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Sazetak

UTJECAJ FOTODINAMSKE TERAPIJE NA AKUMULACIJU I BAKTERIOLOSKI
SASTAV DENTALNOG PLAKA U ORTODONTSKIH PACIJENATA

Svrha istrazivanja bila je ispitati utjecaj fotodinamske terapije (PDT) na akumulaciju i sastav
plaka, stanje gingive i razvoj inicijalnih karijesnih lezija u ortodontskih pacijenata. Slu¢ajnim
odabirom 48 ispitanika raspodijeljeno je u ¢etiri skupine, ukljuc¢ujuci negativnu kontrolu. Prvoj
skupini ispitanika je na caklinu naneseno toluidinsko modrilo osvijetljeno laserom valne
duljine 660 nm. Ispitanicima u drugoj skupini nanesen je 1% klorheksidin lak (CHX), dok je
onima u trecoj nanesen trikalcij fosfatni (TCP) lak s 5% natrijevim fluoridom. Intervencije su
izvedene odmah nakon lijepljenja bravica (T0), 6 (T1) i 12 tjedana kasnije (T2). Indeks plaka,
masena spektrometrija i broj bakterijskih kolonija (eng. colony forming unit, CFU) u
supragingivnom plaku te gingivalni indeks odredeni suu TO, T1, T2 1 T3 (18 tjedana pracenja).
Uzimanje uzoraka subgingivnog plaka za reakciju lan¢ane polimeraze (eng. polymerase chain
reaction, PCR) i snimanje intraoralnih fotografija za evaluaciju inicijalnih karijesnih lezija
napravljeni suu TO i T3.

U T21T3,uPDT i CHX skupinama primije¢ene su znacajno niZe vrijednosti indeksa plaka u
usporedbi s kontrolnom skupinom. CFU/uL u PDT, CHX i TCP-5% NaF skupinama bio je
znacajno nizi nego u kontrolnoj skupini 6, 12 i 18 tjedana nakon postave fiksne naprave. PDT
nije pokazao znacajan antibakterijski u¢inak na subgingivne bakterije u usporedbi s kontrolnom
skupinom. U T2 i T3, gingivalni indeks u kontrolnoj skupini bio je zna¢ajno visi nego u drugim
skupinama. Nove inicijalne karijesne lezije nisu zabiljezene u PDT i CHX skupinama.
Zakljucno, ucinci fotodinamske terapije na oralno zdravlje bili su usporedivi s onima koje su
proizveli CHX i TCP-5% NaF lakovi, i uglavnom su se znacajno razlikovali od onih uoéenih

u kontrolnoj skupini.

Kljuéne rijeci: fotodinamska terapija; klorheksidin; fluoridi; indeks plaka; gingivalni indeks;

inicijalne karijesne lezije; fiksna ortodontska terapija



Summary

THE EFFECT OF PHOTODYNAMIC THERAPY ON ACCUMULATION AND
BACTERIAL COMPOSITION OF DENTAL PLAQUE IN ORTHODONTIC
PATIENTS

Aim: The insertion of a fixed orthodontic appliance has been shown to increase plaque
accumulation and alter the oral microbiome. As a result, orthodontic patients frequently
develop gingivitis and white spot lesions. They are usually advised to use additional oral
hygiene products, such as fluoride and chlorhexidine products. Photodynamic therapy (PDT),
a novel antibacterial technique, has recently been introduced. This therapy is a non-invasive
form of photochemotherapy that relies on the reaction between a photoreactor (photosensitive
agent) and a light source in the presence of oxygen. Many studies have evaluated the
effectiveness of photodynamic therapy in reducing plaque accumulation and improving
gingival health. Studies in the literature have reported that photodynamic therapy significantly
reduces plaque accumulation and gingival inflammation; however, others have found no
positive effect on oral health. These results indicate contradictory and inconsistent outcomes.
Only two recent studies have investigated the effect of photodynamic therapy on the bacterial
composition of supragingival biofilms. Although the authors concluded that photodynamic
therapy reduces the total bacterial count in supragingival plaque, there is insufficient literature
on this problem. Regarding the bacterial composition of subgingival plaque, the results show
that photodynamic therapy effectively reduces the number of periodontal pathogens. Only one
study has concluded that photodynamic therapy is effective in remineralizing and preventing
white spot lesions, whereas another recent study reported that photodynamic therapy had no
effect on the occurrence of white spot lesions. Hence, it remains unclear whether photodynamic
therapy affects the onset and development of initial carious lesions.

The primary aim of this study was to assess the impact of photodynamic therapy on the
accumulation and bacterial composition of supragingival plague in patients undergoing fixed
orthodontic treatment. The secondary aims were to assess the bacterial composition of
subgingival plague, the condition of the gingiva, and the development of white spot lesions on

the buccal surfaces of the upper teeth.

