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1 UvOD

Endodontske okuzbe povzrocajo obvezno in fakultativno anaerobni mikroorganizmi, ki so
del normalne mikrobne flore ustne votline. Cilj zdravljenja tovrstnih okuzb je odstranitev
bakterij in njihovih produktov iz koreninskega sistema zoba. Zdravljenje temelji predvsem
na mehanskem odstranjevanju nekroticnega tkiva in bakterij pritrjenih na steno
koreninskega kanala. Za ucinkovito sterilizacijo kanala se uporabljajo Se endodontski
iriganti. Ve¢ kot 80 let je v uporabi kalcijev hidroksid [Ca(OH),], ki deluje protimikrobno
ter kot fizi¢na prepreka preprecuje dostop hranil in ponovno okuzbo koreninskega kanala
(Vianna in sod., 2005). Ca(OH), velja za skoraj idealni endodontski irigant, njegova
pomanjkljivost je le spremenljiv pH. OdpornejSe bakterijske vrste, kot Enterococcus
faecalis, lahko ob znizanju pH prezivijo (Podbielski in sod., 2000). Uporabljajo se tudi
alternativni endodontski iriganti, kot so natrijev hipoklorit, klorheksidin diglukonat idr.
Slednji se je izkazal kot ustrezen zaradi protimikrobnega delovanja in sposobnosti
adsorpcije na trdna zobna tkiva (Dametto in sod., 2005). Ugotovili so, da sta za neuspesno
endodontsko zdravljenje najveckrat odgovorna E. faecalis in Candida albicans.

Z razvojem t. i. fotodinamskega zdravljenja zelijo skrajSati Cas, potreben za sterilizacijo
koreninskega kanala in s tem pospeSiti zdravljenje. Tovrstno zdravljenje temelji na
obsevanju z laserjem ob dodatku fotosenzoricnega barvila (toluidinsko modrilo)

(Wainwright, 1998).

1.1 NAMEN IN DELOVNA HIPOTEZA

V diplomski nalogi smo in vitro primerjali protimikrobni u¢inek laserja HELBO®
TheraLite Laser (HELBO Photodynamic Systems, Grieskirchen, Avstrija), 0,5 %
klorheksidin diglukonata in kalcijevega hidroksida na bakterijo E. faecalis ATCC 29212 in
glivo C. albicans ATCC 90028.

Pri¢akovali smo, da bo protimikrobni ucinek laserja primerljiv z u¢inkom klorheksidina in
kalcijevega hidroksida. Predvidevali smo tudi, da bo protimikrobni ucinek laserja na C.

albicans slabsi kot na E. faecalis.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 NORMALNA MIKROBNA FLORA V USTIH

Ustna votlina otroka je ob porodu sterilna. Mikroorganizmi se v ustih novorojencka
naselijo pri prehodu skozi porodni kanal matere, kasneje pa jih dobi z mlekom, vodo,
hrano in slino. Nekaj ur po rojstvu so v ustih Ze prisotne bakterije Escherichia coli,
Staphylococcus epidermidis, Corynebacterium spp., Lactobacillus spp., Neisseria spp.,
Streptococcus salivarius, in glive Candida spp.. V prvem letu zivljenja prevladujejo v ustih
streptokoki, predvsem S. salivarius, manj Steviléni pa so S. epidermidis, Neisseria spp. in
Veillonella spp. Ob izrastu prvih zob se naselita na trdih povrsinah Streptococcus sanguis
in Streptococcus mutans ter Actinomyces spp., Lactobacillus spp., Rothia dentocariosa in
Capnocytophaga spp., medtem ko je striktnih anaerobov malo, ker ni globokih
parodontalnih Zepov. Med odrascanjem, ko zrastejo stalni zobje in se gingivalni sulkusi
poglobijo, je anaerobnih bakterijskih vrst ve¢, vendar manj kot 1 % celokupnega Stevila
mikroorganizmov. To so Peptostreptococcus spp., Porphyromonas spp., Fusobacterium
spp., Prevotella spp., Treponema spp., in Campylobacter spp. in druge. V starosti, pri
brezzobih ustih, ustna flora postane podobna dojenckovi, razen v primeru zobne proteze,

ko sta prisotna S. mutans in S. sanguis (Dragas, 1996).

V ustih zdravega odraslega je vsaj 300 vrst mikroorganizmov, ki predstavljajo stalno ustno
floro in so v stabilnem odnosu z gostiteljem. S hrano, vodo in dotikom vstopajo v usta
mikroorganizmi, ki se tam zadrzijo le zacasno ali prehodno (zacasna ali prehodna flora),

najvec nekaj ur, dokler jih ne unicijo antagonisti v ustih ali jih pogoltnemo s slino.

Nadomestna flora je pojav, ko bakterije ali glive, ki so v ustih v koli€¢ini manj kot 1 %,
naselijo skoraj vsa podro¢ja. To se zgodi zaradi uni¢enja antagonistov normalne flore pri
imunokompromitiranih  ljudeh ali pri bolnikih, ki prejemajo velike koli¢ine
Sirokospektralnih antibiotikov. Najveckrat se razrasejo Enterobacteriaceae, Pseudomonas

aeruginosa in glive rodu Candida.
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2.2 ZOBNA GNILOBA

V ustni votlini s stalno temperaturo med 35°C in 36°C, visoko vlaznostjo in obilico
razli¢nih hranil so idealni pogoji za rast in razmnozevanje mikroorganizmov. Okolje je v
ustih zelo raznovrstno. Prisotne so mehke (mukozne membrane) in trde povrSine (povrSina
zob), podrocja bogata s kisikom in brez njega, podroc¢ja z velikim pretokom sline in tista
kjer pretoka skoraj ni ter podrocja, kjer je prisotno neprestano trenje (Nolte, 1982).
Mikroorganizmi v tem raznovrstnem ekosistemu, pod vplivom selekcije, naselijo sebi
najustreznejSo ekolosko niso (stalna mikroflora ust). Na povrSini zob se bakterije nahajajo
v zobnih oblogah, ki predstavljajo nemineralizirano lepljivo Zelatinasto substanco. Zobne
obloge v 90 % predstavljajo mikroorganizmi, ostalo je organski matriks sestavljen iz

beljakovin sline in zunajceli¢nih polisaharidov mikrobnega izvora (Nolte, 1982).

Nastanek zobnih oblog je vecstopenjski, pri ¢emer vsaka zaporedna stopnja pogojuje
naslednjo (Pavli¢, 1998). Na cCisti zobni povrSini se najprej tvori pridobljena skleninska
kozica, sestavljena iz slinskih glikoproteinov, ki se veZejo na kalcij v sklenini. Pridobljeno
skleninsko koZzico sestavljata dva sloja. Tanek redkejsi sloj (kutikula) pokriva neposredno
povrsino zoba, debelejsi in gostejsi sloj nad njim, pa tvori pelikulo. Pelikula je naravna
pregrada, debeline 1 do 15 pm, odporna proti mehanskim silam, ki kislinam preprecuje

dostop do povrsine zob. Pridobljena skleninska koZica je brez mikroorganizmov.

Bakterije se redko adsorbirajo na Cisto sklenino, dolocene pa imajo sposobnost vezave na
pelikulo. Med temi prevladujejo streptokoki, v zacetku S. sanguis, kasneje S. mutans. Ti se
namnozijo in tvorijo na zobni povrsino stolpice bakterijskih slojev. Vezejo se tudi nekateri
po Gramu pozitivni bacili (Actinomyces spp.) ter v manjsi koli¢ini po Gramu negativni
koki (Veillonella spp. in Neisseria spp.) in nitaste bakterije (Leptotrichia buccalis)
(Dragas, 1996).

V mladi zobni oblogi $e prevladujejo streptokoki, kasneje je vec nitastih oblik, ki se v stari
oblogi namnozijo. Nitasto razvejani bacili Actinomyces spp. se z enim koncem pricvrstijo

na povrsSino zoba, drugi pa je prost. Nanj se vezejo koki, predvsem streptokoki, kasneje
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tudi Veillonella spp. in tvorijo strukturo podobno koruznemu storzu (Dragas, 1996; Pavlic,
1998). Streptokoki in aktinomicete izkori$€ajo kisik in zmanjSujejo redoks potencial, kar
omogoca naselitev anaerobnih bakterijskih vrst. Razmnozijo se sekundarne bakterijske
vrste, ki se prehranjujejo z metabolnimi produkti primarnih bakterij. Streptokoki na primer,
omogocijo s presnovo glukoze v mlecno kislino naselitev po Gramu negativnim
anaerobnim kokom Veillonella spp., ki so sposobne presnove mlec¢ne kisline, ne pa

glukoze (Dragas, 1996; Pavli¢, 1998).

V zrelih zobnih oblogah je kvantitativna in kvalitativna uravnoteZenost. Stevilo
bakterijskih celic v zobnih oblogah naras¢a predvsem zaradi deljenja celic, manj zaradi
nalaganja. Avtorji primerjajo tako izgrajene zobne obloge z ekolosko niSo ali s tkivom — s
celicami, zunajcelicnim matriksom in lastno tekoc¢ino (Pavli¢, 1998). Strukturni material,
potreben za rast, dobijo bakterije z lizo odmrlih celic. Aerobi se v starej$ih zobnih oblogah
nahajajo v povrsinskih plasteh, prevladujejo Se vedno streptokoki. Anaerobi pa so skladno
s porabo kisika v globljih plasteh, predvsem anaerobna Peptostreptococcus intermedius in
Peptostreptococcus anaerobius (Nolte, 1982). Namnozijo se na kisline odporne in kisline
proizvajajo¢e bakterije: Actinomyces spp., Streptococcus spp., Lactobacillus spp.,
Neisseria spp., Bifidobacterium spp., Clostridium spp., Veillonella spp., Eubacterium spp.,
Propionibacterium spp. Predvsem S. mutans in Lactobacillus spp. so sposobne moc¢no

znizati pH vrednost v zobnih oblogah (Pavli¢, 1998).

Kadar se bakterije v zobnih oblogah namnozijo v taki koli¢ini, da pride do spremembe
odnosov in se organizem ni ve¢ sposoben braniti, se razvije zobna gniloba. Gre torej za
endogeno kroni¢no bakterijsko bolezen, kjer sodelujejo oportunisti¢ne bakterije normalne
ustne flore. Pri nastanku zobne gnilobe sodelujejo gostitelj (¢lovek, s svojim imunskim
odzivom in prehranjevalnimi navadami), mikroorganizmi (ustne bakterije) in substrat
(sladkor-saharoza) (DragaS, 1996). Skupni vpliv vseh treh dejavnikov povzro€i

demineralizacijo zobne sklenine in zobovine.

Lastnosti kariogenih bakterij so sposobnost tvoriti kisline, toleranca na kisline in nizek pH
ter tvorjenje netopnih polisaharidov. Vecina ustnih bakterij dobiva energijo z razgradnjo

sladkorjev (Dragas, 1996). Polisaharidne polimere (npr. Skrob) razgradijo z encimom
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amilazo, bakterijsko ali iz sline, do osnovnih enot. Disaharidi in monosaharidi, ki se
prenesejo v bakterijsko celico, so substrat za glikolizo, najveckrat anaerobno fermentacijo
do mlec¢ne kisline. Z uzivanjem enostavnih sladkorjev, kot je saharoza, je razgradnja do
mle¢ne kisline veliko hitrejSa in ugodnejSa. Kisline znizujejo pH (5,5 — 4,0),
acidotolerantne bakterije (ustni streptokoki in laktobacili) se namnoZzijo. Vse skupaj pa
omogoca izstopanje kalcija in demineralizacijo sklenine in dentina, s tem pa okvaro zobne

povrsine, ki varuje zob pred vdorom bakterij.

Ustni streptokoki so homofermentativni, mle¢na kislina je glavni kon¢ni produkt presnove.
Z encimi glukozil-transferazo (GTF) in fruktozil-transferazo (FTF) izgrajujejo
polisaharidne polimere-glukan (dekstran) in fruktan (levan) (Dragas, 1996). Glukani so
osnova za zlepljanje bakterij v zobni oblogi. Njihova vezava na pridobljeno skleninsko
kozico omogoci vezavo doloCenih bakterij. Razlikujemo vodotopni glukan-dekstran, ki ga
razgradijo dekstranaza in ustne bakterije ter v vodi netopni glukan-mutan, ki ga tvori S.

mutans. Mutan je nerazgradljiv.

2.3 ZGRADBA IN VLOGA ZOBNE PULPE

Zobna pulpa je specializirano rahlo vezivno tkivo, ki izpolnjuje pulpno votlino in je obdana
z dentinom. Zobna pulpa ima oblikovno, prehranjevalno, cutilno in obrambno nalogo
zobnega organa (GaSperSi¢ in Jan, 2003). NajpomembnejSe celice zobne pulpe so
odontoblasti, ki izdelajo skoraj vse organske sestavine za dentin. Glavni izdelek je kolagen
I, ki se oblikuje v vlakna in mreze v predentinu. Odontoblasti so oblikovno in dejavno
polarizirane celice, razvr§¢ene v vrste, med seboj povezane s Stevilnimi tesnimi
medceli¢nimi stiki. Na ta nacin delujejo kot morfoloSka in funkcionalna celota.
Odontoblastna vrsta se nahaja na periferiji pulpe. Vsak odontoblast ima Tomesov
podaljSek v svojem dentinskem kanalu, po katerem potujejo v smeri dentinske povrSine
surovine za pretubularni dentin, v smeri zobne pulpe pa tkivni presnovki. Dentinska limfa
je vzporedna pot. O pomenu prehranjevalne vloge zobne pulpe za sklenino sklepamo
posredno po velikih spremembah sklenine, ko zobna pulpa propade (GaSperSi¢ in Jan,

2003).
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Dentin in zobna pulpa sta endodoncij. Pulpno votlino sestavljata pulpni prekat in
koreninski kanal, ki sta skozi apikalni foramen povezana s pozobnico in organizmom.
Vsaka korenina ima poleg glavnega kanala Se manjSe dodatne in stranske medkoreninske
kanale, ki jih imenujemo tudi pulpoperiodontalne komunikacije. Glavni koreninski kanal
se pogosto deli v dva manjsa, prisotne pa so Se drobnejse in tudi slepe cevke z vmesnimi
povezovalnimi kanal€ki, ki tvorijo kanalski sistem korenine. Morfologija kanalskega
sistema se z leti spreminja (sekundarni dentin, mineralizirane tvorbe v pulpi, razjede

dentinske stene).

Odontoblastne plasti se dotika s celicami revna plast ali necelicna plast (Weilova cona),
proti pulpni sredini sledi s celicami bogata plast (Hohlova cona). Ti dve plasti sta prisotni
le v kronskem delu zobne pulpe. Cetrta plast je najobseznej$a- srednji del pulpe, rahlo
vezivo, kjer prevladujejo zvezdasti fibroblasti. Fibroblasti so poleg strukturne funkcije
odgovorni za tvorbo in preoblikovanje kolagena. V pulpni sredini najdemo Se inaktivne
multipotentne mezenhimske celice (mati¢ne celice odontoblastov) ter fibrocite, ki

najverjetneje vzdrzujejo kolagenska vlakna.

Zobna pulpa je dobro prekrvavljena. Skozi apikalno odprtino korenine vstopata ena ali dve
arteriji in izstopa navadno ve¢ ven. Velike arterije in vene so v sredini zobne pulpe,
kapilare najdemo predvsem v povrSinskih plasteh. Kapilare segajo med odontoblaste do
predentina. V zobni pulpi so prisotne tudi limfne zile, ki se za¢enjajo kot slepe odprtine.
Intersticijska tekocCina se z limfo vraca v krvni obtok, kar je pomembno za uravnavanje

pulpnega tlaka in odvajanje strupenih snovi (Gaspersic€ in Jan, 2003).

Zobna pulpa je tudi zelo oZivéena. V vsako korenino vstopa zobni zivec, ki se mocno
razveja v pulpnem prekatu, predvsem ob odontoblastih- podontoblastni Zivéni pletez.

