Macan J, Katunari¢ M. Salivary sCD14 as a potential
biomarker of dental caries activity in adults. Arh Hig Rada Toksikol 2017:68:315-

321. Q4
2. Protrka N, Katunari¢ M, Filipovi¢ I, Verzak 7. Caries prevalence in heroin addicts.

Acta Clin Croat 2013:52:436-443. Q3
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PRILOZI

Prilog 1

ANONIMNI ANKETNI LISTIC ZA ISPITANIKE

Molim Vas da odgovorite na sva pitanja.

Odgovarajte tako da zaokruZite broj pokraj odgovora koji Zelite dati ili upiSete
odgovor na praznu crtu gdje je to potrebno — CITKO I TISKANIM SLOVIMA.

Povjerljivost Vasih podataka je zaStiCena pa Vas molim da odgovarate iskreno.

1. Koliko imate godina? godina
2. ZaokruZite spol:

1. M

2.7

3. Koji ste stupanj Skolovanja posljednji zavrsili? = JEDAN ODGOVOR
1 — nezavrSena osnovna $kola

2 — zavrSena osnovna

3 — zavrsena srednja strucna Skola ili gimnazija

4 — zavrSena visa Skola ili fakultet, akademija, visoka Skola

5 — zavrSen magisterij ili doktorat

X — he znate

4. Oznacite ili upiSite sve bolesti od kojih bolujete?

0 — ne bolujem od kroni¢nih bolesti

1 — gastroezofagealna refluksna bolest (GERB)

2 — hijatus hernia

3 — poremecaji hranjenja (anorexia nervosa, bulimia nervosa)

4 — alergije (kozne, diSne, hrana...)
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5 — kroni¢ne upale (sinusa, grla, probavnoga sustava i sl.)
6 — tuberkuloza
7 —urodene mane

X — ne znate

5. UpiSite sve lijekove koje povremeno uzimate?
0 — nikada ne uzimam lijekove

1 — uzimam, upisite koje:

X — nhe znate

6. Jeste li unazad 2 tjedna bili prehladeni ili ste bolovali od bilo kakve
prehlade:

0—ne

koje:

koje:

1 — da, upisite

X- ne znate
7. Jeste li unazad 2 tjedna uzimali antibiotske ili protuupalne lijekove:
0 —ne

1 — da, upisite

X — nhe znate

8. Jeste li ikada pusili cigarete?
0 — ne, nikada
1 — da, ali prestali ste pusiti prije barem 6 mjeseci

2 —da, jos$ uvijek pusite

9. Koliko cigareta popusSite ili ste pusili dnevno?

0 — nikada niste pusili cigarete

1- cigareta
X — nhe znate
10. Koliko cesto konzumirate sokove s niskim pH i gazirana pica:

0 — ne konzumiram sokove
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1 — jednom mjesecno ili rjede

2 — 2 — 3 puta tjedno

3 —svaki dan

4 — vise puta dnevno

X — ne znate

11. Koliko ¢esto konzumirate slatkiSe ili slatku hranu:
0 — ne konzumiram slatku hranu niti slatkiSe

1 — jednom mjesecno ili rjede

2 — 2 — 3 puta tjedno

3 — svaki dan

4 — viSe puta dnevno

X — ne znate

12. Jeste li unazad 3 mjeseca popravljali ili vadili zub?
0—ne

1 —da

X — ne znate

Odgovorite koliko ¢esto osjecate svaku od navedenih pojava:

Nekoliko ldo2puta | 1do2 do 2
Vise puta
Nikada puta mjeseno | puta puta
dnevno
godiSnje ili rjede tjedno dnevno
13, Osjeéaj 0 ! 2 3 >
14. Osjecaj suhoée 0 1 2 3 3
15. Povracdanje v ! 2 > >
16. Krvarenje 0 1 2 3 3

ZAHVALJUJEMO NA SURADNJI!

Datum: Pregledao:
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Prilog 2
TESTNA LISTA Listié¢ br:

DMFT

DMFS
18 17 16 15 14 13 12 11 21 22 23 24 25 26 27 28
48 47 46 45 44 13 42 41 31 32 33 34 35 36 37 38

TWI

Koli¢ina nestimulirane sline: Koli¢ina stimulirane sline:

pH nestimulirane sline: pH stimulirane sline:

Rezultat:
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