Participants and methods: In all, 48 patients, aged 12—-17 years, undergoing fixed orthodontic

treatment, were randomly divided into four groups. The participants in the first test group



underwent photodynamic therapy. Toluidine blue was applied around the orthodontic brackets
of the upper teeth. After 60 seconds, a saline solution was used to remove the photosensitive
dye. Next, a 660 nm laser diode was used to irradiate the examined teeth for 60 seconds. A 1%
chlorhexidine varnish was applied to the upper teeth of the subjects in the second test group.
Participants in the third group received a tricalcium phosphate varnish containing 5% sodium
fluoride. These interventions were performed at TO (immediately after bonding), T1 (6 weeks)
and T2 (12 weeks). The remaining participants did not receive any interventions as they were
assigned to the negative control group. The Silness—L6e Plaque Index was used to evaluate
plaque accumulation. The bacterial composition of the supragingival plague was assessed using
matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight (MALDI-TOF) mass spectrometry.
After growing bacterial colonies on agar plates, their number was counted, and colony-forming
unit/puL (CFU/uL) was calculated. The Loe—Silness Gingival Index (GI) was used to assess the
condition of the gingiva. The plaque index, bacterial composition of the supragingival plaque,
and gingival index were evaluated at TO (before bonding), T1 (6 weeks), T2 (12 weeks), and
T3 (18 weeks of follow-up). The bacterial composition of subgingival plaque was evaluated
using quantitative polymerase chain reaction (QPCR) with specific primers and probe sets
targeting A. actynomicetemcomitans, P. gingivalis, P. endodontalis, T. denticola, T. forsythia,
P. intermedia and F. nucleatum. Samples of subgingival plaque for gPCR analysis were taken
at TO (before bonding) and T3 (18 weeks later). Frontal, left, and right lateral intraoral
photographs were taken to evaluate the occurrence of white spot lesions. Photographs captured
at TO and T3 were presented on a monitor and compared. All new and unchanged white spot
lesions that increased, decreased, or were completely remineralized during the study period

were recorded.

Results: In all, 40 participants were included in the analysis. At T2, the plaque index in the
chlorhexidine group was the lowest and highest in the control group (p<0.001). Significantly
lower plaque scores were recorded in the photodynamic therapy group compared to the control
group (p=0.002). At T3, the plaque index in the photodynamic and chlorhexidine groups was
significantly lower than that in the control group (p=0.005 and p<0.001, respectively). Six
weeks after the start of the study, the CFU/uL values in the control group were significantly
higher than in the other tested groups (p<0.001). At T2 and T3, in the photodynamic, tricalcium
phosphate varnish, and chlorhexidine groups, the mean value of CFU/uL was significantly
lower than that of the control group (p<0.001). The total bacteria count significantly decreased

in the photodynamic, chlorhexidine, and tricalcium phosphate varnish groups during the study



period (p=0.023 and p<0.001, respectively). The application of photodynamic therapy resulted
in the eradication of T. forsythia in 30% of subjects over the study period. The effect of
photodynamic therapy on bacteria in subgingival plaque did not differ significantly from the
effect observed in the chlorhexidine, tricalcium phosphate varnish, and control groups.
Between the 6th and 12th weeks of follow-up, a significant increase in the gingival index was
noted in the control group (p=0.026). A reduction was observed in the other groups. This
reduction was significant in the photodynamic therapy group (p=0.016). At T2, the mean value
of the gingival index in the control group was significantly higher than that in the photodynamic
therapy, chlorhexidine, and tricalcium phosphate varnish groups (p<0.001, p=0.024, and
p=0.001, respectively). Similar findings were observed at 18 weeks after bonding and the start
of the study (p=0.006, p=0.034, and p=0.005, respectively). In the photodynamic,
chlorhexidine, and tricalcium phosphate varnish groups, an insignificant reduction of the
gingival index was observed between TO and T3. In the control group, nine new white spot
lesions appeared over the study period, and none were completely remineralized (p=0.008). In
the photodynamic therapy group, the total number of lesions remained the same between TO
and T3.

Conclusion: Three consecutive applications of photodynamic therapy, performed at six-week
intervals during regular orthodontic appointments, significantly reduce plaque accumulation,
gingival inflammation, total bacteria count in supragingival plaque, and the occurrence of white
spot lesions compared to the control group. A combination of toluidine blue and a 660 nm laser
has been shown to be effective as 1% chlorhexidine varnish and tricalcium phosphate varnish
containing 5% sodium fluoride. However, none of the three investigated antibacterial agents
was significantly more effective at reducing the number of periodontal pathogens in

subgingival plague compared to the control group.

Keywords: photodynamic therapy; chlorhexidine; fluorides; plaque index; gingival index;
white spot lesions; fixed orthodontic treatment
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Popis skraéenica
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MALDI TOF

pH

sur.
DNK
RNK
LED
FMBS
ICDAS
TSALD

HCCA

fotodinamska terapija (eng. photodynamic therapy)

klorheksidin (eng. chlorhexidine)

trikalcijev fosfat (eng. tricalcium phosphate)

jedinice koje tvore kolonije (eng. colony forming unit)

natrijev fluorid

reakcija lan¢ane polimeraze (eng. polymerase chain reaction)

masena spektrometrija (eng. matrix-assisted laser desorption/ionization
time-of-flight)

snaga vodika (lat. potentia hydrogenii); mjera kiselosti

suradnici

deoksiribonukleinska kiselina

ribonukleinska kiselina

svjetleca dioda (eng. light emitting diode)

iznos krvarenja na razini cijelih usta (eng. full mouth bleeding score)
eng. international caries detection and assessment system
diskrepancija veli¢ine zuba i zubnog luka (eng. tooth size-arch length
discrepancy)