Prosti zivéni konci¢i imajo vlogo receptorjev, s katerimi zaznamo bole¢ino ne glede na

vrsto drazljaja.
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2.4 OKUZBE ZOBNE PULPE IN PERIAPIKALNEGA TKIVA

Sklenina in dentin, kot trdna fizioloska pregrada, varujeta zobno pulpo pred skodljivimi
zunanjimi iritanti- raztopinami, hitrimi temperaturnimi spremembami in mikroorganizmi.
Vitalno tkivo dentina je odporno proti bakterijski okuzbi, tako da v pulpi in periapikalnem
tkivu normalno ni bakterij, vse do poznega stadija zobne gnilobe. Sele spremembe v
dentinskih tubulih, zaradi demineralizacije dentina, omogocajo rast mikroorganizmov v
dentinu in vdor skozi tubule v zobno pulpo. Najpogostejsa je torej okuzba zobne pulpe z
bakterijami, ki se S$irijo skozi sklenino in dentin iz karioznih sprememb. Bakterije in
njihovi izlocki pa lahko v zobno pulpo vstopajo tudi skozi odprtine povezane s
parodontalnimi Zepi (pulpoperiodontalne komunikacije). Ostali etioloski dejavniki
kontaminacije zobne pulpe so Se travmati¢ne poskodbe zoba, zobozdravstveni in operativni

posegi na zobu ter hematogena okuzba pri bakteriemiji in sepsi (Dragas, 1996).

Domnevajo, da kljub prisotnosti bakterij v dentinskih tubulih ob karioznih lezijah pulpa, ¢e
je vitalna, ne bo postala okuzena (Tronstad, 2003). Vnetje pulpe najprej sprozijo
bakterijski produkti, neposredno citotoksicno ali posredno preko antigenov. Bakterije
vstopajo v pulpno votlino Sele, ko je le-ta ze mocno poskodovana, lokalno nekroti¢na.
Mikroorganizmi, ki povzrocijo vnetje zobne pulpe so najveckrat nizkovirulentni, vendar
imajo razli¢ne virulen¢ne faktorje, kot so endotoksin, teihoi¢na kislina, peptidoglikani,
kolagenaza, fibrinolizin, proteaza, hialuronidaza, ki sodelujejo pri unicevanju tkiva pulpe
(Dragas, 1996). Invazivnost bakterij je torej pomemben faktor virulence. Toksi¢ni za pulpo
so tudi produkti bakterijske presnove, kot so amoniak, zveplovodik, organske kisline in

toksi¢ni amini.

Vezivno tkivo zobne pulpe odreagira na iritante z lokalnim vnetjem- pulpitis. Zacetek
vnetja je lahko akuten, z boleCinami na toplotne spremembe in dotik. Pri akutnem vnetju
prevladujejo v gnoju nevtrofilni levkociti (nevtrofilci), vezivo, fibroblasti in fibrinske niti.
Zacetek vnetja je pogosto primarno kroni¢en, v zobni pulpi prevladujejo limfociti in

plazmatke (Dragas, 1996).
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Zacetni fazi vnetja sledi lokalno povisanje tlaka v vnetnem podro¢ju pulpe, poviSana
kapilarna permeabilnost ter poviSan pretok krvi in limfe, tudi v vitalnih neprizadetih delih
pulpe. Nevtrofilci vstopajo v vneto podrocje s kemotakso, kjer delujejo kot fagociti.
Pravocasna oskrba zobne pulpe in odstranitev bakterij, omogoca vrnitev pulpe v prvotno
stanje. Ce na tej stopnji ne ukrepamo, pride do kroni¢nega vnetja in nepovratne nekroze
tkiva. Pri kroni¢nem vnetju pride do agregacije limfocitov T in limfocitov B, makrofagov
in plazmatskih celic. Nastale imunske komplekse (antigen-protitelo) fagocitirajo predvsem
makrofagi. Limfociti in makrofagi imajo s produkcijo citokinov in citotoksi¢no
aktivnostjo, dodaten destruktiven ucinek na pulpno tkivo. Temu sledi kamotaksa

nevtrofilcev (Tronstad, 2003).

Ko je pulpna votlina Se zaprta in je zob vitalen, prodrejo skozi dentin predvsem ustni
streptokoki, kot najznacilnejSi povzrocitelji kariesa, ter laktobacili, aktinomicete, kozni
stafilokoki, korinebakterije in enterokoki. V nekroti¢ni pulpi nevitalnega zoba se pojavijo
anaerobi, ki predstavljajo 60 % vseh bakterij, predvsem Porphyromonas endodontalis,
Prevotella oralis, Fusobacterium spp., Eubacterium spp., Peptostreptococcus spp. ter
fakultativni anaerobi kot so Enterococcus spp., Staphylococcus spp., enterobakterije in
glive Candida spp.. Kot posledica globokih okvar parodontalnega tkiva, prodrejo tudi
bakterije iz parodontalnih Zepov, npr. Campylobacter spp. in Treponema spp. Skupno
Stevilo Zivih mikroorganizmov v vneti zobni pulpi je 10° do 10° CFU/g (ang. colony

forming units) (Dragas, 1996).

Kot rec¢eno lahko pulpitis nastopi tudi ob odsotnosti bakterij v zobni pulpi, na drugi strani
pa lahko opazimo pojav napredovanega kariesa dentina, brez vnetja pulpe (Tronstad,
2003). Eden od razlogov navideznega paradoksa je, da produkti iz karioznih lezij
stimulirajo pulpno tkivo k produkciji intratubularnega dentina, kar povzroc¢i sklerozo
dentinskih tubulov na periferiji med pulpo in poskodovanim primarnim dentinom.
Intratubularne obloge sestavljajo manjsi hidroksiapatitni kristali, identi¢ni tistim, ki jih
opazimo pri starostnih spremembah dentina. Na periferiji pa se pojavljajo Se dodatne
mineralizirane obloge, ki so posledica pasivne precipitacije mineralov. Skleroticna
podro¢ja dentina predstavljajo zaCasno bariero pred vdorom iritantov iz karioznih

dentinskih lezij v pulpo. Zdravljenje je Se vedno potrebno.
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Brez ustreznega zdravljenja, se vnetje iz koreninskih kanalov Siri v periapikalno tkivo, kjer
nastane akutno ali kroni¢no periapikalno vnetje, ki je lahko lokalno (lokalizirani apikalni
parodontitis) ali pa se $iri. Te oblike vnetja se razvijejo kot posledica gostiteljeve zascite. V
imunskem odzivu sodelujejo dejavniki humoralne in celi¢ne imunosti ter reakcije takojSnje

in pozne preobcutljivosti.

V kroni¢nem apikalnem parodontitisu (KAP) potekata razkroj in obnova so€asno, o
prevladi odlo¢ajo Skodljivi vplivi in obrambna sposobnost organizma (Gaspersic in sod.,
2000). Vnetni mediatorji imajo obrambno vlogo, a imajo tudi nezazelene stranske ucinke,
zlasti razgradnjo kosti in korenine. Vnetno tkivo nadomesc¢a resorbirano kost in korenino,

nastajajo nove Zile, fibroblasti in vezivna vlakna, kar je znak obnove.

Znanih je pet razli¢ic KAP (Gaspersic in sod., 2000): 1- granulom je najpogostejsa oblika,
najdemo limfocite, plazmatke, monocite, granulocite, mastocite ter imunoglobuline IgG,
IgM, IgA in IgE. 2- kroni¢ni apikalni absces s fistulacijo navzven (skozi periost, gingivo,
periodoncij ali koreninski kanal). 3- radikularna cista nastane, ¢e se epitelijske celice
zano razmnozevati in obdajo vnetni predel. Nastanek ciste spodbujajo razlicni rastni
dejavniki, npr. keratinocitni rastni dejavnik, ki ga izdelujejo fibroblasti ter endotoksin
Bacteroides spp., ki deluje bolj citotoksicno na mezenhimske celice kot na epitelijske in
tudi gutta-percha, polimer poliizoprena, ki se uporablja kot polnilo pri zaprtju
koreninskega kanala. 4- kondenzirajo€i osteitis je cezmerno nastajanje apikalne kosti
zaradi povecane osteoblasti¢ne dejavnosti, kar se kaze v veliki gostoti kosti. 5- apikalna
brazgotina je izid nepopolnega celjenja apikalnega vnetja, sestavljena iz veliko gostih
kolagenskih vlaken in fibroblastov, ki nadomestijo prvotno tkivo. Ta oblika ne zahteva

posega.

Pri periapikalnih infekcijah so ugotovili ve¢ kot 150 razlicnih vrst bakterij (Jevnikar in
Klemenc, 1999). Najpogosteje se pojavljajo fakultativni anaerobi (Streptococcus viridans
skupina in Streptococcus oralis skupina) in anaerobni streptokoki (Peptostreptococcus
spp.), sledijo enterokoki, propionibakterije, Veillonella spp., stafilokoki, korinebakterije, pa

tudi Escherichia coli, Candida spp. in razli¢ne anaerobne bakterije ( Dragas, 1996).
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Ce pulpalna ali periapikalna vnetja nepravilno zdravimo ali jih sploh ne zdravimo, se
vnetje razSiri v mehka in trdna tkiva. Nastanejo submandibularni ali sublingvalni,
submaksilarni ali parafaringealni abscesi, gnojni maksilarni sinusitis ter abscesi in celulitis
glave in vratu. Posledi¢no se lahko razvije osteomielitis spodnje Celjusti in gnojni

meningitis ter mozganski absces (Dragas, 1996).

2.5 ENDODONTIJA

Endodontija je del zobozdravstva, ki se ukvarja s profilakso, diagnostiko in zdravljenjem
bolezni zobne pulpe in pulpogenih parodontopatij (Vrbosek, 1995). Nacela endodontskega
zdravljenja so navidezno nespremenjena ze vrsto let, vendar se endodontska doktrina
neprestano razvija. Endodontsko zdravljenje zahteva urejeno in nacrtno delo, zato Ze

majhne novosti bistveno pripomorejo k boljsim rezultatom.

Endodontsko zdravljenje je danes trosejni poseg, pri katerem odmrlo in okuZeno pulpo
odstranijo iz pulpnega prekata in koreninskih kanalov, pulpno votlino mehansko in
kemi¢no razkuZijo ter v tretji seji neprepustno zaprejo. Stevilo sej se lahko poveéa ali

zmanjsa le izjemoma (Klemenc, 2005).

2.5.1 Prva seja endodontskega zdravljenja

Endodontsko zdravljenje se za¢ne s sploSno anamnezo, kjer se dolo¢i splosno zdravstveno
stanje bolnika in oceni rizicnost endodontskega posega za bolnika (bolniki s sistemskimi
boleznimi, imunokompromitirani bolniki itd.) in zobozdravstveno osebje (bolniki s
prenosljivimi infekcijskimi boleznimi). Sledi lokalna anamneza in lokalni oralni pregled,
pri kateri se oceni obstojeci zobozdravstveni problem. Z uporabo diagnosti¢nih postopkov
se ugotovi anatomske posebnosti zob, obcutljivost, majavost, vitaliteto. Obvezen je tudi
rentgenski posnetek prizadetega zoba, s pomocjo katerega se doloCi anatomske posebnosti,
obsezZnost obolenja in delovno dolzino. Na podlagi nastetega se postavi diagnozo obolenja

zoba, ki doloca potek zdravljenja in prognozo.
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Osrednji del prve seje endodontskega zdravljenja predstavlja poseg, imenovan

endodontski trias. Faze endodontskega triasa so (Klemenc, 2002a):

e izdelava dostopne kavitete
e mehansko-kemi¢na obdelava koreninskega kanala

e zaCasna neprepustna zapora pulpnega prostora

Black je ze pred sto leti postavil klasi¢na nacela o klasifikaciji in preparaciji kavitet, ki so
se deloma obdrzala do danes. Strokovnjaki so nekatera pravila spreminjali, da bi ohranili
¢imvec zdrave zobne substance (Vrbi¢, 1990). Kaviteta mora biti vseeno dovolj Siroka in
lijakasta, da omogoci dostop do pulpne komore in direkten pogled v vhode koreninskih

kanalov ter neovirano obdelavo (Klemenc, 2005). Sledi osusitev pulpne komore.

V drugi fazi se z mehansko-kemi¢no obdelavo odstrani ostanke pulpe in mrtvine iz
koreninskih kanalov. Mehansko ciS€enje in Sirjenje kanalov je lahko roc¢no, strojno ali
ultrazvoc¢no (Klemenc, 2005; Jevnikar in Klemenc, 1999). V zadnjem desetletju se je
najbolj uveljavila rocna stopenjska tehnika (step-back tehnika). Step-back tehnika je
klasi¢na tehnika, pri kateri se koreninski kanal Siri od apeksa proti kroni, stopnicasto.
Primerjava Hulsmann-a in sod. (1997), med posameznimi tehnikami Sirjenja koreninskih
kanalov, ni pokazala pomembnih razlik v u¢inkovitosti Sirjenja. Lev (1987, cit. po Jevnikar
in Klemenc, 1999) priporoca kot najbolj uporabno tehniko, po kateri so koreninski kanali

najbolj ocisceni, stopenjsko tehniko, ki ji sledi tri minutna ultrazvo¢na obdelava in

izpiranje z natrijevim hipokloritom (NaOCl).

Razvoj strojnih sistemov za Sirjenje koreninskih kanalov je mocno olajsal in skrajsal
naporno ter dolgotrajno ro¢no obdelavo, vendar ima tudi doloene pomanjkljivosti. Poleg
visoke nabavne cene imajo kratko funkcijsko Zivljenjsko dobo (2 minuti), hitro korozijo in
mehansko obrabo ostrine rezil. Vsaj dvakrat vecja kot pri rocnem delu, pa je tudi nevarnost
zloma. Konkurencen razvoj strojnih sistemov je omogocil Sele razvoj nikelj-titanovih (Ni-
Ti) zlitin v osemdesetih letih (Klemenc, 2002a). Prednost pred jeklenimi instrumenti jim

daje elasticnost, strukturne kristalografske spremembe dopus¢ajo obdelavo tudi pravokotno
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ukrivljenega koreninskega kanala, znacilna topa konica prepreCuje perforacijo korenine.

Novejsi modeli imajo tudi racunalnisko podporo in vgrajen sistem izpiranja z NaOCI.

Izpiranje koreninskih kanalov je sestavni del endodontskega triasa. Irigant izbora je 2,5 %
NaOCl, ki razkuzi koreninski kanal in topi organske snovi (Klemenc, 2003). Ker se v stiku
z organsko snovjo hitro inaktivira, mora biti izpiranje veckratno in ¢im daljSe (Klemenc,
2005). Mozni zapleti uporabe NaOCl so: draZenje ustne sluznice, preobcutljivostna
reakcija bolnika, nenamerna kanitev hipoklorita v oko, razbarvanje bolnikove obleke
(Klemenc, 2003). Za izpiranje so v uporabi tudi druge raztopine. Fizioloska raztopina ima
le mehanskosplakovalni u¢inek, uporablja se pri imunokompromitiranih in preobcutljivih
bolnikih. Etilendiamintetraocetna kislina (EDTA), ob stiku z dentinom veze kalcijeve ione
in mehca dentinsko tkivo. Razkuzevalni in mehanskosplakovalni u¢inek ima tudi 3 %

vodikov peroksid (H,0O,), ki ob stiku s tkivom sprosca atomarni kisik (Klemenc, 2003).

Izpiranju sledi vnos iriganta, s katerim se napolni koreninski kanal, vendar ne sme segati
preko apikalne odprtine, da ne povzroCi sterilnega vnetja ali nekrozo. Irigant izbora je

pasta kalcijevega hidroksida, hidroksilni ioni delujejo razkuzevalno.

Po vnosu iriganta sledi tretja faza endodontskega triasa, to je zaasna neprepustna zapora
zoba. Najprej se s pinceto ali sterilno vatno kroglico odstrani visek zdravila, nato se pulpni
prostor neprepustno zapre s sulfatnim cementom (Cavit, Fermit idr.), fosfatnim cementom
ali steklastim cementom. Zdravljen zob se pusti odprt le v izjemnih primerih, ko je v

okolici zoba gnoj, ki ga ni bilo mogoce odstraniti.

2.5.2 Druga seja endodontskega zdravljenja

Druga seja nastopi ¢ez 7-14 dni po koncani prvi seji. Po opravljenem klinicnem pregledu,

¢e ni posebnosti, se ponovijo postopki iz prve seje in zob se ponovno neprepustno zapre.

Tretja seja sledi ¢ez 7-14 dni.