a-cijano-4-hidroksicimetna kiselina (eng. a-Cyano-4-hydroxycinnamic
acid)
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Odrzavanje oralne higijene tijekom fiksne ortodontske terapije predstavlja izazov za vecéinu
pacijenata. Elementi fiksne ortodontske naprave djeluju kao retencijska mjesta za dentalni plak,
¢ime se znatno poveéava njegova akumulacija na zubnim povrsinama. Poznato je da se dentalni
plak u vecoj mjeri akumulira na ortodontskim adhezivnim materijalima u odnosu na caklinu,
pri éemu se najveca koli¢ina plaka nakuplja u podruéju gingivalno od bravice (1, 2). Tijekom
terapije smanjuje se lucCenje sline, ¢ime se umanjuje njezina protektivna uloga u prevenciji
karijesa (3). Nadalje, zabiljeZeno je i sniZzenje pH vrijednosti sline, uz istovremeni porast broja
kariogenih mikroorganizama (4). Sastav supragingivnog dentalnog plaka znacajno se razlikuje
izmedu ortodontskih pacijenata i onih koji nisu podvrgnuti terapiji - uocena je povecana
koncentracija ugljikohidrata i1 smanjenje pH vrijednosti plaka, Sto pogoduje procesu
demineralizacije cakline (5-7). Osim poveéanog rizika za razvoj karijesa, oteZano mehanic¢ko
uklanjanje plaka doprinosi razvoju upalnih promjena u gingivi. Istrazivanja pokazuju da gotovo
svi pacijenti u fiksnoj ortodontskoj terapiji, neovisno o kvaliteti oralne higijene ili primjeni
antimikrobnih sredstava, razvijaju prolazni gingivitis (8). Marincak i sur. (9) izvjestavaju o
zna¢ajnom porastu indeksa plaka i gingivalnog indeksa tijekom trajanja terapije. Ranije studije
pokazale su da su najviSe vrijednosti indeksa plaka i indeksa krvarenja na sondiranje
zabiljeZene unutar prva tri mjeseca terapije, nakon Cega dolazi do njihovog postupnog
smanjenja (10, 11). Jedna recentna pregledna studija utvrdila je umjerenu do visoku razinu
dokaza o povezanosti fiksne ortodontske terapije s promjenama u sastavu oralne mikrobiote
(6). Tijekom terapije dolazi do znacajnog porasta kariogene bakterije Actinomyces spp., dok
brojnost parodontopatogenih bakterija uglavnom ostaje nepromijenjena (9). Takoder je
zabiljezen porast bakterija Streptococcus mutans, Lactobacillus spp., kao i razli¢itih Gram-
negativnih patogenih mikroorganizama (5, 6, 12-14). Ghijselings i sur. (15) ukazuju na
statistiCki znacajno povecanje broja bakterije Aggregatibacter actinomycetemcomitans. U
subgingivnom plaku takoder dolazi do promjena; primjerice, Tannerella forsythia pokazuje
vecu prevalenciju u ortodontskih pacijenata u usporedbi s kontrolnom skupinom (16).
U slucaju neadekvatne oralne higijene, produkti bakterijskog metabolizma mogu dovesti do
nastanka inicijalnih karijesnih lezija u obliku tzv. bijelih mrlja, koje se mogu pojaviti ve¢ Cetiri
tjedna nakon pocetka terapije (17, 18). Bijele mrlje predstavljaju najraniji makroskopski znak
dentalnog karijesa te su najces¢a komplikacija fiksne ortodontske terapije, potencijalno
dovodeci i do njezina prekida (5, 19, 20). Prevalencija bijelih mrlja nakon zavrSetka terapije
procjenjuje se na 20 — 50% (21, 22). lako manje lezije mogu spontano remineralizirati tijekom

prve godine nakon uklanjanja fiksne naprave, vece i dublje lezije mogu ostati jasno vidljive i
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dugoro¢no, ¢ime se narusava estetika osmijeha. Stoga se preporucuje primjena ciljanih lokalnih

preventivnih mjera tijekom terapije kako bi se smanjio rizik za razvoj ovih promjena (23, 24).

1.1. Prevencija i lijeCenje promjena na tvrdom i mekom tkivu tijekom fiksne
ortodontske terapije

Prije pocetka fiksne ortodontske terapije potrebno je pacijente educirati kako pravilno odrzavati
oralnu higijenu. Osim zubnih pasta koje sadrze fluor potrebno je preporuciti koristenje dodatnih
protukarijesnih sredstava, npr. antiseptic¢kih otopina za usta i interdentalnih Cetkica. Isto tako,
tijekom redovnih kontrola, potrebno je pacijente podsjeéati na redovito i pravilno odrzavanje
oralne higijene. Osim toga, pozeljna je i profesionalna aplikacija protukarijesnih preparata ¢ija
ucinkovitost ne ovisi o suradnji pacijenata, $to je osobito vazno u slucaju terapije adolescenata
ili manje suradljivih pacijenata. Takvi preparati za profesionalnu primjenu ukljucuju
klorheksidinske i fluoridne lakove. Najveca prednost lakova je produljeno kontaktno vrijeme
aktivne tvari i zubne povrsine, ¢ime se povecava ucinkovitost koriStenih sredstava.
Klorheksidinski lakovi se kod ortodontskih pacijenata koriste kao preventivna mjera za
redukciju akumulacije plaka, upale gingive i bijelih mrlja. Lak polagano otpusta klorheksidin
izravno na zube, pruzajuc¢i produljeni antibakterijski u¢inak (25-27). Dokazano je da je
aplikacija lakova s klorheksidinom svakih 6 tjedana do 3 mjeseca dovoljna za prevenciju
karijesnih lezija tijekom fiksne ortodontske terapije (25).

Fluoridni lakovi se takoder mogu smatrati u¢inkovitom preventivnom metodom za poboljsanje
otpornosti cakline na karijesne lezije (28, 29). Kao i lakovi koji sadrze klorheksidin, mogu
prevenirati upalu gingive, akumulaciju plaka i pojavu bijelih mrlja. Osim fluoridnih iona, ovi
lakovi mogu sadrzavati druge aktivne tvari, kao Sto su kazein fosfopeptid-amorfni kalcijev
fosfat, trikalcij fosfat, ksilitol itd. Takvi spojevi pojacavaju antikarijesni ucinak i
remineralizacijski potencijal fluorida (30).

Dakle, profesionalna aplikacija klorheksidinskih i fluoridnih lakova predstavlja vrijedan
dodatak mehani¢kom ¢is¢enju, posebno kod pacijenata u fiksnoj ortodontskoj terapiji (25-27).
U svrhu pobolj$anja oralnog zdravlja, osim profesionalne primjene antibakterijskih lakova, u
novije vrijeme pocela se primjenjivati fotodinamska terapija, odnosno, kombinacija
fotosenzitivnog sredstva i lasera odgovarajuc¢e valne duljine. Kako se radi o novijoj metodi,
njen ucinak na oralno zdravlje, pogotovo u pacijenata u fiksnoj ortodontskoj terapiji, jos uvijek
nije dovoljno istrazen. Prema nedavnoj meta-analizi i sustavhom preglednom radu,

fotodinamska terapija moze biti alternativa konvencionalnim metodama u kontroli oralnih
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parametara, ali potrebna su daljnja istrazivanja kako bi se u potpunosti ispitao njen uc¢inak (31,

32).

1.1.1. Klorheksidinski lakovi

Klorheksidin (CHX), odnosno spoj u obliku soli klorheksidin-diglukonata, koristi se u
dentalnoj medicini kao oralni antiseptik Sirokog spektra. Klorheksidin je pozitivno nabijena
molekula, tako da ima sposobnost adsorpcije na povrSine negativnog naboja kao $to je
bakterijska stijenka. Veze se i na mukozu, zubnu povrSinu, pelikulu i slinu. Pokazuje
bakteriostatski ucinak ako se koristi u manjim koncentracijama, odnosno disbalansira
bakterijsku osmotsku ravnotezu, ili djeluje baktericidno, tako da uzrokuje direktni raspad
bakterijske stanice ako se primjenjuje u visim koncentracijama (33).

Klorheksidinski lakovi imaju S$irok antibakterijski spektar djeluju¢i na streptokoke,
aktinomicete, Gram-negativne bakterije, aerobe i anaerobe (34).

Aplikacija Klorheksidina, u obliku gela ili laka, dovodi do znacajne redukcije bakterija u plaku
i slini te je dokazano da inhibira rast vise od 99% bakterijskih vrsta izoliranih iz subgingivnog
plaka (35-37). Istrazivanje Peterssona i sur. (36) navodi da su parodontno patogene bakterije
Aggregatibacter actinomycetemcomitans i Porphyromonas gingivalis visoko osjetljive na
klorheksidin-timol lak. Dokazan je i zna¢ajan antibakterijski u¢inak na Treponemu denticolu i
Tannerellu forsythiju (38). Uocena je i znaCajna redukcija Streptococcusa mutansa i
Lactobacillusa u plaku i slini nakon primjene 1% klorheksidinskog laka (39).

Takoder, klorheksidin smanjuje akumulaciju biofilma na povrsini zuba (37, 40, 41). Prema
autorima Rélla i Melsen (42), klorheksidin pokazuje nekoliko mehanizama inhibicije plaka:
smanjuje adsorpciju proteina na povrSinu zuba, odnosno utjeCe na formiranje pelikule
blokiranjem kiselih skupina na glikoproteinima sline, veze se na bakterijsku povrSinu u
subletalnim koli¢inama te talozi faktore aglutinacije u slini i istiskuje kalcij iz matriksa plaka.
Klorheksidin direktno interferira s bakterijama koje koloniziraju povrSinu zuba te i na taj nacin
smanjuje akumulaciju plaka (42). Khan i sur. (43) dokazali su da je jedna aplikacija
klorheksidinskog laka dovoljna da reducira plak indeks unutar 3 mjeseca. Njegova je uporaba
povezana i sa smanjenom upalom gingive i dubinom dzepova (44). Takoder je dokazano da
klorheksidinski lak smanjuje hiperplaziju gingive tijekom fiksne ortodontske terapije (45).
Sehgal i sur. (27) zakljucuju da aplikacija Cervitec laka (1% klorheksidin + 1% timol) rezultira
znacajnom redukcijom gingivalnog indeksa u ortodontskih pacijenata Sest mjeseci nakon jedne

aplikacije.
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Medutim, dugotrajna upotreba preparata na bazi klorheksidina dovodi do raznih nuspojava kao
Sto su diskoloracija tvrdih 1 mekih tkiva, promjena okusa, iritacija i promjene na sluznici usne
Supljine, povecano nakupljanje kamenca i reverzibilna oteklina Zlijezda slinovnica (46).
Upotreba klorheksidina ima i nedostatke jer nije virucid, niti je u¢inkovit protiv bacila otpornih

na kiselinu i alkohol (47).

1.1.2. Fluoridni lakovi

Fluoridni lakovi takoder spadaju u zlatni standard u borbi protiv karijesa. To su topikalni
preparati za profesionalnu primjenu velikih koncentracija fluorida. Indicirani su u
visokorizi¢nih pacijenata za nastanak karijesa, kod dentinske preosjetljivosti, kod pacijenata
koji su zraceni u podrucju glave i vrata, hiposalivacije, za lijeCenje inicijalnih karijesnih lezija
te kod pacijenata u fiksnoj ortodontskoj terapiji (33).