13

Baranasic¢ P. Primerjava protimikrobnega uéinka laserja, klorheksidina in kalcijevega hidroksida na bakterijo E. faecalis in glivo C. albicans.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega studija mikrobiologije, 2007

2.5.3 Tretja seja endodontskega zdravljenja

V tretji seji se ponovi celotni postopek iz prvih dveh sej, tokrat se v koreninskem kanalu
naredi dokon¢na neprepustna zapora. Dokon¢na koreninska polnitev je lahko hladna ali
termoplasti¢na. Lastnosti dobrega polnilnega sredstva so (Klemenc, 2002b):

- preprosto vnasanje v kanal v poltrdem stanju in se nato strdi

- pecati naj kanalski sistem v lateralni in vertikalni smeri

- ne sme se krciti in vpijati vlage

- ne sme razbarvati zoba in draziti periapikalna tkiva

- sposobnost za lahkotno odstranjevanje

- netoksi¢nost, bioloska nevtralnost in baktericidnost

- moznost sterilizacije in rentgenska kontrastnost

Klasi¢no, skoraj idealno polnilo predstavlja gutta-percha, ki je polimer poliizoprena,
ekstrahiranega iz tropskega drevesa v Maleziji, je visokoelasti¢na, obenem pa ima lastnost
viskozne tekocine, ob segretju se zmehca in postane tekoca. Danes je sestavljena iz 19-22
% mnaravne gutta-perche, 60-70 % cinkovega oksida (ZnO), z dodatki voskov, barvil,

antioksidantov in kovinskih soli (sulfatov) (Klemenc, 2002b).

Po dokoncani polnitvi se s pomocjo rentgenskega posnetka oceni uspesnost polnitve.
Uspesnost endodontskega zdravljenja pa se lahko oceni Sele po Sestih mesecih ali ve¢ po
dokoncani polnitvi (Vrbosek, 1995). Da se prepreci sekundarno okuzbo, se ¢imprej oskrbi

tudi zobna krona v obliki plombe ali proteti¢ne rehabilitacije.

2.6  ENDODONTSKI INTRAKANALNI IRIGANTI

Uspesnost endodontskega zdravljenja je v najvecji meri odvisna od sterilizacije
koreninskih kanalov zoba. Za inaktivacijo vnetnega odziva ter vzpostavitev procesa
zdravljenja in rekonstrukcije prizadetega dentina, je potrebna popolna odstranitev bakterij

in njihovih produktov iz koreninskega sistema. Poleg natancnega in sterilnega dela
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predpisanih postopkov je pomembna tudi izbira ustrezne metode (Golob in Leskovec,

1995).

Na uspesnost zdravljenja koreninskih kanalov poleg mehansko-kemi¢ne obdelave vpliva
tudi zdravljenje med sejami. Kombinacija mehanske obdelave in izpiranje z intrakanalnimi
iriganti kratkotrajnega delovanja, u€inkuje zgolj na glavni koreninski kanal (razkuzi ga v
50-60 %), medtem ko stranski kanali in dentinski tubuli ostajajo kontaminirani. Za
razkuzenje celotnega koreninskega sistema je potrebno zdravljenje z intrakanalnimi
iriganti med dvema endodontskima posegoma, do kon¢nega zaprtja zoba (Sakamoto in
sod., 2007; Podbielski in sod., 2003). V nasprotnem primeru se mikroorganizmi v nekaj

dneh namnozijo do zacetnega Stevila (Vianna in sod., 2005).

V uporabi so razlicni intrakanalni iriganti, kot so natrijev hipoklorit, kamforirane fenolne
spojine (npr. CMCP-kamforirani monoklorofenol), kalcijev hidroksid in klorheksidin. Vsi
delujejo protibakterijsko, prednost Ca(OH), pred ostalimi pa je njegova sposobnost
nevtralizacije vnetnih bakterijskih produktov, stimulacije lokalnih popravljalnih

mehanizmov in manjsi toksi¢nosti za humane celice (Podbielski in sod., 2003).

2.6.1 Kalcijev hidroksid

Kalcijev hidroksid je mo¢na baza, ki v vodnem okolju disociira v kalcijev divalentni kation
in hidroksilne anione. Hidroksilni ioni vzdrZzujejo visok pH. Baktericidno in
biokompatibilno delovanje kalcijevega hidroksida je leta 1936 spoznal Hermann, ki ga je
kot Calxyl uvedel v zobozdravnisko prakso (Golob in Leskovec, 1995). Ca(OH), ima
lastnosti idealnega intrakanalnega iriganta, saj deluje kot fizicna bariera, ki preprecuje
ponovno okuzbo koreninskega kanala in dostop hranil. Mehanizmi protimikrobnega
delovanja Ca(OH), niso podrobno raziskani, glavne zasluge za njegovo ucinkovitost pa
ima nedvomno visok pH (Vianna in sod., 2005). Spros¢eni hidroksilni ioni v vodnem
okolju, poskodujejo citoplazemsko membrano bakterij ter denaturirajo beljakovine in
nukleinske kisline (DNK). Sposobnost vezave z ogljikovim dioksidom (CO,), pa deluje

baktericidno na nekatere od CO; odvisne bakterije v koreninskem kanalu. Kalcijev
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hidroksid ni Skodljiv za periapikalno tkivo, pa¢ pa ozmotsko ucinkuje tudi v okuzenih
dentinskih kanalckih. Dolgotrajno delovanje je pripisati alkalnemu kalciju, sterilnost
koreninskega kanala se doseze v visokem odstotku ze po enem tednu delovanja (Golob in

Leskovec, 1995).

Visok pH inhibira esencialne bakterijske encime, odgovorne za metabolizem, rast in
celicno delitev. Z denaturacijo organskih komponent citoplazemske membrane
(beljakovine, fosfolipidi), vpliva na integriteto membrane in transport hranil. Prednost
Ca(OH), pred drugimi iriganti pa je tudi, da aktivira tkivne encime, kot je alkalna
fosfataza, kar sprozi mineralizacijo in s tem obnovo tkiva. Ca(OH), ima tudi sposobnost
hidrolize bakterijskih lipopolisaharidov (LPS), razgradi namre¢ lipid A, in s tem

nevtralizira toksi¢ne bakterijske ostanke po lizi celice (Estrela in sod., 2001).

Z namenom izboljSati protimikrobno delovanje, biokompatibilnost, ionsko disociacijo in
difuzijo, so Ca(OH), dodali razli¢ne substance, t. i. nosilce. Poznamo tri skupine nosilcev,
vodni, viskozni in oljni. Vodni nosilci, kot sta sterilna destilirana voda in fizioloska
raztopina, omogocajo hitro disociacijo Ca(OH), na ione, visoko topnost v tekoCinah ter
lahko reabsorbcijo z makrofagi. Viskozni nosilci, kot sta glicerin in polietilenglikol, so
prav tako topni v vodi, vendar je disociacija Ca(OH), pocasnejSa, verjetno zaradi
molekulske teze. Oljni nosilci, kot CMCP, so v vodi netopni, kar mo¢no zniza topnost in

difuzijo Ca(OH); v zobnem tkivu (Vianna in sod., 2005).

Stevilne in vitro raziskave so pokazale, da imajo paste Ca(OH), z dodatkom CMCP
nosilcem, najucinkovitejSe protimikrobno delovanje. CMCP namre¢ prispeva dodatne
baktericidne lastnosti, saj je kamfor slabo vodotopen, kar omogoca pocasno sproscanje
kalcijevih in hidroksilnih ionov iz paste in podaljSa protimikrobno delovanje (Vianna in
sod., 2005). Tudi Siqueira in Uzeda (1998; 1997) sta z dvema razlicnima metodama prisla
do enakega rezultata. Kombinacija Ca(OH), s CMCP, je z metodo difuzije v agarju
ustvarila najvec¢je cone inhibicije proti vsem testiranim bakterijskim sevom (Siqueira in
Uzeda, 1997). Kombinacija Ca(OH), s sterilno vodo je bila casovno nekoliko manj
uCinkovita, najve¢ casa za popoln protimikrobni ucinek, pa je bilo potrebnega pri

kombinacijah Ca(OH), z viskoznima nosilcema, glicerinom ali polietilenglikolom (Vianna
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in sod., 2005). Viskoznost medija upocasni disociacijo hidroksilnih ionov in s tem zmanjsa
protimikrobni ucinek Ca(OH),. Gomes in sod. (2002), so z enako metodo, difuzija v

agarju, dobili podobne rezultate.

CMCEP se je individualno izkazal za potencialno najucinkovitejSe protimikrobno sredstvo,
za popolno inhibicijo vseh testiranih mikroorganizmov, je bila potrebna manj kot 1 minuta
(Vianna in sod., 2005). Kot omenjeno pa fenoli delujejo citotoksi¢no na periapikalno tkivo
in se zato moc¢no odsvetuje njihova uporaba, tudi v kombinaciji s Ca(OH),. Poleg tega
CMCP v zobnem kanalu izgubi aktivnost Ze po 24-48 urah in ne deluje kot fizi¢na bariera,

saj se ga navadno nanese na sterilna papirnata Silca in vstavi v zobni kanal.

V nasprotju z do sedaj navedenimi odkritji, pa nekatere raziskave porocajo o drugac¢nih
rezultatih. Ca(OH), se je v raziskavi Bystrom in sod. (1985) izkazal za ucinkovitejSe

protimikrobno sredstvo kot CMCP.

Ca(OH), s fiziolosko raztopino je ucinkovit intrakanalni irigant tudi in vivo. Izbira
vodotopnega prenosnika spodbudi disociacijo in difuzijo hidroksilnih ionov ter interferira z
bakterijskimi encimi in tkivnim sistemom (Estrela in Pesce, 1996). Estrela in sod. (1995)
opisujejo, da je delovanje Ca(OH),, zaradi tar¢ne aktivnosti hidroksilnih ionov na encime
citoplazemske membrane, Sirokospektralno, kar pomeni da inaktivira Stevilne
mikroorganizme. Citoplazemska membrana bakterij je namre¢ podobne sestave, ne glede
na morfologijo, barvanje po Gramu, vrsto metabolizma, idr. Ca(OH), ima torej podoben

ucinek na aerobne, anaerobne, po Gramu pozitivne kot po Gramu negativne bakterije.

Inaktivacija encimov citoplazemske membrane je lahko ireverzibilna ali reverzibilna.
Estrela in sod. (1998) so in vitro prisli do ugotovitve, da ima neposreden stik Ca(OH),,
ireverzibilen ucinek na encime razli¢nih bakterijskih vrst, Ze po 72 urah. Reverzibilno
encimsko inaktivacijo pa so Estrela in sod. (1999) zaznali ob posrednem delovanju
Ca(OH), v dentinskih tubulih, okuzenih z razli¢nimi mikroorganizmi. Ca(OH), se je po 7-
ih dneh delovanja na daljavo, izkazal za neucinkovitega proti E. faecalis, S. aureus, P.

aeruginosa in Bacillus subtilis.
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Za protimikrobni uc¢inek intrakanalnega iriganta je potreben tudi ustrezen Cas njegovega
delovanja. Aerobni in fakultativno anaerobni mikroorganizmi so manj obcutljivi za
delovanje Ca(OH),, zato je za njihovo odstranitev iz koreninskega kanala zoba, potrebno
vecurno (6-24 ur) u¢inkovanje. Obvezni anaerobi so inaktivirani v veliko krajSem ¢asu, ze
v 5-ih minutah ali manj. V raziskavi Vianna in sod. (2005), je mikrobna obcutljivost za
Ca(OH),;, od najmanj obcutljivega mikroorganizma do najbolj obcutljivega, rangirana
sledece: E. faecalis, C. albicans, S. aureus, Porphyromonas gingivalis, Porphyromonas

endodontalis in Prevotella intermedia.

2.6.2 Klorheksidin

Klorheksidin (CHX) je bil prvi¢ sintetiziran leta 1950, v laboratoriju v Angliji. Odkrili so
da je visoko protimikrobno aktiven, nizko toksi¢en in sposoben vezave na kozo in
mukozne membrane (Denton, 2001). Zaradi naStetih lastnosti se ga ze ve¢ kot 50 let
uporablja kot protibakterijsko sredstvo v ginekologiji, urologiji, okulistiki, pri zdravljenju
opeklin in za dezinfekcijo koze. V stomatologiji je klorheksidin poleg fluoridov najbolj
pogosto in temeljito raziskovano ter uporabljano preventivno sredstvo (Skaleri¢, 1995).
CHX zavira nastanek zobnih oblog in kariesa. Absorbira se na hidroksiapatitne kristale
sklenine in slinski mucin, od koder se postopoma sprosca ter zavira bakterijsko produkcijo
kislin (Pavli¢, 1998). Preventivni ukrep je predvsem dobrodosel pri imunokompromitiranih
bolnikih, ki so mo¢no dovzetni za zobno gnilobo, ter pri fizi€no oziroma mentalno

prizadetih.

Uporaba klorheksidina se je izkazala za ucinkovito tudi pri omejevanju vnetja obzobnih
tkiv in subgingivalnega plaka ter pred in po parodontalnih operacijah (Skaleri¢, 1995). Na
zaviranje razmnozevanja mikroorganizmov vpliva tako koncentracija CHX kakor tudi
frekvenca aplikacije. Klini¢ne Studije dokazujejo, da je za optimalno redukcijo oralne
mikroflore in zmanjSano pojavnost postoperativne bakteriemije, zadostna 2-krat dnevna

uporaba CHX (Hermesch in sod., 1998; Metin in sod., 2006).
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Klorheksidin je simetricna kationska molekula, sestavljena iz dveh 4-klorofenilnih obrocev
in dveh biguanidinskih skupin, povezanih z osrednjo heksametilensko verigo. CHX je
mocna baza, prakticno netopna v vodi, ki ob reakciji s kislino tvori sol (Denton, 2001).
Vodotopnost razli¢nih soli se razlikuje. Najpogosteje se uporabljajo pripravki s soljo
diglukonata, kar mo¢no poveca vodotopnost (Skaleri¢, 1995). CHX diglukonat je v obliki
0,1-2 % vodne raztopine. Vodne raztopine CHX so najbolj stabilne v obmocju med pH 5 in
8. Nad pH 8 pride do obarjanja CHX, v kislem obmoc¢ju (pod pH 5), pa se zaradi manjse
stabilnosti zniza njegova aktivnost. Soli CHX so bolj kot v vodi topne v alkoholu.
Prisotnost anorganskih soli, kot sta sulfat in karbonat, pa lahko povzro¢i obarjanje

diglukonata.

Raztopine CHX so brezbarvne in ponavadi brez vonja, imajo grenak okus, ki ga je v
pripravkih za oralno uporabo potrebno nevtralizirati. Klorheksidin se v ustno votlino vnasa
v obliki ustne vode, gela, premaza, laka, razprSilca, z uporabo zobne paste in zobne nitke s
CHX. Vodna raztopina CHX ima zaradi neposrednega stika hitrejSi protimikrobni ucinek.
Uporaba CHX v gelu pa ima podaljSano protimikrobno delovanje ter dolo¢ene klini¢ne
prednosti. Zaradi vec¢je viskoznosti olajSa mehansko odstranjevanje organskih substanc, ki

so netopne v CHX (Vianna in sod., 2004).

Klorheksidin se veze na hidroksiapatitne kristale sklenine, skleninsko kozico, beljakovine
v slini, na bakterijske zunajcelicne polisaharide in na ustno sluznico ter zaradi poCasnega

(do 24 ur) spros¢anja povzro¢i zmanjsano kolonizacijo bakterij na zobnih povrSinah.

V endodontiji se je klorheksidin izkazal kot ucinkovit intrakanalni irigant. Med
endodontskim zdravljenjem, so ob trikratnem izpiranju koreninskih kanalov z 0,5 % vodno
raztopino CHX, dosegli sterilizacijo kanalov v 77 % in znizali verjetnost nastanka

periapikalnih lezij v 66 % primerov (Skaleri¢, 1995).

Zaradi pocasnega sproS¢anja CHX so ugotovili znatno redukcijo bakterij E. faecalis, tudi 7
dni po kon¢anem endodontskem zdravljenju, medtem ko je v istem Casu po uporabi 5,25 %

NaOCl, bakterijsko breme naraslo na zacetno vrednost (Dametto in sod., 2005).
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Nizke koncentracije CHX delujejo bakteriostati¢no. 1z bakterijskih celic se spros¢ajo snovi
z nizko molekularno tezo, kot sta fosfor in kalij. Ob vi§jih koncentracijah pa je CHX
baktericiden, saj povzro¢i obarjanje in koagulacijo citoplazme. Baktericidni ucinek je
posledica Stevilnih citoloskih in fizioloSkih sprememb v bakterijski celici. Kationske
molekule CHX se zaradi elektrostatskega privlaka hitro vezejo na negativno nabito
povrsino bakterijske celice, predvsem na fosfat vsebujoce predele. Vezavi sledi trenutna
nevtralizacija in nato sprememba povrSinskega naboja celice. Molekule CHX tekmujejo s
kovinskimi kationi za vezavo na negativno nabite predele peptidoglikana. Porusena je
integriteta zunanje membrane po Gramu negativnih bakterijskih celic, sledi izlocanje

divalentnih kationov, predvsem kalcijevih.