U novije vrijeme na trZiStu su se poceli pojavljivati preparati s kalcijevim kompleksom, koji
osim fluoridnih iona sadrze i kalcijeve 1 fosfatne soli. Jedan od takvih preparata je trikalcij
fosfat. Funkcionalizirani trikalcijev fosfat (TCP) izvor je bioloski dostupnih kalcijevih i
fosfatnih iona koji djeluju remineralizirajuée i zajedno s fluoridnim ionima razvijaju
sinergisticki ucinak (48). Dodavanjem trikalcijevog fosfata u fluoridne lakove, u¢inkovitost,
iskoristivost, odnosno bioraspoloZzivost fluoridnih iona je povecana (49, 50). Utvrdeno je da
konvencionalni lak s 5% natrijevim fluoridom usporava demineralizaciju 1 potice
remineralizaciju cakline iskoriStavanjem kalcijevih i fosfatnih iona iz sline (51). Medutim,
ogranic¢ena bioraspoloZivost ovih iona (koja ovisi o koncentraciji u slini) u konvencionalnom
fluoridnom laku dovela je do razvoja novih lakova koji osiguravaju stalnu opskrbu ionima za
poboljsanu remineralizaciju (52). Tijekom demineralizacije manji dio fluoridnih iona ugraduje
se na mjesto iona hidroksilne skupine i pritom dolazi do stvaranja fluorapatita koji je otporniji
na kiseline od hidroksiapatita te se otapa tek kad pH usne Supljine padne ispod 4,5 (53, 54).
Ako je otopina sline visoko koncentrirana fluorom, a pH je visi od 4,5, umjesto kristala
fluorapatita, na povrsini cakline talozit ¢e se spoj kalcijeva fluorida (33, 54). On sluzi kao
spremiste fluoridnih iona koji se poc¢inju otpustati u slinu pri ponovnom padu pH ispod 5,5 (33,
55). Nekoliko studija je objavilo da je kombinacija trikalcijeva fosfata i fluorida ucinkovitiji
preparat za sprjeCavanje demineralizacije, odnosno poticanje remineralizacije od ostalih
preparata za topikalnu fluoridaciju te da taj preparat otpusta najviSe fluoridnih iona tijekom
prvih 6 mjeseci nakon aplikacije (56-62).

Sto se ti¢e antibakterijskog uéinka, dokazano je da fluoridni lakovi reduciraju broj kolonija S.

mutansa i smanjuju proizvodnju kiselina (63). Dodatno, fluoridi inhibiraju razne bakterijske
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enzime poput enolaze, kisele fosfataze, pirofosfataze, peroksidaze i katalaze (64, 65). Osim
toga, pad broja bakterija tijekom koriStenja trikalcijevog fosfatnog laka pripisuje se prisutnosé¢u
dodatnih kalcijevih iona koji pridonose visokom alkalnom pH (66, 67). Kombinacija
trikalcijeva fosfata s 5% natrijevim fluoridom pokazala je superioran antibakterijski u¢inak na
kariogene bakterije u usporedbi s ostalim fluoridnim lakovima (66).

Poznato je da je adhezija bakterija na povrSinu zuba preduvjet za stvaranje biofilma (63, 64).
Chau i sur. (63) dokazali su da fluoridni lakovi smanjuju akumulaciju biofilma i adheziju S.
mutansa na caklinu te bakterijsku kolonizaciju u plaku.

Kao i klorheksidinski lakovi, fluoridni lakovi takoder mogu uzrokovati odredene nuspojave.
Osjetljivost gingive i prolazna diskoloracija cakline neke su od poznatih neZeljenih pojava

upotrebe spomenutog laka (65).

1.1.3. Fotodinamska terapija

Antimikrobna fotodinamska terapija (eng. photodynamic therapy, PDT) predstavlja mogucu
alternativu antibioticima, ali i antibakterijskim lakovima, jer ucinkovito ubija bakterije i
njihove toksine. Fotodinamska terapija vrsta je neinvazivne fotokemoterapije koja se temelji
na reakciji fotoreaktora (fotosenzitivnog sredstva) i izvora svijetla uz prisutnost kisika (68, 69).
Dakle, tri su komponente potrebne za fotodinamsku reakciju: fotosenzitivno sredstvo,
odgovarajuci izvor svjetlosti i kisik (68). Fotosenzitivno sredstvo, odnosno fotoreaktor, nakon
aplikacije ulazi u bakterijsku membranu te se zatim osvjetljava svjetlom odgovarajuée valne
duljine (68, 70). Valna duljina izvora svjetla mora odgovarati valnoj duljini pri kojoj
fotoreaktor maksimalno apsorbira fotone svjetlosti. Prilikom apsorpcije fotona, elektroni
fotosenzitivnog sredstva prelaze u pobudeno stanje. Prilikom vrac¢anja iz pobudenog u
nepobudeno stanje, energija se s elektrona prenosi na kisik, 1 pritom nastaju kisikovi radikali 1
singletni kisik (71). To¢nije, dolazi do stvaranja dva tipa reakcija. U reakciji tipa 1 nastaju
slobodni kisikovi radikali, odnosno superoksidni anion, hidroksilni radikal i hidroperoksidni
radikal koji su Stetni za integritet stanicne membrane uzrokujuéi ireverzibilna bioloSka
oStecenja. Reakcija tipa 2 karakterizirana je nastajanjem singletnog kisika koji nastaje iz
molekularnog kisika (72-75). Singletni kisik ima kratak Zivotni vijek u bioloskim sustavima i
vrlo kratak radijus djelovanja (0,02 um). Dakle, reakcija se odvija unutar ograni¢enog prostora,
Sto dovodi do lokaliziranog djelovanja ¢ine¢i ga idealnim za primjenu na samo odredenim
mjestima bez utjecaja na udaljene stanice ili organe (69). Slobodni kisikovi radikali (tip 1) i
singletni Kkisik (tip 2) iznimno su jaki oksidansi koji pridonose razaranju staniéne membrane

(uglavnom oksidacijom masnih kiselina), inaktivaciji enzima, disfunkciji receptora i oste¢enju
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bakterijske deoksiribonukleinske kiseline (DNK), ribonukleinske kiseline (RNK), lipida i
proteina (72, 76, 77). Reakcija tipa 1 karakteristi¢na je za Gram-pozitivne bakterije, dok se
reakcija tipa 2 uglavhom javlja kod Gram-negativnih bakterija i kvasaca (72, 75).
Fotodinamska terapija ima Sirok spektar djelovanja, odnosno jedno fotosenzitivno sredstvo
moze djelovati na Gram-pozitivne i Gram-negativne bakterije, gljive, protozoe, itd. (75).
Vecina fotosenzitivnih sredstava koja se koriste u medicinske svrhe pripadaju sljedecoj
osnovnoj kemijskoj strukturi. Triciklicke boje s razli¢itim mezoatomima: akridin narancasta,
proflavin, riboflavin, metilensko modrilo, toluidinsko modrilo, fluorescein i eritrozin.
Tetrapiroli: porfirini 1 njihovi derivati, klorofil, filoeritrin i ftalocijanini te skupina
furokumarina: psoralen i njegovi metoksi-derivati, ksantotoksin i bergapten (69).

Toluidinsko modrilo, odnosno toluidin klorid spada u skupinu fenotiazina, sintetskih boja (78).
To je pozitivno nabijena molekula (kation) male molekularne mase, dobre topljivosti u vodi,
ima hidrofilni karakter i sklonost stvaranju dimera §to olakSava njegovo vezanje na stani¢ne
membrane mikroorganizama. Toluidinsko modrilo spoj je bez okusa i mirisa, usto je jeftin i
netoksican (76). Zajedno s metilenskim modrilom spada u prvu generaciju fotosenzitivnih
sredstava. Ta dva sredstva se najviSe koriste u medicini jer zbog svoje pozitivno nabijene
molekule mogu djelovati i na Gram-pozitivne i na Gram-negativne bakterije. Dakle, imaju jako
Sirok antibakterijski spektar djelovanja (78, 79).

Maksimalna apsorpcija vodene otopine toluidinskog modrila ovisi 0 njegovoj koncentraciji.
Stoga, izvori svjetlosti koji mogu aktivirati to fotosenzitivno sredstvo mogu biti velikog
raspona: od 600 do 660 nm (80). Kada se fotoreaktor osvijetli laserom valne duljine koja
odgovara piku njegove apsorpcije, on ulazi u pobudeno stanje. Tijekom relaksacije u svoje
0snovno stanje, prenosi energiju na susjedne atome kisika te generira reaktivni singletni kisik
koji oksidira bakterijske stanice (80).

Zasada, koliko je poznato, fotodinamska terapija ne dovodi do nastajanja nuspojava odnosno
Stete za domacina, te ovakav oblik terapije nije povezan s bakterijskom rezistencijom koja

predstavlja velik problem tijekom upotrebe antibiotika (79).

1.1.3.1. Utjecaj fotodinamske terapije na akumulaciju plaka

Nekoliko je recentnih studija ispitivalo utjecaj fotodinamske terapije na akumulaciju dentalnog
plaka (40, 81-86). U jednoj od njih, fotodinamska terapija bila je aplicirana supragingivalno,
odnosno na caklinu oko ortodontskih bravica. Ispitanici te studije ukupno su cetiri puta kroz

cetiri tjedna bili podvrgnuti aplikaciji kurkumina koji je bio osvijetljen laserom valne duljine
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450 nm. Ta kombinacija fotosenzitivnog sredstva i lasera nije dovela do znacajne redukcije
akumulacije plaka u usporedbi s placebo i klorheksidinskim lakovima (40).

Za razliku od prethodno spomenutog istrazivanja, rezultati nekih recentnih studija pokazali su
da fotodinamska terapija sama, ili kao adjuvantna terapija ultrazvuénom struganju i poliranju
povrsine korijena moze smanjiti nakupljanje plaka u ortodontskih pacijenata (81, 82). Abellan
i sur. (81) objavili su da je u ispitanika kojima je aplicirana fotodinamska terapija zabiljeZena
statisticki znacajna redukcija indeksa plaka 3 i 6 mjeseci nakon prve aplikacije terapije.
Takoder, u istrazivanju GOmeza i sur. (82), iznos plaka na razini cijelih usta u ortodontskih
ispitanika bio je znacajno manji 90 i 180 dana nakon prve aplikacije fotodinamske terapije.

S druge strane, rezultati jednog recentnog istrazivanja pokazali su da fotodinamska terapija u
kombinaciji s ultrazvuénim c¢is¢enjem povrSine korijena dovodi do znacajne redukcije
akumulacije plaka. Medutim, slian je rezultat dobiven i u skupini koja je bila podvrgnuta samo
ultrazvuénom uklanjanju naslaga, odnosno nije bilo statisticki znafajne razlike medu
skupinama. Dakle, fotodinamska terapija nije znacajno doprinijela smanjenoj akumulaciji
plaka (87). Sli¢ni su rezultati objavljeni u prethodnim studijama (83-86).