Za letalni u¢inek CHX je odlocilna okvara citoplazemske membrane. Povecana je
prepustnost membrane, izloCanje intracelularnih sestavin, inhibirani so tudi doloc¢eni
membransko vezani encimi, kot adenozil trifosfataza. Ob bakteriostaticnih koncentracijah
CHX si bakterije, kljub 50 % izgubljenih fosfornih in kalijevih ionov, opomorejo. Ob
povisani koncentraciji CHX pa se za¢no izlocati molekule z visoko molekulsko tezo, kot so
nukleotidi. Proces je ireverzibilen ob izgubi ve¢ kot 15 % nukleotidov. Zelo visoke
koncentracije CHX (100-500 mg/L) pa povzrocijo obarjanje citoplazme, kot posledica
interakcije CHX in fosfatnih ostankov, predvsem adenozin trifosfata (ATP) in nukleinskih
kislin (Denton, 2001). CHX ne inaktivira LPS, strukturnih komponent zunanje membrane
po Gramu negativnih bakterij, ki se sprostijo ob celi¢ni smrti oziroma so izloceni z vezikli

vitalnih bakterij (Vianna in sod., 2004).

CHX ucinkuje protimikrobno proti vegetativnim po Gramu pozitivnim in po Gramu
negativnim bakterijam. Na bakterijske spore deluje le ob povisani temperaturi, inaktivira
tudi nekatere lipofilne viruse (npr. virus influence, herpesvirus, HIV). Obcutljive pa so tudi
kvasovke in dermatofiti. Fungicidno delovanje variira med vrstami gliv (Denton, 2001).
CHX se je izkazal za uspesno sredstvo za zdravljenje kandidiaze, saj je v in vivo in in vitro
pogojih, znac¢ilno zmanjsal lepljenje C. albicans na epitelijske celice li¢ne sluznice. Vpliva
tudi na hitrejSo odstranitev vnetja sluznice pod protezo in hitrejSe celjenje aftoznih

ulceracij (Skaleri¢, 1995).
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CHX ima poleg ugodnih u¢inkov za preprecevanje in zdravljenje razli¢nih bolezni v ustni
votlini tudi nezaZelene stranske ucinke, ki jih razdelimo na nezazZelene stranske ucinke na
celice, sistemske stranske ucinke in stranske uc¢inke po uporabi v ustni votlini. (Skaleric,
1995). Med nezazelene ucinke na celice sodi citotoksi¢nost za eritrocite in levkocite ter
fibroblaste, pri koncentraciji visji od 0,01 %. Taka koncentracije sprozi tudi povecano
izlo¢anje lizosomalnih encimov iz makrofagov, nizje koncentracije pa zavrejo sproscanje
reaktivnih vrst kisika iz stimuliranih nevtrofilcev in tako zmanjSajo njihovo baktericidno

sposobnost.

Med sistemske stranske u¢inke sodi pojav kontaktnega dermatitisa, urtikarije in celo pojav
anafilakti¢nega Soka po aplikaciji 0,02-1 % koncentracije CHX na kozo, sluznice in rane

pred kirurskim posegom.

Najpogostejsi nezazeleni ucinek uporabe CHX v ustni votlini pa je rumeno rjavo
zabarvanje zob, plomb, prevlek in jezika. Drugi stranski ucinki so Se motnje v okuSanju,

predvsem za slano in sladko, lus¢enje ustne sluznice ter moten proces celjenja ran.

2.6.3 Protimikrobni ucinek hkratne uporabe Kkalcijevega hidroksida in

klorheksidina

Malo je znanega o protimikrobnem delovanju hkratne uporabe razliénih kombinacij
intrakanalnih irigantov. Ca(OH), in CHX sta najucinkovitej$a protimikrobna agensa, zato
so preucili potencialni aditivni ucinek njune kombinacije na obicajne endodontske
patogene. Obcutljivost obveznih anaerobov, kot sta P. gingivalis in Fusobacterium
nucleatum, je za posamezen irigant zelo visoka, zato pri kombiniranju obeh ni zaznati
aditivnega ucinka. Sinergisti¢ni protimikrobni ucinek pa je razviden proti nekaterim po
Gramu pozitivnim bakterijam, kot so P. micros, S. intermedius in E. faecalis (Podbielski in
sod., 2003). Kombinacija Ca(OH), in CHX je pokazala dolgotrajnej$e delovanje proti E.
faecalis kot le Ca(OH), , medtem ko je bil CHX enako ucinkovit (Almyroudi in sod.,
2002).
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V raziskavi Schafer in Bossmann (2005) se je CHX izkazal za znacilno ucinkovitejsi
irigant od Ca(OH), in tudi od kombinacije obeh. Haenni in sod. (2003) so dokazali
zmanj$ano protimikrobno delovanje CHX ob dodatku Ca(OH), , proti E. faecalis in C.
albicans. Topnost CHX je namre¢ odvisna od pH, zato lahko dodatek moc¢ne baze zniza

potencialni aditivni ucinek taksne kombinacije (Podbielski in sod., 2000).

2.6.4 Invitro testiranje protimikrobnega spektra delovanja endodontskih irigantov

Za uspesen nadzor nad patogenimi mikroorganizmi v ustni votlini je potrebno oceniti
protimikrobni u€inek in spekter delovanja endodontskih irigantov ter moznost razvoja
bakterijske odpornosti. In vitro testi dajejo osnovne podatke za razvoj in validacijo in vivo
testiranj. Leta 1979 je FDA (ang. Food and Drug Administration) predlagala nekatere in
vitro teste, ki bi zagotovili podatke o protimikrobni aktivnosti produkta: test minimalne
inhibitorne koncentracije (MIC), test razvoja odpornosti (DOR- ang. development of
resistance) in test ¢asovne mikrobne inhibicije (TK- ang. time kill). Ker protokoli niso
standardizirani, primerjava rezultatov dobljenih v razli¢nih laboratorijskih raziskavah ni
mozna (Hobson in Bolsen, 2001). Pri vrednotenju podatkov moramo biti pozorni na
uporabljeno metodo. Pri izbiri ustreznega in vitro protokola je potrebno upostevati Stevilne
parametre, ki v ¢im vecji meri simulirajo in vivo razmere. Najpomembnejsi parametri so:
(1) izbira najbolj primernih bakterijskih vrst (ii) realno in to¢no doloceno Stevilo bakterij
(iii) faza bakterijske rasti podobna in Situ razmeram (npr. tvorba biofilma) (iv) ustrezni
rastni pogoji (pH, atmosfera, razli¢ne bakterijske vrste) (v) vrsta in volumen testnega

medija (vi) ponovljivost in primerljivost testnih razmer.

Pred in ob razli¢nih casovnih intervalih med testiranjem endodontskih irigantov, je
mikrobno breme potrebno kvantificirati, saj je cilj endodontskega zdravljenja sterilizacija
koloniziranih predelov koreninskega kanala. Kvantifikacija ob razlicnih casovnih
intervalih pa omogoca dolocitev optimalnega Casa ucdinkovanja iriganta. Za razli¢ne

mikroorganizme se ta Cas razlikuje (Podbielski in sod., 2000).
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Za vrednotenje protimikrobnega delovanja endodontskih irigantov so v splosSnem v uporabi
tri in vitro metode. Dilucijska metoda poda kvantitativne rezultate za dolo¢eno koli¢ino
protimikrobnega sredstva, metoda difuzije v agarju (ADT- ang. agar difusion test) ustvari
inhibicijske cone okoli odprtin z irigantom in metoda neposredne izpostavitve (DET-
ang. direct exposure test) daje kvalitativne informacije o u¢inkovini. Vse omenjene metode

imajo tako prednosti kot slabosti.

Dilucijska metoda je uporabna le za protimikrobna sredstva, ki so topna v gojitvenem
mediju. ADT ne razlikuje med bakteriostaticnim in bakteriocidnim delovanjem iriganta ter
ne daje informacije o prezivetju testnih mikroorganizmov. Poleg tega je velikost
inhibicijskih con odvisna od topnosti in difuzije protimikrobnega agensa v agarju, kar ne
poda realnega protimikrobnega ucinka. Agar je trdni medij, kar otezi difuzijo hidroksilnih
ioniv iz paste Ca(OH), in je zato potrebna preinkubacija (Estrela in sod., 2001).
Koncentracijski gradient se pri ADT ustvari v 24-48 urah, medtem ko je potreben

inkubacijski €as za intrakanalni irigant od 1 do vec¢ tednov (Podbielski in sod., 2000).

Uporaba metod, ki se izvajajo v tekoCem gojitvenem mediju je natan¢nejSa in
ucinkovitejSa, saj dopusca razlicnim formulacijam protimikrobnega iriganta podobne
pogoje za difuzijo. DET temelji na neposrednem in tesnem kontaktu testnih
mikroorganizmov in iriganta ter je neodvisna od drugih variabilnih dejavnikov, kar jo
uvrS¢a med najuporabnejSe laboratorijske metode testiranja protimikrobnega spektra

delovanja (Vianna in sod., 2005).

2.7 VZROKI ZA NEUSPESNO ENDODONTSKO ZDRAVLJENJE

Kljuénega pomena za uspeh endodontskega zdravljenja je temeljito mehani¢no Sirjenje in
obdelava koreninskega kanala. Z wvstavitvijo protimkrobnega iriganta se le odstrani
morebitne ostanke bakterij v nedosegljivih predelih in akcesornih kanalih. Glavni vzroki za
zaplete so nezadostna mehanska odstranitev nekroticnega pulpinega tkiva in bakterij iz
koreninskega kanala, neustrezna koreninska polnitev in odporni bakterijski sevi v

periapeksu (Poto¢nik, 1995; Gaspersic in sod., 2000).
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Pri zobeh, ki po dveh ali treh menjavah protimikrobnega iriganta Se vedno kazejo znake
vnetja, se dodatno kemi¢no in mehansko Siri koreninski kanal, v kanal se vstavi Ca(OH);
pasto. Obi¢ajno zadostuje t. i. kratka obravnava s pasto za 2-3 tedne. Ce po tem Gasu e
niso ustvarjeni pogoji za dokon¢no polnitev koreninskega kanala, se nadaljuje s t. i. dolgo
obravnavo za 2-3 mesece. Ce opisani postopek ne odpravi vnetja, pomeni, da dolo¢ene
bakterije Se naprej vzdrZujejo vnetje. Priporoc¢a se odvzem vzorca iz koreninskega kanala
za osamitev povzroCiteljev okuzbe in antibiogram. Z ustreznim antibiotikom, ki se daje
sistemsko, se nadaljuje zdravljenje (Poto¢nik, 1995). Ponovno koreninsko zdravljenje ni
redkost pri zdravih ljudeh. Ocenjuje se, da dobra cetrtina endodontsko obdelanih in
polnjenih kanalov potrebuje ponovno zdravljenje (Gasper$i¢ in sod., 2000). Povsem
neuspesna endodontska zdravljenja zahtevajo kirur§ko obravnavo. Problem neucinkovitega
endodontskega zdravljenja se pojavlja tudi pri nadpovpre¢no velikih periapikalnih
procesih, kot sta kroni¢ni parodontitis in radikularna cista. S primerno modifikacijo
klasi¢nih endodontskih metod, predvsem s povecanim Stevilom sej, izdatnim mehanskim
¢is€enjem in izpiranjem kanalov ter veckratno menjavo irigantov, se da Se tako velike
kostne defekte uspesno zdraviti ali vsaj toliko zmanjsati, da je potem smiselno kirursko

zdravljenje (Klemenc, 1997).

2.7.1 Vzroki za neuspesne koreninske polnitve

Koreninska polnitev je poseg, s katerim se prostor tkiva zobne pulpe po fizikalni, kemi¢ni
ali farmakoloski obdelavi napolni z umetno snovjo, ob predpostavki, da je pulpin prostor
prazen in sterilen. Koreninske polnitev ni uspesna takrat, ¢e v eni ali ve¢ zahtevah odstopa
od definicije koreninske polnitve. Tak$na polnitev je lahko netesna ali porozna ter
nepopolna ali ¢ezmerna. Vzroki za neuspesno koreninsko polnitev so lahko objektivni ali
subjektivni ali pa kombinacija obeh. Pomembno jih je prepoznati in izkljuciti vsaj vpliv

subjektivnih vzrokov (Klemenc, 1999).
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Objektivni vzroki so lahko:

e anatomske razmere, kot so nepravilnosti v poteku korenin, Stevilne
pulpoperiodontalne komunikacije, ki otezijo instrumentiranje koreninskega kanala.

e »stopnicke« nastanejo zaradi neustreznega instrumentiranja koreninskega kanala in
posledi¢ne nepopolne koreninske polnitve

e lega zoba ali zobnega krna lahko otezuje dostop do koreninskih kanalov

e Dbakterijska odpornost na uporabljen irigant lahko zdravljenje zoba mocno
podaljsa ali celo onemogoci uspesno koreninsko polnitev

e psihofizi¢ni status pacienta, ki je nemiren ali ¢ezmerno obcutljiv lahko tudi

onemogoca natan¢no polnitev

Subjektivni vzroki so lahko: napacna ali neustrezna diagnoza, necisto delo, delo brez

rentgenskega posnetka, premajhna dostopna kaviteta, prehitro ali nestrokovno delo.

2.7.2  Odpornost mikroorganizmov proti endodontskim irigantom

Poglavitni vzrok neuspesnega endodontskega zdravljenja je perzistentna ali sekundarna
intraradikularna okuzba, ki je posledica prezivetje mikroorganizmov v apikalnem predelu
koreninsko polnjenega zoba. Ekstraradikularne bakterijske okuzbe so manj pogost vzrok

(Stuart in sod., 2006; Siqueira, 2001).

Primarne okuzbe koreninskega kanala povzrocajo Stevilni in raznovrstni mikroorganizmi,
medtem ko v sekundarno okuZenih kanalih prevladujeta 1 do 2 mikrobni vrsti. V
nezdravljenem koreninskem kanalu navadno najdemo od 3 do 10 razli¢nih mikrobnih vrst,
predvsem anaerobne po Gramu negativne ter po Gramu pozitivne bakterije. Z neuspesnim
endodontskim zdravljenjem pa povezujejo fakultativne anaerobe, predvsem po Gramu
pozitivne, in nekatere glive (Gomes in sod., 2004; Haenni in sod., 2003). Fakultativni
mikroorganizmi kot so E. faecalis, S. aureus in gliva C. albicans so najodpornejse
mikrobne vrste v ustni votlini, proti katerim je endodontsko zdravljenje najveckrat

neuspes$no. Ca(OH), se je kot intrakanalni irigant izkazal za neucinkovitega in vivo. Vrste
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rodu Enterococcus in Candida so namre¢ visoko tolerantne za bazicen pH, zato je
priporo€ljivejSa uporaba kombiniranih endodontskih irigantov, npr. Ca(OH), in CHX ali
Ca(OH), in NaOCl v pasti.

Rod Enterococcus so po Gramu pozitivni koki, kokobacilarne oblike, ki se pojavljajo
posamezno, v parih ali v kratkih verizicah. So fakultativni anaerobi, optimalno rastejo pri
35°C, razmnozujejo pa se tudi pri 10 in 65°C. So homofermentativni, iz glukoze tvorijo
mle¢no kislino. Poznamo ve¢ vrst enterokokov. Pri ¢loveku najpogosteje osamimo E.
faecalis in Enterococcus faecium, ki sta pri zdravih osebah prisotna na sluznicah prebavil
ter v majhnem Stevilu na sluznici ust in rodil pri Zenski. Pri vstopu v tkiva, primarno
sterilne votline ali kri nastanejo razlicna vnetja, kot so okuzbe secil, sepsa, abscesi,
endokarditis. Enterokoki so tudi pomembni povzrocitelji bolni$ni¢nih okuzb. Enterokoki
so sposobni prezivetja v ekstremnih pogojih, kot so visoka T, alkalni pH in visoke
koncentracije soli. Odporni so tudi na delovanje raznih detergentov, tezkih kovin,

alkoholov (Stuart in sod., 2006; Dragas, 1996).

Med enterokoki, okuzbe ustne votline najpogosteje povzroca E. faecalis. Povezujejo ga z
okuzbami koreninskih kanalov, apikalnim periodontitisom in periradikularnimi abscesi.
Razlicne raziskave dokazujejo, da je prevalenca E. faecalis pri perzistentnih ali
sekundarnih endodontskih okuzbah kar devetkrat vi§ja kot pri primarnih. Prav tako je E.
faecalis veckrat zaznati pri asimptomatskih kroni¢nih procesih kot pri simptomatskih in

akutnih (Stuart in sod., 2006; Rogas in sod., 2004).