Moze se zakljuciti da su rezultati istrazivanja koja ispituju utjecaj fotodinamske terapije na

akumulaciju plaka u ortodontskih pacijenata razli¢iti i nekonzistentni.

1.1.3.2. Antimikrobni u¢inak fotodinamske terapije

Prema literaturnim podacima, samo su dvije studije istrazivale utjecaj fotodinamske terapije na
bakterioloski sastav supragingivnog plaka kod pacijenata u fiksnoj ortodontskoj terapiji (88,
89).

Soares i sur. (88) ispitivali su djelotvornost kombinacije dvaju fotosenzitivnih sredstava,
metilenskog 1 toluidinskog modrila. MjeSavina dvaju sredstava aplicirana je na caklinu oko
bravica donjih premolara. PovrSina zuba zatim je bila osvijetljena crvenim LED (eng. light
emitting diode) svjetlom. Nakon terapije je uocena statisti¢ki znacajna redukcija svih bakterija
u supragingivnom plaku. Medutim, autori su ispitali samo kratkotrajni i trenutni antibakterijski
u¢inak fotodinamske terapije (88). U drugoj je studiji ispitivan utjecaj kurkumina s
nanomicelama u obliku kapsule koju su ispitanici uzimali jednom tjedno. Uz to, povrSina
gornjih i donjih prednjih zuba u jednom je tretmanu bila osvijetljena LED svjetlom. U toj je
skupini zabiljezena statisticki znacajno veca redukcija S. mutansa u supragingivnom plaku u

usporedbi s ostalim ispitivanim grupama (89).
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S druge strane, antimikrobni u¢inak fotodinamske terapije na subgingivni plak ortodontskih
pacijenata ispitan je u brojnim recentnim istrazivanjima. U vecini njih fotodinamska terapija
usporedivana je s ultrazvuénim struganjem i poliranjem povrSine korijena (81-87, 90).

U dvije recentne studije ispitanici su bili podijeljeni u dvije ispitne skupine: onu kojoj je
aplicirana samo fotodinamska terapija i onu koja je podvrgnuta ultrazvu¢nom uklanjanju
naslaga i poliranju povrsine korijena (81, 82). U istrazivanju Abellana i sur. (81), kombinacija
metilenskog modrila i lasera valne duljine 670 nm dovela je do znacajne redukcije broja
bakterija P. gingivalis, P. intermedia i F. nucleatum u subgingivnom plaku. Autori zaklju¢uju
da fotodinamska terapija moze biti alternativa ultrazvu¢nom uklanjanju naslaga s neznatno
dugotrajnijim antibakterijskim u¢inkom (81). Sli¢no istrazivanje objavili sui GOmez i sur. (82),
U kojem je u obje ispitne skupine uocena znacajna redukcija bakterija P. gingivalis i P.
intermedia, s neznatno veéom redukcijom zabiljeZenom u fotodinamskoj skupini ispitanika.
Takoder je bio reduciran i broj S. mutansa u slini (82).

U ostalim studijama fotodinamska terapija koriStena je kao adjuvantna terapija ultrazvuénom
struganju i poliranju povrsine korijenova (83-87). U istrazivanju Al Nazeha i sur. (87) u ispitnoj
skupini u kojoj je koriStena kombinacija spomenutih terapija (metilensko modrilo i laser valne
duljine 670 nm + ultrazvucéno struganje i poliranje korijenova), tjedan dana 1 dva tjedna nakon
jedne intervencije, u plaku je znac¢ajno bio reduciran broj bakterija T. forshytia i P. gingivalis.
Ispitnoj skupini koja je bila podvrgnuta samo ultrazvuénom c¢iS€enju 1 poliranju povrsine
korijenova, zna¢ajno je bio reduciran samo broj bakterije T. forsythia tjedan dana nakon
intervencije (87). Rezultati jedne prethodne studije takoder su pokazali znacajno vecu
redukciju bakterija P. gingivalis i T. forsythia u skupini kojoj su aplicirane obje terapije u
jednom dolasku (84). Veca redukcija bakterija u subgingivnom plaku u skupinama koje su
podvrgnute kombinaciji dviju terapija dokazana je i u ostalim prethodnim istrazivanjima (83,
85, 86).

U svim prethodno spomenutim studijama kao fotosenzitivno sredstvo koristilo se metilensko
modrilo koje je bilo osvijetljeno laserom valne duljine 670 nm. Dakle, u vecini recentnih studija
zakljuCeno je da fotodinamska terapija sama ili kao adjuvantna terapija ultrazvuc¢nom
uklanjanju naslaga doprinosi znacajnoj redukciji bakterija u subgingivnom plaku (81-87, 90).
U svim spomenutim studijama fotodinamska terapija aplicirana je subgingivalno.

Medutim, broj istrazivanja u kojima se ispituje utjecaj fotodinamske terapije na sastav
supragingivnog plaka je opskuran. Potrebna su daljnja istrazivanja kako bi se donio zakljucak

o njenom utjecaju na bakterioloski sastav supragingivnog plaka.
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1.1.3.3. Utjecaj fotodinamske terapije na stanje gingive

Nekoliko je studija ispitivalo utjecaj fotodinamske terapije na stanje gingive kod ortodontskih
pacijenata (40, 82-87). U istrazivanju Paschoala i sur. (40) gingivalni indeks je mjesec dana
nakon ukupno cetiri aplikacije fotodinamske terapije bio znacajno manji, te se on nije
razlikovao od skupine ispitanika kojima je apliciran klorheksidinski lak. Nakon 3 mjeseca,
gingivalni se indeks u fotodinamskoj skupini vratio na pocetne vrijednosti (40).