E. faecalis ima $tevilne virulen¢ne dejavnike, ki omogocajo pritrditev na celice gostitelja,
kompeticijo z drugimi bakterijami ter vmesavanje v gostiteljev imunski odziv. Citolizin
povzroci lizo humanih celic, liticna encima sta Se gelatinaza in hialuronidaza, ki prav tako
povzrocata tkivne poskodbe. Agregacijske substance so odgovorne za vezavo E. faecalis
na levkocite in ekstracelularni matriks ter koagragacijo z drugimi bakterijskimi vrstami,
kot je npr. F. nucleatum. Sposobnost koagragacije prispeva tudi k tvorbi biofilma in
zmanjSani obcutljivosti za endodontske irigante (Johnson in sod., 2006). Fenotipske
lastnosti E. faecalis so v strukturi biofilma drugaéne od planktonskih. Mehanizem

odpornosti biofilmov Se ni popolnoma raziskan, obstajajo pa Stevilne hipoteze.
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Ekstracelularni polisaharidni matriks inaktivira protimikrobni agens in preprecuje njegovo
prodiranje v biofilm. Zaradi zmanjSane koli¢ine hranil in stresnega odziva, vstopijo
bakterije v stacionarnao fazo rasti, spremenjena pa je tudi zgradba notranje membrane,
proteinov idr., kar dodatno zmanjsa protimikrobni u¢inek (Abdullah in sod., 2005). Ostali
virulen¢ni dejavniki so Se produkcija feromonov, kratkih linearnih peptidov, ki delujejo kot
kemoatraktanti za nevtrofilce in so vpleteni v konjugativni prenos plazmidov, ter
lipoteihoic¢na kislina, ki omogoca pritrditev na povrsino gostiteljskih celic in produkcijo

citokinov (Rogas in sod., 2004).

E. faecalis v sploSnem ni visoko virulenten mikroorganizem, temve¢ je oportunisti¢ni
patogen. Tesna povezanost E. faecalis z neuspesnim endodontskim zdravljenjem, je zato v
vedji meri posledica odpornosti proti intrakanalnim irigantom. E. faecalis ima sposobnost
globokega prodiranja v dentinske tubule in se tako izogne mehansko-kemi¢nemu ¢is¢enju
koreninskih kanalov. V nekaterih primerih neuspesnega zdravljenja so E. faecalis izolirali
kot monokulturo, zaradi prehranske neodvisnosti od drugih bakterij in sposobnosti
prevzemanja hranil iz seruma. Poleg tega ima E. faecalis sposobnost daljSega obdobja
stradanja. Ca(OH), se je izkazal kot neuspeSen intrakanalni irigant pri odstranitvi E.
faecalis, saj ima le-ta pasivno pH homeostazo, preko protonske ¢rpalke pa dodatno ¢rpa
protone v celico in s tem znizuje pH citoplazme. E. faecalis je sposoben prezivetja tudi pri
pH visjem od 11,5. Poleg tega dolocene komponenete dentina dodatno inhibirajo delovanje

Ca(OH),, saj delujejo kot pufer, kar znizuje pH (Stuart in sod., 2006).

Za uspesno odstranitev E. faecalis iz dentinskih tubulov je po novejsih raziskavah (Stuart
in sod., 2006) optimalen slede¢i protokol: razkuzevanje ustne votline s CHX, obsezna
preparacije dostopne kavitete, asepti¢na mehanska obdelava koreninskega kanala, kemi¢na
obdelava z intrakanalnimi iriganti (6 % NaOCl, 17 % EDTA, 2 % raztopina CHX) ter
medsejnimi iriganti (2 % CHX v gelu oziroma 2 % CHX gel v kombinaciji s Ca(OH), ) ter

tesna koreninska polnitev.

Ustna kandidioza ja najpogostej$a glivicna okuzba v ustih. Glive rodu Candida so del
normalne flore ustne votline, Zrela, prebavnih poti in koZze. Ob motenem ravnovesju z

drugimi mikroorganizmi normalne ¢loveske flore in ob zmanjSani imunski sposobnosti se
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¢ezmerno namnozijo in povzrocijo znake povrsinske kandidioze ali se hematogeno Sirijo in
povzrocijo sistemsko okuzbo. Najpogostej$a in najpomembnejsa je okuzba s C. albicans.
Ustna kandidioza se kaze v obliki belih ali rumenobelih oblog na nebu, li¢ni sluznici ali
jeziku. Dejavniki, ki dodatno pripomorejo k nastanku ustne kandidioze so slaba ustna
higiena, velika koncentracija glukoze pri diabetikih, premajhna koncentracija serumskega

zeleza in folne kisline (Ihan Hren, 2002).

Malo je znanega o mehanizmih odpornosti C. albicans proti endodontskim irigantom,

razen tega da so sposobne prezivetja v visoko bazi¢nem okolju.

2.8 UPORABA LASERJA V ZOBOZDRAVSTVU

V medicini in zobozdravstvu so v uporabi laserji razli¢nih vrst, ki se med seboj lo¢ijo po
uporabljenem aktivnem materialu ter valovni dolZini in barvi svetlobe, ki jo oddajajo.
Poznamo torej plinske, tekocinske, trdne in polprevodne laserje, ki lahko oddajajo svetlobo
X-zarkov (od < 100 nm), UV, vidno (385-760 nm), infrardeco in mikrovalovno svetlobo (>
10° nm). Med najbolj uporabnimi in najvarnejsimi laserji v zobozdravstvu sta CO, in helij-
neon (He-Ne) plinska laserja ter skupina laserjev zasnovanih na kristalih itrija in aluminija
YAG (ang. Yttrium Aluminium Garnet), kombiniranih z razli¢nimi atomi ali ioni, neodimij
(Nd:YAQG), erbij (Er:YAG), holmij (Ho:YAG) idr. Laserje lahko klasificiramo tudi po
moci svetlobe, ki jo oddajajo. Laserji z nizko moc¢jo sevanja od 1 do 5 mW so t. i. Sibki
laserji. Srednje mocni laserji so moci od 6 do 50 mW, tisti z mo¢jo nad 500 mW pa so t. i.
moéni laserji. Se pomembnejia od valovne dolzine in moé&i svetlobe pa je gostota mo¢i
(W/ecm?) oziroma gostota energije (J/cm®) laserja, ki v praksi poda globino prodiranja
laserskega Zarka v tkivo (J/cm® 0z. W/em?). Ker je biolosko tkivo nehomogene strukture, je
prodiranje svetlobe vanj zelo kompleksno. V vi§jih plasteh tkiv prihaja do absorpcije,
odboja, razprSitve in prepuscanja svetlobe v tkivo, v odvisnosti od tkivne strukture,
valovne dolzine, moci in gostote svetlobe ter od ¢asa obsevanja. Absorbirana energija se
pretvori v druge oblike energije. Fotoni, ki vstopajo v tkivo, sprozijo verizno reakcijo in s
tem bioloski ucinek tudi v globljih plasteh in okolici. Znane so tri vrste bioloskih u¢inkov

obsevanja z laserjem: fotobiokemicni, fototermalni in fotoionizirajoc¢i ucinek.
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(a) Fotobiokemic¢ni ucinek temelji na specificnih kemic¢nih in metabolnih reakcijah
znotraj celice (fotoindukcija, fotoresonanca in fotoaktivacija) zdruzenih v t. i.
biostimulacijske reakcije, ki jih sprozi obsevanje s Sibkimi in srednje mo¢nimi laserji.
Biostimulacija je ucinek t. i. fotodinamskega zdravljenja, ki se Ze dalj ¢asa uporablja

v medicini in je v razmahu tudi v zobozdravstvu.

(b) Fototermalni ucinek nastane zaradi transformacije svetlobne energije v toplotno. V
odvisnosti od temperature nastopi tkivna koagulacija (60-100°C), oglenitev in
izhlapevanje vode (100-300°C) in izhlapevanje ostalih celi¢nih sestavin (>300°C).
Toplotni u€inek povzro€ajo mocnejsi laserji, npr. CO; laser, Nd:YAG laser in mo¢ni
diodni laserji, ki se uporabljajo predvsem za kirursko odstranitev tkiva, slednja pa sta

ucinkovita tudi v endodontiji.

(¢) Fotoionizirajo¢i u¢inek nastopi ob obsevanju z laserjem mocnejie gostote od 10’
W/em?, v kratkih pulznih intervalih. Svetlobna energija je transformirana v kineti¢no,
prekinejo se kemijske vezi med atomi, kar povzroci disociacijo tkiva do ionov. Kljub
lokalnem segrevanju ni toplotnega uc¢inka na okolisko tkivo, fotoionizirajo¢i ucinek
nastopi pred moznostjo toplotnega udinka. Se moénejsi laserji (10° W/em?)
povzrocijo ob kratkotrajnem obsevanju mehanske poskodbe tkiv, trdna tkiva se

zlomijo.

Vse nasteto vpliva na izbiro laserja in uspesnost zdravljenja v zobozdravstvu. Laserji so
uporabni v vseh vejah zobozdravstva. Natan¢ni kirurski rezi zahtevajo kratko obsevanje z
mocnimi laserji, v endodontiji pa je ucinkovitejSe Casovno daljSe obsevanje z Sibkimi

laserji, kar sprozi proces biostimulacije (Pokora, 2001).

2.8.1 Fotodinamsko zdravljenje v endodontiji

Namen endodontskega zdravljenja je sterilizacija zobne pulpe in koreninskih kanalov. Ker

je visok odstotek zdravljenj s klasi¢nimi endodontskimi metodami neuspeS$nih, bodisi

zaradi perzistence bakterij v anatomsko nedostopnih predelih, mikrobne odpornosti proti
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endodontskim irigantom ali rekontaminacije, prihaja v zadnjem desetletju vse bolj v

veljavo nov pristop k endodontskemu zdravljenju, to je uporaba laserja.

Za razkuzevanje zobnih kanalov se uporabljajo tako mocnejsi kot tudi Sibkejsi laserji.
Prednost obsevanja s Sibkimi laserji je, da ne povzrocajo toplotnega ucinka in s tem
povezanih kolateralnih okvar tkiva (Wainwright, 1998). Fotodinamsko zdravljenje (PDT-
ang. photodynamic therapy) temelji na aktivaciji netoksi¢nega fotosenzoricnega sredstva
(FS) s svetlobo ustrezne valovne dolzine. Aktivirano FS v triplet stanju, reagira z
molekularnim kisikom, nastanejo visoko reaktivne oblike kisika, singlet kisik, in prosti
radikali, kar poskoduje celicne komponente tarénega tkiva. PDT se uporablja pri
zdravljenju razli¢nih malignih in nemalignih bolezni, v zadnjih letih pa se je izkazalo tudi
kot uspesna protimikrobna strategija, predvsem proti lokaliziranim okuzbam s patogenimi

mikroorganizmi, kot so okuzbe ustne votline (Soukos in sod., 2006).

Fotosenzori¢na sredstva so navadno aromatske molekule razli¢nih struktur in zmoznosti
absorbcije razli¢nih valovnih dolzin svetlobe. Uporaba kationskih FS, kot sta toluidinsko
modrilo (TM) in metilensko modrilo (MM), deluje selektivno saj pospesi vezavo in vdor
FS v mikrobne celice in ne v humane. TM in MM nista toksi¢na za humane celice, aktivira
ju ze Sibek infrardeci laserski zarek. TM in MM sta sorodni FS iz fenotiazinske skupine,
tar¢ni mesti njunega delovanja sta celicna membrana in nukleinske kisline (Garcez in sod.,

2007).

Znani sta dve vrsti fotodinamskega ucinka. V reakciji vrste I nastajajo reaktivni prosti
radikali, ki ob reakciji s kisikom tvorijo vodikove perokside membranskih fosfolipidov.
Lipidna peroksidacija poruSi membransko integriteto, kar rezultira v pove€ani prepustnosti.
Tarcna mesta hidroksilnih radikalov so tudi aminolipidi, peptidi, membranski encimi in

receptorji ter nukleinske kisline.

Glavna pot fotooksidacije (reakcija vrste II) mikrobnih celic je oksidacija s singlet
kisikom, katere tarcna mesta so prav tako membranski fosfolipidi, peptidi, steroli (glive),

gvaninske in metioninske baze nukleinskih kislin ter aminokisline, triptofan idr.

(Wainwright, 1998).
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PDT je ucinkovito proti Stevilnim bakterijam, glivam in virusom. V splosSnem so po Gramu
pozitivne bakterije bolj obcutljive za PDT, saj imajo enojni lipidni dvosloj in relativno
prepustno zunanjo steno. Struktura po Gramu negativnih bakterij je kompleksnejSa, z
dvojnim lipidnim dvoslojem. C. albicans se je izkazala ob uporabi TM in PDT za najbolj
odporno, jedrna membrana namre¢ predstavlja dodatno oviro za prodiranje FS. ZmanjSana
obcutljivost C. albicans za PDT je tudi posledica velikosti celice in odpornosti vakuol proti
TM in PDT (Deminova in Hamblin, 2005; Lambrechts in sod., 2005). Tudi E. faecalis,
glavni povzrocitelj neuspe$nega endodontskega zdravljenja, je v nekaterih raziskavah

pokazal zmanjSano obcutljivost za PDT (Soukos in sod., 2006).

Kombinacija PDT in klasicnega endodontskega zdravljenja se je izkazala za najbolj
uspesno. ZmanjSanje mikrobnega bremena je >98 %, kar je znacilno ve¢ kot ob zdravljenju
zgolj z eno od metod. Se pomembneje pa je, da je kombinirano zdravljenje uginkovito tudi
po 24h (Garcez in sod., 2007). PDT poleg uspeSnega protimikrobnega delovanja, stimulira
obnovo okoliskega tkiva, pospesuje celjenje ran in zmanjSuje bolec¢ino. PDT ne povzroca
sistemskih stranskih ucinkov, saj je njegovo delovanje lokalizirano. Zaradi mikrobne

inaktivacije po oksidativni poti, odpornost mikrobov proti PDT ni znana.
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 MATERIAL

Za ugotavljanje protimikrobnega ucinka smo uporabili standardna seva Enterococcus
faecalis ATCC 29212 in Candida albicans ATCC 90028 ter tri protimikrobna sredstva:

e HELBO® 2D Spot Probe in HELBO® TheraLite Laser (HELBO® MINILASER
2075 F dent) v kombinaciji s HELBO® Blue Photosensitizer, (HELBO
Photodynamic Systems GmbH & Co KG, Grieskirchen, Avstrija).

e 0,5 % vodna raztopina klorheksidin diglukonata

e CALXYL® kalcijev hidroksid v pasti (OCO Priparate GmbH, Dirmstein, Nem¢ija).
Sestava: 2.3g kalcijevega hidroksida in 2,7 g barijevega sulfata na 10 g paste.

Za ugotavljanje protimikrobnega ucinka klorheksidin diglukonata in kalcijevega hidroksida
smo uporabili naslednja tekoc¢a gojisca:

e kationsko prilagojen Mueller-Hinton bujon (MHB) (20 do 25 mg Ca*"/L in 10 do
12,5 mg Mg”*/L) (Ferraro M.J. in sod., 2003)

e RPMI 1640 medij (Roswell Park Memorial Institute 1640 medium) (10,4 g RPMI
1640/L, 34,53 g MOPS/L, 1,8 g dekstroze/L , 0,3 g glutamin/L in destilirana voda
do 1L), pH=7

e nevtralizator klorheksidin diglukonata s fiziolosko raztopino (Tween 80, 0,07 %
lecitin in 0,9 % NacCl s histidinom)

e Brain-Heart Infusion (BHI) z 0,5 % citronsko kislino (37 g BHI, 5 g citronska

kislina in destilirana voda do 1L)

3.2 METODE

3.2.1 Dolocanje koncentracije mikrobne suspenzije

Iz kulture standardnih sevov E. faecalis ATCC 29212 in C. albicans ATCC 90028 smo

loceno pripravili 10-kratne serijske razredCine v fizioloski raztopini. V epruveto z 2 ml
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0,85 % raztopine NaCl (bioMerieux, Marcy 1'Etoile, Francija) smo z 10 pl bakteriolosko
zanko dodali 24 urno kulturo standardnega seva E. faecalis oziroma C. albicans, da smo
dosegli gostoto 0,5 McFarland (McF). Gostoto smo izmerili z nefelometrom (bioMerieux,
Marcy I'Etoile, Francija). Vsebino epruvete smo dobro premesali in s pipeto odpipetirali
200 pl suspenzije v epruveto z 1,8 ml fizioloske raztopine. Novo suspenzijo smo ponovno
dobro premesali, zgoraj opisani postopek smo ponavljali, dokler nismo dosegli Zelenih
razredéitev. Nato smo iz vsake epruvete z razred¢inami 107, 10*in 107 odpipetirali 200 pl
in jih inokulirali na plosce z gojis¢em krvni agar (KA). Inokulum smo s sterilno hokejko
razmazali enakomerno po povrsini gojisca in plosce inkubirali 24 ur (E. faecalis) oziroma
48 ur (C. albicans) pri 37°C. Po koncani inkubaciji smo presteli porasle kolonije na $tevnih
ploscah (plosce, na katerih je zraslo 30 — 300 kolonij). Vsaka porasla kolonija na KA je
predstavljala 1 CFU (ang. colony forming units). Razred¢inam smo dolo¢ili koncentracijo

bakterij oziroma gliv v CFU/ml.

3.2.2 In vitro protimikrobni ucinek laserja HELBO® 2D Spot Probe (HELBO®
TheralLite Laser)

Kulturo standardnega seva E. faecalis in C. albicans smo individualno inokulirali v
epruvete z 2 ml sterilne fizioloSke raztopine. Tako smo pripravili ve¢ serij suspenzij, da
smo dosegli gostoto 0,5 do >3 McF. Iz posamezne mikrobne suspenzije smo nato pripravili
10-kratne serijske razred¢ine v 900 pl fizioloske raztopine, od 10" do 10®. V vsako
koncentrirano suspenzijo in vsako razred¢ino smo dodali kapljico fotosenzori¢nega
toluidinskega modrila HELBO® Blue Photosensitizer. Kapljico (10 ul) posameznih
obarvanih suspenzij smo nato prenesli v mikrotitrsko plos¢o s 96 vdolbinicami. Vsako
kapljico smo takoj obsevali z laserjem HELBO® 2D Spot Probe (HELBO® TheraLite
Laser) za 2 minuti (Slika 1). Takoj po obsevanju smo 10 pl kapljico inokulirali na gojisce
KA in plos¢e inkubirali 24-48 ur pri 37°C. Po koncani inkubaciji smo presteli bakterijske

oziroma glivne kolonije. Dolo¢ili smo CFU/ml suspenzije.
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Kot negativne kontrole smo uporabili 10 pl kapljice obarvanih koncentriranih suspenzij in
posameznih razred¢in, ki jih nismo obsevali. Po 2 minutah smo kapljice negativnih kontrol
inokulirali na plos¢e s KA in nadaljevali po enakem postopku kot z obsevanimi

suspenzijami.

Slika 1: Obsevanje 10 pl kapljic mikrobnih suspenzij z laserjem HELBO® 2D Spot Probe (HELBO®
TheraLite Laser) ob dodatku HELBO® Blue Photosensitizer

3.2.3 Invitro protimikrobni u¢inek 0,5 % klorheksidin diglukonata

Kulturo standardnega seva E. faecalis in C. albicans smo individualno inokulirali v
epruvete z 2 ml sterilnega MHB (E. faecalis) oziroma RPMI 1640 medija (C. albicans), da
smo dosegli gostoto 0,5 do >3 McF. Iz posamezne mikrobne suspenzije smo pripravili 10-
kratne serijske razredéine v fiziologki raztopini (od 10™ do 107) in s predhodno opisanim
postopkom (3.2.1) dolo¢ili izhodno koncentracijo mikrobne suspenzije (CFU/ml). Nato
smo v epruveti pripravili 6 ml mikrobne suspenzije, destilirane vode in klorheksidin
diglukonata, v razmerju 1:1:8, dobro premesSali in pustili delovati razliéne Casovne
intervale: 1 min, 5 min, 1 h, 24 h in 7 dni. Po vsakem casovnem intervalu smo 100 pl
meSanice prenesli v epruvetke z 900 pl nevtralizacijskega medija (Tween 80, 0,07 %

lecitin in 0,9 % NaCl s histidinom), da bi ustavili protimikrobno delovanje klorheksidina,
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vsebino smo dobro premesali. Po 5-ih minutah smo suspenzijo redcili v fizioloski raztopini
ter 100 pl iz vsake razred€ine inokulirali na plos¢e s KA in inkubirali 24-48 ur pri 37°C.
Po koncani inkubaciji smo presteli porasle bakterijske oziroma glivne kolonije ter dolo¢ili

CFU/ml suspenzije.

Kot negativne kontrole smo pripravili 6 ml meSanice izhodne mikrobne suspenzije in
fizioloske raztopine v razmerju 1:9, dobro premesSali in inkubirali razlicne Casovne
intervale: 1 min, 5 min, 1 h, 24 h in 7 dni. Po vsakem casovnem intervalu smo z

negativnimi kontrolami postopali enako kot z eksperimentalnimi suspenzijami.

Ustreznost nevtralizatorja smo preverili tako, da smo v bistre epruvetke s klorheksidinom
in nevtralizatorjem, brez mikrobne rasti, dodali 100 pl izhodne mikrobne suspenzije
ustrezne gostote (0,5 do >3 McF) in inkubirali 24 ur. Po koncani inkubaciji smo 100 pl
nove suspenzije inokulirali na plos¢e s KA in ponovno inkubirali 24 ur. Nato smo preverili

mikrobno rast na ploscah.

3.2.4 Invitro protimikrobni u¢inek kalcijevega hidroksida

Kulturo standardnega seva E. faecalis in C. albicans smo individualno inokulirali v
epruvete z 2 ml sterilnega MHB oziroma RPMI 1640 medija, da smo dosegli gostoto 1 do
>3 McF. Dolo¢ili smo izhodno mikrobno koncentracijo vsake od suspenzij. V suspenzije
smo za 5 minut pomocili sterilna papirnata Silca, jih nato prenesli v petrijevke in prekrili s
pasto kalcijevega hidroksida CALXYL® (OCO Priparate GmbH, Dirmstein, Nem&ija). Po
¢asovnih intervalih 1 min, 5 min, lh, 24h in 7 dni, smo papirnata Silca vzeli iz paste in jih
namocili v 1 ml svezega BHI z nevtralizatorjem 0,5 % citronsko kislino. Vsebino smo
dobro premesali ter po 5-ih minutah suspenzijo red¢ili v fizioloski raztopini ter 100 ul iz
vsake razredCine inokulirali na plos¢e s KA in inkubirali 24-48 ur pri 37°C. Z metodo

viabilnega Stetja na plos¢ah, smo doloc¢ili CFU/ml suspenzije.

Kot negativne kontrole smo uporabili sterilna papirnata Silca, pomocena v mikrobno

suspenzijo ustrezne gostote (1 do >3 McF) za 5 minut, ki jih nismo prekrili s pasto
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Ca(OH); in smo ji v petrijevkah inkubirali enake ¢asovne intervale kot eksperimentalna
Silca. Po koncani inkubaciji smo z negativnimi kontrolami postopali enako kot z

eksperimentalnimi Silci.

Ustreznost nevtralizatorja smo preverili tako, da smo v bistre epruvete BHI z 0,5 %
citronsko kislino in papirnatimi §ilci, brez mikrobne rasti, dodali 100 pl izhodne mikrobne
suspenzije ustrezne gostote (1 do >3 McF) in inkubirali 24 ur. Po koncani inkubaciji smo
100 pl nove suspenzije inokulirali na plos¢e s KA in ponovno inkubirali 24 ur. Nato smo

preverili mikrobno rast na plosc¢ah.
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4 REZULTATI

4.1 PROTIMIKROBNI UCINEK LASERJA

4.1.1 In vitro protimikrobni ucinek laserja HELBO® 2D Spot Probe (HELBO®

TheralLite Laser) na E. faecalis

Pripravili smo devet razlicnih suspenzij standardnega seva E. faecalis ATCC 29212 s
koncentracijo 4,7 x 10; 3,7 x 10*; 4,2 x 10%; 4,5 x 10%; 4,6 x 10%; 5,4 x 10%; 6,5 x 10% 7,4 x
10% 1,3 x 10° CFU/ml. V 10 pl kapljicah, ki smo jih obsevali je bilo §tevilo bakterij
sledege: 4,7 x 105 3,7 x 10% 4,2 x 10% 4,5 x 10% 4,6 x 10°% 5,4 x 10°% 6,5 x 10°% 7,4 x 10°
1,3 x 10’ CFU. Po 2 minutnem obsevanju z laserjem, z gostoto mo¢i vsaj 100 mW/cm®
(HELBO Photodynamic Systems GmbH & Co KG, 2003), ob dodatku fotosenzori¢nega
toluidinskega modrila (TM) HELBO® Blue Photosensitizer, smo v sedmih poskusih
dosegli popolno zmanjSanje bakterijske rasti, ne glede na bakterijsko koncentracijo (Slika
2). V dveh poskusih inhibicija ni bila popolna. Po natan¢ni analizi pogojev pri katerih je
potekal poskus smo ugotovili, da je prislo do pojemanja moci laserja zaradi izpraznjenja
baterij, zato rezultata teh dveh meritev nismo upostevali. Dobljeni rezultati so prikazani v

Preglednici 1.

In vitro smo z uporabo HELBO® 2D Spot Probe (HELBO® TheraLite Laser) in HELBO®
Blue Photosensitizer po dveh minutah dosegli zmanj$anje koncentracije E. faecalis za

povpre¢no 6.6 logaritmov.

4.1.2 In vitro protimikrobni ucinek laserja HELBO® 2D Spot Probe (HELBO®

TheralLite Laser) na C. albicans

Pripravili smo sedem razli¢nih suspenzij standardnega seva C. albicans ATCC 90028, ki
so vsebovale 2,4 x 10% 2,4 x 10% 2,4 x 10% 3,6 x 10% 4,8 x 10% 5,1 x 10°% 5,8 x 10°

CFU/ml. Po 2 minutnem obsevanju z laserjem ob dodatku TM smo dosegli zmanjSanje
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glivne rasti za 0,8; 1,0; 2,1; 2,3; 2,1; 1,6 in 0,1 logaritmov (Slika 3). Dobljeni rezultati so

prikazani v Preglednici 2.

In vitro smo z uporabo HELBO® 2D Spot Probe (HELBO® TheraLite Laser) in HELBO®
Blue Photosensitizer po dveh minutah dosegli zmanjSanje C. albicans za povpre¢no 1,4

logaritma.

Slika 2: Primeri popolnega zmanjsanja rasti E. faecalis po 2 minutnem obsevanju z laserjem HELBO® 2D
Spot Probe (HELBO® TheraLite Laser) ob dodatku HELBO® Blue Photosensitizer. Vrsta K — negativne
kontrole (inokulirane 10 ul kapljice suspenzije E. faecalis brez obsevanja). Koli¢ina E. faecalis v 10 pl
kapljici: I 1,3 x 10" CFU; 11 4,5 x 10° CFU; 111 4,7 x 10° CFU. Vrsta L — inokulirane 10 pl kapljice suspenzije
E. faecalis po obsevanju.



Baranasic¢ P. Primerjava protimikrobnega uéinka laserja, klorheksidina in kalcijevega hidroksida na bakterijo E. faecalis in glivo C. albicans.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega $tudija mikrobiologije, 2007

Preglednica 1: Protimikrobni u¢inek laserja HELBO® 2D Spot Probe (HELBO® TheraLite Laser) na
Enterococcus faecalis ATCC 29212

38

Gostota Izh Konc. ZmaniSanie
izhodne - kon¢ne mikm{)ne Ja
suspenzije Susp- Redcitev suspenzije bremenf
E. faecalis [CFU] E. faecalis [log]
[McF] 10" | 102 | 107 | 10 | 105 | 10° | 107 | 1SFVIOM
Kontrola [CFU]
E E E 499 |45 4,7 x 10°
0,5 Laser [CFU] 5,7
0 0 0 0 0 0
Kontrola [CFU]
E E E E 139 |16 |2 1 3,7 x 10°
1 Laser [CFU] 6,6
0 0 0 0 0 0 0 0 0
Kontrola [CFU]
E E E E 650 |27 |0 0 4,6 x 10°
2 Laser [CFU] 6,7
0 0 0 0 0 0 0 0 0
Kontrola [CFU]
E E E E 331 |44 |6 0 4,5 x 10°
2 Laser [CFU] 6,6
0 0 0 0 0 0 0 0 0
Kontrola [CFU]
E E E E 487 |37 |4 0 4,2 x 10°
3 Laser [CFU] 4,3
415 2 0 0 0 0 0 0 2,1 x 10?
Kontrola [CFU]
E E E E 495 |61 |5 5,4 x 10°
3 Laser [CFU] 6,7
0 0 0 0 0 0 0 0
Kontrola [CFU]
E E E E 593 |67 |7 6,5 x 10°
3 Laser [CFU] 34
0 0 44 |1 4 2,7 x10°
Kontrola [CFU]
E E E E E 89 |9 2 1,3 x 10’
>3 Laser [CFU] 7,1
0 0 0 0 0 0
Kontrola [CFU] 6
E E E E E 98 5 0 7,4 x 10
>3 Laser [CFU] 6,9
0 0 0 0 0 0

Legenda: E ...

nestevno Stevilo kolonij; /

... brez meritve
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Preglednica 2: Protimikrobni ué¢inek laserja HELBO® 2D Spot Probe (HELBO® TheraLite Laser) na

Candida albicans ATCC 90028

Gostota Izh Konc. ZmaniSanie
izhodne 2. konc¢ne mikm{)ne Ja
suspenzije Susp- Redcitev suspenzije bremenf
C. albicans (CFU] C. albicans [log]
McF CFU/10pl
[McF] 10" | 107 | 10° | 10* | 105 | 10° | M
Kontrola [CFU]
E E 227 |26 2.4 x 10*
0,5 Laser [CFU] 0,8
E 117 |26 |0 3,8x10°
Kontrola [CFU]
E E 267 |21 2,4 x10*
0,5 Laser [CFU] 1,0
e E 325 [3 |3 2,2 x 10° ’
Kontrola [CFU]
E E 267 |21 2.4 x 10*
Laser [CFU 2,1
05 werlU e J2s |1 o 1.8 x 10? ’
Kontrola [CFU]
E E 300 |41 3,6 x 10*
0,5 Laser [CFU] 2,3
e E |26 |1 o 1,8 x 10° '
Kontrola [CFU]
E E 355 (39 |7 0 0 4,8 x 10*
1 Laser [CFU] 2.1
271 |72 |1 0 0 0 0 3,6 x 107
Kontrola [CFU]
E E 456 |47 |6 0 0 5,1 x 10*
1 Laser [CFU] 1,6
E 129 |12 |1 0 0 0 1,2 x 10°
Kontrola [CFU]
E E 506 |62 |6 kon. |0 58 x10°
1 Laser [CFU] 0,1
E E 398 |56 |4 0 0 4,5 x 10*
Legenda: E ... neStevno Stevilo kolonij; /... brez meritve; kon. ... kontaminacija
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Slika 3: Primeri popolnega zmanj3anja rasti C. albicans po 2 minutnem obsevanju z laserjem HELBO® 2D
Spot Probe (HELBO® TheraLite Laser) ob dodatku HELBO® Blue Photosensitizer. Vrsta K — negativne
kontrole (inokulirane 10 pl kapljice suspenzije C. albicans brez obsevanja; koli¢ina C. albicans v 10 pl
kapljici: I 3,6 x 10*CFU; 11 3,6 x 10° CFU; 111 3,0 x 10 CFU; IV 4,1 x 10 CFU). Vrsta L — inokulirane 10 pl
kapljice suspenzije C.albicans po obsevanju; koli¢ina C. albicans v 10 pl kapljici: I 1,8 x 10> CFU; II 2,6 x
10 CFU; III 1,0 CFU; IV ni rasti.

4.2 PROTIMIKROBNI UCINEK KLORHEKSIDINA
4.2.1 In vitro protimikrobni uc¢inek 0,5 % klorheksidin diglukonata na E. faecalis

Pripravili smo tri suspenzije E. faecalis razli¢nih koncentracij, ki so vsebovale 1,4 x 10°;
6,0 x 10% in 8,9 x 10® CFU/ml. Po dodatku CHX smo eksperimentalne mesanice inkubirali

razli¢ne ¢asovne intervale. Rezultati so prikazani v Preglednici 3.

Kot je razvidno iz Preglednice 3, je prislo do popolne inhibicije bakterijske rasti ze po 1
minuti delovanja CHX (Slika 4), razen v primeru povecane bakterijske koncentracije (>3

MCcF), kjer je bilo popolno zmanjSanje bakterijske rasti dosezeno po 1 uri inkubacije.
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Z uporabo 0,5 % CHX diglukonata smo v 1 minuti dosegli zmanjSanje rasti E. faecalis za
povprecno 6,2 logaritmov, v 5-ih minutah za 7,4 logaritmov in v 1 uri za 8,9 logaritmov.

Bakterijske rasti tudi po 24-ih urah in 7-ih dneh inkubacije s CHX nismo zaznali.

4.2.2 Invitro protimikrobni u¢inek 0,5 % klorheksidin diglukonata na C. albicans

Pripravili smo tudi tri izhodne suspenzije C. albicans koncentracij 3,5 x 10% 1,6 x 10’ in
4,2 x 10" CFU/ml. Popolno zmanj$anje glivne rasti smo dosegli Ze po 1 minuti inkubacije z
CHX, neodvisni od mikrobne koncentracije (Slika 5). Dobljeni rezultati so prikazani v

Preglednici 4.

Kot je razvidno iz Preglednice 4, 1 minutno delovanje 0,5 % CHX diglukonata rezultira v
zmanj$anju koncentracije C. albicans za povpre¢no 7,2 logaritmov. Glivne rasti nismo

zaznali tudi po 24-ih urah in 7-ih dneh inkubacije s CHX.

Slika 4: Primer popolnega zmanj$anja rasti E. faecalis po 1 minuti delovanja 0,5 % klorheksidin diglukonata.
Plos¢a K — negativna kontrola (inokulirana suspenzija E. faecalis koncentracije 5,9 x 10® CFU/ml, ki ni bila
izpostavljena klorheksidin diglukonatu. Plos¢a CHX - inokulirana suspenzija E. faecalis koncentracije 5,9 x
108 CFU/ml, po 1 minutni izpostavitvi klorheksidin diglukonatu.
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Preglednica 3: Protimikrobni uéinek 0,5 % klorheksidin diglukonata (CHX) na Enterococcus faecalis ATCC

29212
Gostota Cas Konc. 7 oy .
izhodne | Inku Redcitev ronent {Ilan]san]e

suspenzije | bacije suspenzije mikrobnega
/ . bremena
E. faecalis E. faecalis llog]
[McF] [CFU/ml]
konc.| 107 | 102 | 107 | 10* | 10° | 10° | 107
Izh. susp.
[CFU] E E |E |E E 170 {10 |0 1,4 x 10
CHX - |E E |E [187 |16 |3 0 2,1 x10*
Smin [CHX + |0 0 o Jo Jo Jo TJo 0 8,3
CHX - |E E |E [303 [kon. |2 0 2,5x10°
. 1h [CcHX + |0 0 _Jo Jo o 0 |0 0 8,4
CHX - |E E |E |[374 [45 |3 0 3,7 x 10
6h |cHX + |0 o (o Jo TJo 0 |o 0 8,6
CHX - [E E |E [211 [26 0O 0 2,4 x 10
24h [CHX + |0 0 o o 0 8,4
CHX - |E E |[E [84 |12 1,0 x 10°
7dni [CHX + |0 0 [0 Jo 0 7,0
1zh. susp.
[CFU] E E [E |E |E 625 |46 |7 6,0 x 10°
CHX - |E E [E [E |66 |1 1 0 5,9 x 10
Imin [CHX + [0 0 0 0 0 8.8
CHX - |E E E E 68 6 kon. |0 6,4 x 10°
3 Smin [CHX + |0 0 Jo Jo 0 8,8
CHX - |E E E E 97 |4 0 0 6,9 x 10°
1h [CHX + |0 0 o Jo 0 8,8
CHX - [E E |E |[E 109 |6 0 0 |85x10°
24h [cHX + |0 0 |0 Jo 0 8,9
CHX - |E E |E 347 55 |3 4,0 x 10
7dni [CHX + |0 0 |o Jo 0 7,6
Izh. susp.
[CFU] E E |E |E E E 97 |8 8,9 x 10°
CHX - |[E E |E |E 198 [20 |1 1,7 x 10°
Imin [CHX + |255 |31 |[5 3,6 x 10° 3,7
CHX - |E E | |E 180 {19 |0 1,9 x 10°
3 Smin [CHX + |1l |0 o 1,1 x 10* 5,2
CHX - |E E |E I|E 80 |18 |3 4,3 x 10°
1h [cHx + [o 0 |0 0 9,6
CHX - |[E E |E |E 149 [13 |0 1,4 x 10°
24h [cHx + [0 0 |o 0 9,1
CHX - |E E |E |E 80 |8 0 8,0 x 10°
7dni [CHX + [0 0 |o 0 7,9
Legenda: CHX - ... brez klorheksidin diglukonata, negativna kontrola; CHX + ... s klorheksidin

diglukonatom; E ...

nestevno Stevilo kolonij; /... brez meritve; kon. ... kontaminacija
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Preglednica 4: Protimikrobni u¢inek 0,5 % klorheksidin diglukonata (CHX) na Candida albicans ATCC

90028
Gostota Cas . l:i (l)ll(;::le ZmaniSani
izhodne Inku Redcitev .. . Jsanje

a0 i suspenzije | mikrobnega
suspenzije bacije C. bremena
C. albicans albicans [log]
IRIEH] a ez lvas Lant Lvas |1 | [CFUMI
konc. [ 107 | 102|107 |10 |10% |10
1zh. susp.
[CFU] E E E 365 (33 3,5 x 10°
CHX - |E 400 |52 |2 |o 3,7 x10°
1min [CHX + [0 o Jo [o o 0 6,6
CHX - |[E 373 131 |4 0 3,6 x 10°
) S5min [CHX + [0 o [o Jo o 0 6,6
CHX - |E 485 42 |5 0 4,7 x 10°
1h [CHX + |0 0 0 0 0 0 6,7
CHX - |E E (294 [35 |4 3,5 x 10’
24h |CHX + 0 0 0 0 0 0 7,5
CHX - |E E [93 [14 |1 1,1 x 10’
7dni [CHX + [0 o Jo [o To 0 7,0
Izh. susp.
[CFU] E E E E 192 [13 [0 |1,6 x 107
CHX - |E E [171 |16 [2 [0 [o [1,8x107
1min [CHX + |0 o o Jo o 0 7,3
CHX - |E E 206 |37 |1 0 |0 [23x10
, Smin [CHX + |0 o Jo [o o 0 7,4
CHX - |E E |61 |21 [0 o |0 [1,9x10’
lh [cHX + |0 0 o [0 Jo 0 7,3
CHX - E E 370 [40 |3 0 3,6 x 107
24h [cHx + [0 0 |o 0 7,6
CHX - |E E |155 |9 |2 1,5 x 10’
7dni [cHX + [0 0 |o 0 7,2
1zh. susp.
[CFU] E E |E |E 425 |44 |4 [43x10
CHX - |E E |469 [46 |5 0 4,8 x 107
Imin [CHX + [0 0 |o 0 0 1,7
CHX - |E E |476 [61 |7 0 6,0 x 107
S5min [CHX + [0 0 [o TJo 0 7,8
>3 CHX - |E |E 412 |42 [6 |o 48 x 10
1h [CHX + |0 o |o Jo 0 7,7
CHX - E E 494 153 |7 0 5,7 x 10’
24h [CHX + |0 0 |o 0 7,7
CHX - |E E [226 [20 |0 0 2,1 x 10’
7dni [CHX + |0 0 o 0 7,3
Legenda: CHX - ... brez klorheksidin diglukonata, negativna kontrola; CHX + ... s klorheksidin

diglukonatom; E ...

nestevno Stevilo kolonij; /... brez meritve
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Slika 5: Primer popolnega zmanj$anja rasti C. albicans po 1 minuti delovanja 0,5 % klorheksidin
diglukonata. Ploi¢a K — negativna kontrola (inokulirana suspenzija C. albicans koncentracije 1,8 x 10’
CFU/ml, ki ni bila izpostavljena klorheksidin diglukonatu. Plo§¢a CHX - inokulirana suspenzija C. albicans
koncentracije 1,8 x 10’ CFU/ml, po 1 minutni izpostavitvi klorheksidin diglukonatu.

4.3 PROTIMIKROBNI UCINEK KALCIJEVEGA HIDROKSIDA
4.3.1 Invitro protimikrobni ucinek kalcijevega hidroksida na E. faecalis

Pripravili smo tri suspenzije E. faecalis s koncentracijo 1,3 x 108; 5,9 x 10® in 6,8 x 108
CFU/ml. Papirnata $ilca pomocena v izhodne suspenzije E. faecalis so absorbirala 2,3 x
10% 4,1 x 10% 1,4 x 10° CFU/ml suspenzije. Popolno zmanjianje bakterijske rasti smo
dosegli 1 uro po premazu Silc s pasto Ca(OH); (Slika 6). Tudi po 24-ih urah in 7-ih dneh

inkubacije rasti E. faecalis nismo zaznali. Rezultati so prikazani v Preglednici 5.

Iz rezultatov je razvidno, da 1 urni stik E. faecalis s pasto Ca(OH), rezultira v zmanj$anju

bakterijske koncentracije za povprecno 6,4 logaritmov.
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4.3.2 Invitro protimikrobni ucinek kalcijevega hidroksida na C. albicans

Pripravljene izhodne suspenzije C. albicans so vsebovale 8,0 x 10% 2,5 x 10" in 3,7 x 10’
CFU/ml. Papirnata $ilca pomocena v izhodne suspenzije C. albicans so absorbirala 4,0 x
10%; 1,4 x 10° in 2,4 x 10° CFU/ml suspenzije. Popolno zmanj$anje glivne rasti smo dosegli
1 uro po premazu Silc s pasto Ca(OH), (Slika 7). Tudi po 24-ih urah in 7-ih dneh

inkubacije rasti C. albicans nismo zaznali. Rezultati so prikazani v Preglednici 6.

Iz rezultatov je razvidno, da 1 urni stik C. albicans s pasto Ca(OH); rezultira v zmanjSanju

koncentracije gliv za povprecno 5,1 logaritmov.

Slika 6: Primer popolnega zmanjSanja rasti E. faecalis po 1 uri delovanja kalcijevega hidroksida. Plos¢a K —
negativna kontrola, inokulirana suspenzija E. faecalis koncentracije 2,3 x 10° CFU/ml, ki ni bila izpostavljena
kalcijevemu hidroksidu. Plos¢a Ca(OH), - inokulirana suspenzija E. faecalis koncentracije 2,3 x 10° CFU/ml,
po 1 urni izpostavitvi kalcijevemu hidroksidu.
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Preglednica 5: Protimikrobni uc¢inek kalcijevega hidroksida [Ca(OH),] na Enterococcus faecalis ATCC

29212
Gostota Cas Konc. 7 v .
izhodne | Inku Redcitev kon¢ne manjsanje

e I .. | mikrobnega
suspenzije bacije suspenzije | . ena
E. faecalis E. faecalis llog]

[McF] [CFU/ml]
konc. | 10| 10| 107| 10*| 10°| 10| 107
Izh. susp.
[CFU] E E |E |E |E |132]13 |0 |13x10®
Ca(OH), - |E E |E [276 [19 |0 2,3 x 10°
1h [caon),+ [0 o |o [0 Jo Jo 0 6,4
Ca(OH), - |E E |E |E [52 |4 |0 4,6 x 10°
| 24h  [Ca(OH),+ |0 0 o |o 0 6,7
Ca(OH), - |[E E [456 |27 [4 |2 7,8x 10°
72h | Ca(OH),+ |0 0 0 0 0 5.9
Ca(OH), - |E 109 [7 |1 o |o 9.3 x 10°
7dni | Ca(OH),+ [0 0 |0 |o 0 3.9
Izh. susp.
[CFU] E E |[E |[E |E [405]35 |10 |59x10°
Ca(OH), - |[E E |E 442 [49 |3 4,1 x 10°
1 min [Ca(OH),+ |E E [525[57 [4 o 5,0 x 10° 0,9
Ca(OH), - |E E |[E [343 (38 [4 3,7 x 10°
5 |3min [Ca(OH),+ [E 286 [32 [4 [o o 3,4 x 10° 2,0
Ca(OH), - |E E [E [192]18 |1 1,6 x 10°
1h [caOH),+ [0 0 |0 Jo 0 6,2
Ca(OH), - [E E [E [207 |30 [4 3,0 x 10°
24h | Cca(OH),+ [0 0 [0 |o 0 6,5
Ca(OH), - [194 (24 o |o o 2,2x10°
7dni [Ca(OH),+ |0 0 |0 0 33
Izh. susp.
[CFU] E E |E |E |[E |E [95 [4 |68x10°
Ca(OH), - |E E [E [183]15 |1 1,4 x 10°
1 min [Ca(OH),+ |E 58 |5 |t Jo o 6,9 x 10° 2,3
Ca(OH), - |E E [E [96 [19 |2 1,6 x 10°
o [5min [CaOm),+ |5 1 [t Jo fo To 3,8 x 10° 3,6
Ca(OH), - |E E [E [385 (47 |2 3,5x 10°
1h [caOH),+ |0 0 |0 0 6,5
Ca(OH), - |E 284 [32 [2 o [o [o 2,7 x 10*
24h  [Ca(OH),+ |0 0 |o 0 4,4
Ca(OH), - [0 0 |o o [o Jo 0
7dni [Ca(OH),+ [0 0 |o 0 0

Legenda: Ca(OH), - ... brez kalcijevega hidroksida, negativna kontrola; Ca(OH), + ... s kalcijevim

hidroksidom; E ...

nestevno Stevilo kolonij; /... brez meritve
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Preglednica 6: Protimikrobni uéinek kalcijevega hidroksida [Ca(OH),] na Candida albicans ATCC 90028

& Konc.
.Gostota Lis Redgi kon¢ne | ZmanjSanje
izhodne | Inku edcitey . .
ag o suspenzije | mikrobnega
suspenzije bacije C. T
C. albicans e [log]
[McK] oz Lvas Liat Lins |vns | [CFU/mI]
konc. [ 10" | 102 (107 |10 |10° |10
1zh. susp.
[CFU] E E |E |E [70 |9 8,0 x 10°
Ca(OH),- |E 420 47 |3 0 0 4,0 x 10*
Smin [Ca(OH),+ |61 |6 [0 [0 [o Jo 6,1 x 10° 1,8
Ca(OH), - |E 570 [56 |3 0 0 4,8 x 10*
’ 1h [caOH),+ [0 o Jo o Jo TJo 0 4,7
Ca(OH),- [271 [16 |5 0 0 0 3,1x10°
24h [Ca(OH),+ |0 0 [o TJo 0 3,5
Ca(OH), - |0 o0 [o Jo o 0 0
7dni [Ca(OH),+ [0 0 [o To 0 0
Izh. susp.
[CFU] E E |E |E [234 [26 O 2,5 x 107
Ca(OH),- [E_ |E [104 |12 |2 |0 1,4 x 10°
1 min [Ca(OH), + |6 4 |t To o o 4,8 x 10° 2,5
Ca(OH), - |E E 127 {10 |1 0 1,1 x 10°
3 Smin [caOH),+ [221 [20 [3 [o Jo Jo 2,4x10° 1,7
Ca(OH),- |E E 185 |19 |0 0 1,9 x 10°
1h [Ca(OH),+ [0 0 0 0 0 53
Ca(OH), - |E 92 |7 1 0 0 8,7 x10°
24h | Ca(OH),+ |0 0 0 0 0 3.9
Ca(OH), - |2 0 0 2,0 x 10"
7dni [Ca(OH),+ [0 0 |0 0 1,3
Izh. susp.
[CFU] E E |E |E [346 |45 |3 3,7 x 10’
Ca(OH),- |[E E [259 [35 |1 0 2,4 x 10°
I min [Ca(OH),+ |[E [675 [70 |9 O 7,6 x 10° 0,5
Ca(OH), - |E E [325 |25 |2 0 2,6 x 10°
3 5min [Ca(OH),+ [66 [11 |o [0 o 8,8 x 10” 2,5
Ca(OH),- |E E [117 |4 |4 0 1,9 x 10°
1h [caoH),+ [0 0 |o 0 5,3
Ca(OH), - |E E |E 9% |5 7,3 x 10°
24h | Ca(OH),+ [0 0 Jo 0 5,9
Ca(OH), - [157 |17 o0 1,6 x 10°
7dni [Ca(OH),+ [0 0 [o 0 3,2

Legenda: Ca(OH), - ... brez kalcijevega hidroksida, negativna kontrola; Ca(OH), + ... s kalcijevim

hidroksidom; E ... neStevno $tevilo kolonij; /... brez meritve
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Slika 7: Primer popolnega zmanjSanja rasti C. albicans po 1 uri delovanja kalcijevega hidroksida. Plo§¢a K —
negativna kontrola, inokulirana suspenzija C. albicans koncentracije 1,4 x 10° CFU/ml, ki ni bila
izpostavljena kalcijevemu hidroksidu. Plos¢a Ca(OH), - inokulirana suspenzija C. albicans koncentracije 1,4
x 10° CFU/ml, po 1 urni izpostavitvi kalcijevemu hidroksidu.

4.4  KONTROLA  USTREZNOSTI NEVTRALIZACIJSKIH MEDIJEV  ZA
KLORHEKSIDIN IN KALCIJEV HIDROKSID

Nevtralizacijska medija (Tween 80, 0,07 % lecitin in 0,9 % NaCl s histidinom) in BHI z
0,5 % citronsko kislino sta se izkazala kot ustrezna nevtralizatorja za CHX oziroma
Ca(OH),, saj je po dodatku mikrobne suspenzije v bistre epruvetke s CHX in
nevtralizatorjem oziroma s Ca(OH), in nevtralizatorjem, na plos¢ah po 24-ih urah
inkubacije porasla mikrobna kultura odgovarjajoCega seva. V kolikor rasti ne bi bilo,
nevtralizacija CHX oziroma Ca(OH); ne bi bila popolna in bi bilo potrebno uporabiti drugi

nevtralizator.

4.5 PRIMERJAVA PROTIMIKROBNEGA UCINKA LASERJA, KLORHEKSIDINA
IN KALCIJEVEGA HIDROKSIDA

Iz Slike 8 je razvidno, da je protimikrobno delovanje laserja HELBO® 2D Spot Probe
(HELBO®TheraLite Laser) in HELBO® Blue Photosensitizer uéinkovitejse proti E.
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faecalis kot proti C. albicans. Pri obsevanju suspenzije C. albicans, popolnega zmanjSanja
mikrobnega bremena nismo dosegli v nobenem poskusu, Ze pri nizjih mikrobnih
koncentracijah. Opazimo tudi, da se protimikrobni ucinek laserja z naraS¢anjem mikrobne

koncentracije bistveno ne spreminja.

8,0

B E. faecalis
OC. albicans
0,0 - T
0,5 1 2 3 >3

o
o

Zmanjsanje mikrobnega bremena (log)
N I
© =)

Gostota mikrobne suspenzije (McF)

Slika 8: Povpre¢no zmanjianje mikrobnega bremena ob uporabi laserja HELBO® 2D Spot Probe
(HELBO®TheraLite Laser) in HELBO® Blue Photosensitizer v odvisnosti od gostote mikrobne

suspenzije

Slika 9 prikazuje visoko stopnjo zmanjSanja mikrobnega bremena (>6 log) Ze po 1 minuti
delovanja CHX tako za E. faecalis kot za C. albicans. Popolno zmanjsanje rasti C.
albicans nastopi ze po 1 minuti (7,2 log) in ostaja relativno nespremenjeno tudi 7 dni po
dodatku CHX. Inhibicija E. faecalis s CHX s ¢asom naras¢a in pri visji gostoti mikrobne
suspenzije (>3 McF) doseze popolno zmanjSanje mikrobne rasti (8,9 log) po 1 uri

delovanja. Protimikrobni u¢inek CHX ostaja relativno nespremenjen tudi po 7 dneh.
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Slika 9: Povpre¢no zmanjsanje mikrobnega bremena ob uporabi 0,5 % klorheksidin diglukonata v odvisnosti
od Casa delovanja

Slika 10 prikazuje protimikrobni ucinek Ca(OH), na E. faecalis in C. albicans. Opazimo
znacilno nizZjo stopnjo zmanjSanja mikrobnega bremena po 1 in 5 minutah delovanja
Ca(OH), (1,5-2,8 log). Popolno inhibicijo mikrobne rasti smo pri obeh mikroorganizmih
dosegli po 1 uri (6,4 log in 5,1 log). Padec mikrobnega bremena po 24 urah in 7 dneh po
nanosu Ca(OH), ni posledica nepopolne inhibicije rasti, pa¢ pa nizje mikrobne

koncentracije negativnih kontrol (izsusitev papirnatih §ilc).
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Slika 10: Povprecno zmanjsanje mikrobnega bremena ob uporabi kalcijevega hidroksida v odvisnosti od ¢asa

delovanja
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

V ustih zdravega odraslega ¢loveka je vec kot 300 vrst mikroorganizmov, ki predstavljajo
stalno ustno floro in so v stabilnem odnosu z gostiteljem. Na povrSini zob se mikrobi
nahajajo v zobnih oblogah. Kadar se bakterije v zobnih oblogah namnozijo v taki koli¢ini,
da pride do spremembe odnosov in se organizem ni ve¢ sposoben braniti, se razvije zobna
gniloba. Pri nastanku zobne gnilobe sodelujejo gostitelj, mikroorganizem in substrat,
skupni vpliv vseh treh dejavnikov povzro¢i demineralizacijo zobne sklenine in dentina.
Okvara zobne povr§ine omogoc¢i vdor mikroorganizmov in njihovih produktov v zobno
pulpo. Mikroorganizmi, ki povzrocajo vnetje zobne pulpe so najveckrat nizkovirulentni,
vendar imajo razli¢ne virulen¢ne faktorje, ki omogocajo vdor v zobni organ. PravoCasna
oskrba zobne pulpe in odstranitev bakterij, omogoda vrnitev pulpe v prvotno stanje. Ce
pulpalna ali periapikalna vnetja nepravilno zdravimo ali jih sploh ne zdravimo, se vnetje

razSiri v mehka in trdna tkiva (Dragas, 1996).

Endodontija je del zobozdravstva, ki se ukvarja s profilakso, diagnostiko in zdravljenjem
zobne pulpe in pulpogenih parodontopatij (Vrbosek, 1995). Endodontsko zdravljenje
poteka v treh sejah, pri katerih odmrlo in okuZeno pulpo mehansko in kemi¢no odstranijo,
pulpno votlino razkuzijo z razli¢nimi iriganti ter v tretji seji neprepustno zaprejo (Klemenc,
2005). Uspesnost endodontskega zdravljenja je v najvecji meri odvisna od sterilizacije
koreninskega sistema zoba, zato je izbira ustreznega intrakanalnega iriganta, predvsem
med dvema endodontskima sejama, kljunega pomena. V nasprotnem primeru se

mikroorganizmi v nekaj dneh namnozijo do zacetnega Stevila.

V diplomski nalogi smo primerjali protimikrobni u¢inek dveh najpogosteje uporabljenih
endodontskih irigantov, 0,5 % klorheksidin diglukonat in kalcijev hidroksid ter
ucinkovitost novejSega pristopa k endodontskemu zdravljenju, t. i. fotodinamsko
zdravljenje. V raziskavo smo vkljucili standardna seva bakterije E. faecalis ATCC 29212

in glive C. albicans ATCC 90028. E. faecalis in C. albicans sta najpogostejSa vzroka
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neuspeSnega endodontskega zdravljenja, visoka toleranca za bazicen pH ju uvrS¢a med

najodpornejSe mikrobne vrste v ustni votlini.

Za vrednotenje protimikrobnega ucinka endodontskih irigantov smo uporabili metodo
neposredne izpostavitve (DET), s pomoc¢jo katere smo dolocili ¢as potreben za popolno
inhibicijo mikrobne rasti. Metoda DET je natan¢na in ucinkovita saj temelji na
neposrednem in tesnem stiku mikroorganizma in iriganta, razlicnim formulacijam
protimikrobnega agensa dopusca podobne pogoje za difuzijo in je neodvisna od drugih
variabilnih dejavnikov (Vianna in sod., 2005). Kot in vitro metoda pa ima tudi dolo¢ene
omejitve, ki ne odrazajo in situ razmer. In vitro tezko doseZemo ustrezno mikrobno
strukturo in naravo endodontskih okuzb. Prisotnost biofilmov namre¢ zahteva daljSe in
izdatnejSe delovanje protimikrobnih irigantov. Pomembna sta tudi vrsta in prostornina
rastnega medija. V diplomski nalogi smo za testiranje protimikrobnega ucinka CHX in
Ca(OH), uporabili znacilno ve¢jo prostornino rastnega medija (1 ml in 6 ml) kot je
prostornina koreninskih kanalov (cca. 10 pl). Posledicno je bila koncentracija
protimikrobnega iriganta nizja kot v in situ razmerah, iz ¢esar bi lahko sklepali o $e boljsi
ucinkovitosti testiranega iriganta in situ. Navkljub temu pa v koreninskem sistemu zoba
prihaja do izmenjave tekocCine, kar prav tako rezultira v zmanjSani koncentraciji iriganta.
Poleg tega puferski ucinek dolo¢enih komponent dentina prispeva k dodatnemu

zmanjsanju protimikrobnega ucinka.

Kvantifikacija mikrobnega bremena ob razli¢nih ¢asovnih intervalih med testiranjem je
omogocila dolocCitev optimalnega Casa delovanja endodontskega iriganta za dosego
maksimalnega protimikrobnega ucinka. Najboljsi protimikrobni uéinek smo in vitro
dosegli z uporabo 0,5 % klorheksidin diglukonata. Popolno zmanjsanje rasti E. faecalis in
C. albicans smo pri mikrobni koncentraciji 10’ in 10® CFU/ml zaznali e po 1 minuti
delovanja, pri povisani koncentraciji E. faecalis, 10° CFU/ml pa po 1 uri. Protimikrobni
uc¢inek CHX je med drugim odvisen tudi od koncentracije mikrobnega bremena. V
primerjavi s Ca(OH); se je, v raziskavi Schafer in Bossman (2005), CHX prav tako izkazal

za uCinkovitejsi irigant proti E. faecalis.
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Popolno zmanjsanje rasti C. albicans smo dosegli po 1 minuti delovanja CHX. Tudi
Skaleri¢ (1995) poroc¢a o in vitro in in vivo ucinkovitosti CHX proti C. albicans.

In vitro protimikrobni u¢inek HELBO® 2D Spot Probe (HELBO® TheraLite Laser) v
kombinaciji s HELBO® Blue Photosensitizer na E. faecalis je bil primerljiv z u¢inkom 0,5
% CHX. Popolno zmanjSanje mikrobne rasti smo dosegli po 2 minutnem obsevanju ne
glede na mikrobno koncentracijo. Poskusa z nizjo stopnjo zmanjSanja mikrobnega bremena

pa dokazujeta, da je protimikrobni u¢inek laserja odvisen od moci zarka.

V nasprotju z E. faecalis, je bil protimikrobni u¢inek laserja na C. albicans znacilno nizji,
1,4 log po 2 minutnem obsevanju, kar je tudi veliko nizje v primerjavi z u¢inkom CHX
(7,2 log) in Ca(OH); (5,1 log) na C. albicans. Zmanjs$ana obcutljivost C. albicans za PDT
je najverjetneje posledica celi¢ne velikosti in strukture. Jedrna membrana in vakuole naj bi
predstavljale oviro za prodiranje toluidinskega modrila (Demidova in Hamblin, 2005;
Lambechts in sod., 2005). O mehanizmu odpornosti C. albicans proti PDT in

endodontskim irigantom je malo znanega.

Najpocasnejsi protimikrobni ucinek smo dosegli z uporabo Ca(OH),, popolno inhibicijo
rasti E. faecalis in C. albicans smo zaznali 1 uro po nanosu. Tudi v raziskavi Vianna in
sod. (2005), sta se E. faecalis in C. albicans izkazala kot manj obcutljiva za delovanje
Ca(OH),. Za popolno inhibicijo mikrobne rasti so in vitro, z uporabo metode neposredne

izpostavitve, potrebovali kar 24 ur.

Stopnjo zmanjSanja mikrobnega bremena ob delovanju CHX (Slika 9) in Ca(OH); (Slika
10), ne moremo neposredno primerjati. Za 2 log nizja stopnja inhibicije Ca(OH); je
posledica nizje izhodne mikrobne koncentracije, zaradi omejene absorbcije papirnatih Silc.
V obeh primerih smo dosegli popolno zmanjSanje mikrobnega bremena. Prav tako ne
smemo znizanje mikrobne inhibicije 24 ur in 7 dni po nanosu Ca(OH), tolmaciti kot padec
protimikrobnega ucinka, saj so eksperimentalni pogoji zmanjsali prezivetje mikrobov

negativnih kontrol (izsuSitev papirnatih Silc).
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Ker 7 dni po uporabi CHX in Ca(OH), nismo zaznali mikrobne rasti, bi lahko sklepali o
podalj$anem in vitro protimikrobnem ucinku. S spremljanjem protimikrobnega u¢inka vsaj
14 dni, kolikor traja medsejno obdobje, bi sklep lahko dodatno potrdili.

Pri izvedbi diplomske naloge smo bili casovno omejeni pri uporabi laserja, saj smo ga
dobili na izposojo za 14 dni. Protimikrobni ucinek laserja na C. albicans bi s podaljsanim

obsevanjem ali zamenjavo fotosenzori¢nega sredstva lahko izboljsali.

In situ razmeram bi se lahko bolje priblizali z uporabo ustreznejSega rastnega medija, npr.

red¢eni humani serum ter manjSo prostornino le-tega.

S spremljanjem mikrobne rasti vsaj 48 ur po ustavitvi delovanja iriganta, bi lahko ugotovili

ali je bil protimikrobni u¢inek reverzibilen ali ireverzibilen.
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5.2 SKLEPI

> In vitro smo z uporabo HELBO® 2D Spot Probe (HELBO® TheraLite Laser) in
HELBO® Blue Photosensitizer po dveh minutah dosegli popolno inhibicijo rasti

bakterije E. faecalis. V povpre¢ju smo dosegli zmanj$anje mikrobnega bremena za

6,6 log.

> Po 2 minutnem obsevanju z laserjem HELBO® 2D Spot Probe (HELBO® TheraLite
Laser) in HELBO® Blue Photosensitizer nismo dosegli popolne inhibicije rasti
glive C. albicans. V povpre¢ju je bilo zmanjSanje mikrobnega bremena po

obsevanju 1,4 log.

» Z uporabo 0,5 % klorheksidin diglukonata smo v 1 uri dosegli popolno inhibicijo

rasti E. faecalis. ZmanjSanje mikrobnega bremena je v povprecju znasalo 8,9 log.

» Z uporabo 0,5 % klorheksidin diglukonata smo popolno inhibicijo rasti C. albicans
dosegli Ze po 1 minuti. ZmanjSanje mikrobnega bremena je v povprecju znasalo 7,2

log.

» Ca(OH); se je izkazal za irigant s poCasnejSim protimikrobnim uc¢inkom. Popolno
inhibicijo rasti E. faecalis smo dosegli 1 uro po premazu $ilc s pasto Ca(OH);,

Zmanj$anje mikrobnega bremena je v povprecju znasalo 6,4 log.

» Popolno inhibicijo rasti C. albicans smo dosegli 1 uro po dodatku paste Ca(OH),.

ZmanjSanje mikrobnega bremena je v povprecju znasalo 5,1 log.
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6 POVZETEK

Endodontske okuzbe povzrocajo obvezno in fakultativno anaerobni mikroorganizmi, ki so
del normalne mikrobne flore ustne votline. Okvara zobne povrSine omogoci vdor
mikroorganizmov in njihovih produktov v zobno pulpo. Pravo¢asna oskrba zobne pulpe in
odstranitev bakterij, omogoca vrnitev pulpe v prvotno stanje. Zdravljenje temelji predvsem
na mehanskem odstranjevanju nekroticnega tkiva in bakterij pritrjenih na steno
koreninskega kanala. Za ucinkovito sterilizacijo kanala se uporabljajo Se endodontski
iriganti. Ugotovili so, da sta za neuspesSno endodontsko zdravljenje najveckrat odgovorna
E. faecalis in C. albicans, ki sta zaradi tolerance za bazi¢en pH najodpornej$i mikrobni

vrsti v ustni votlini.

V diplomski nalogi smo primerjali protimikrobni u¢inek 0,5 % klorheksidin diglukonata,
paste kalcijevega hidroksida ter t. i. fotodinamskega zdravljenja, obsevanja z diodnim
laserjem HELBO® 2D Spot Probe (HELBO® TheraLite Laser) ob dodatku toluidinskega
modrila HELBO® Blue Photosensitizer.

Dokazali smo primerljiv protimikrobni ucinek vseh treh irigantov na E. faecalis pri
mikrobni koncentraciji do 10* CFU/ml. Nekoliko po¢asne;jsi u¢inek CHX se pojavi pri 10-
krat visji koncentraciji E. faecalis ter pri uporabi paste Ca(OH),. Prav tako je protimikrobni
uéinek CHX in Ca(OH), primerljiv za C. albicans, medtem ko je ucinek laserja na C.

albicans slabsi.

In vitro protimikrobni ucinek endodontskega iriganta je odvisen od njegove vrste,

koncentracije in ¢asa delovanja ter od vrste in koncentracije mikroorganizmov.
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