Dodatno, rezultati jedne prethodne studije pokazali su da je fotodinamska terapija znacajno
utjecala na stanje gingive, odnosno na iznos krvarenja na razini cijelih usta (eng. full mouth
bleeding score, FMBS). FMBS je bio znacajno manji 90 dana od prve aplikacije (82). Al Nazeh
i sur. (87) objavili su pak da fotodinamska terapija u kombinaciji s ultrazvuénim ¢iséenjem
povrsine korijena dovodi do znacajne redukcije upale gingive, medutim sli¢an rezultat dobiven
je 1 u skupini koja je bila podvrgnuta samo ultrazvu¢nom uklanjanju naslaga. Odnosno,
statisticki znacajna razlika izmedu te dvije skupine nije zabiljezena. Dakle, fotodinamska
terapija ipak nije znacajno pridonijela redukciji gingivalne upale (87). Sli¢ni su rezultati
objavljeni u prethodnim recentnim studijama (83-86, 90).

Dakle, kao i1 u slucaju akumulacije plaka, rezultati istrazivanja koja ispituju utjecaj

fotodinamske terapije na stanje gingive u ortodontskih pacijenata su razliciti i inkonzistentni.

1.1.3.4. Utjecaj fotodinamske terapije na razvoj demineralizacijskih lezija

Prema literaturnim podacima, samo su dva istraZivanja ispitivala utjecaj fotodinamske terapije
na razvoj inicijalnih karijesnih lezija (82, 89).

Hosseinpour-Nader i sur. (89) su zakljucili da fotodinamska terapija ima utjecaj na njihovu
redukciju. Kod ispitanika u toj skupini zabiljeZene su statisti¢ki zna¢ajno manje vrijednosti na
DIAGNOdent uredaju 90 i 120 dana od pocetka istrazivanja. Takoder, prosjeCan broj
inicijalnih karijesnih lezija po pacijentu se smanjio tijekom trajanja studije (89).

S druge strane, u istrazivanju GOmeza i sur. (82), u skupini ispitanika kojima je aplicirana
fotodinamska terapija dokazan je neznatan porast ICDAS (eng. international caries detection
and assessment system) indeksa 6 mjeseci nakon pocetka istrazivanja. Isti je rezultat uocen i u
skupini ispitanika koji su bili podvrgnuti ultrazvuénom struganju i poliranju povrSine
korijenova, bez znacajne razlike izmedu te dvije ispitne skupine (82).

Dakle, utjecaj fotodinamske terapije na pojavu i razvoj inicijalnih karijesnih lezija jos je uvijek
nedovoljno istrazen. Broj studija koje se time bave vrlo je opskuran te su potrebna daljnja

istrazivanja kako bi se u potpunosti ispitao njen ucinak.
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2. HIPOTEZA | CILJEVI
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2.1. Hipoteza

Fotodinamska terapija jednako je ucinkovita u smanjivanju akumulacije plaka, redukciji broja
bakterija u supragingivhom i subgingivnom plaku, prevenciji upale gingive i prevenciji
nastanka inicijalnih karijesnih lezija kod ortodontskih pacijenata kao i 1% klorheksidin lak i

trikalcij fosfatni lak s 5% natrijevim fluoridom.

2.2. Ciljevi

Osnovni (op¢i, generalni) cilj:

Istraziti utjecaj fotodinamske terapije na akumulaciju i bakterioloski sastav supragingivnog i
subgingivnog plaka, stanje gingive i razvoj inicijalnih karijesnih lezija u ortodontskih

pacijenata tijekom prvih 18 tjedana fiksne ortodontske terapije.

Specifi¢ni ciljevi:

1. Usporediti indeks plaka u ortodontskih pacijenata tretiranih razli¢itim antibakterijskim
sredstvima (PDT, 1% CHX lak i TCP lak s 5% NaF) prije intervencije i postave fiksne naprave
(TO), 6 tjedana (T1), 12 tjedana (T2) i 18 tjedana kasnije (T3)

2. Usporediti bakterioloski sastav supragingivnog plaka spomoc¢u masene spektrometrije (eng.
matrix-assisted laser desorption/ionization time-of flight, MALDI- TOF Mass Spectrometry) i
jedinica koje tvore kolonije (eng. colony forming unit, CFU) u ortodontskih pacijenata
tretiranih razli¢itim antibakterijskim sredstvima (PDT, 1% CHX lak i TCP lak s 5% NaF) prije
intervencije i postave fiksne naprave (TO0), 6 tjedana (T1), 12 tjedana (T2) i 18 tjedana kasnije
(T3)

3. Usporediti bakterioloSki sastav subgingivnog plaka pomocu reakcije lan¢ane polimeraze
(eng. polymerase chain reaction, PCR) u ortodontskih pacijenata tretiranih razli¢itim
antibakterijskim sredstvima (PDT, 1% CHX lak i TCP lak s 5% NaF) prije intervencije i
postave fiksne naprave (TO) i 18 tjedana kasnije (T3)

4. Usporediti gingivalni indeks u ortodontskih pacijenata tretiranih razli¢itim antibakterijskim
sredstvima (PDT, 1% CHX lak i TCP lak s 5% NaF) prije intervencije i postave fiksne naprave
(TO), 6 tjedana (T1), 12 tjedana (T2) i 18 tjedana kasnije (T3)

5. Usporediti pojavu inicijalnih karijesnih lezija u ortodontskih pacijenata tretiranih razli¢itim
antibakterijskim sredstvima (PDT, 1% CHX lak i TCP lak s 5% NaF) prije intervencije i
postave fiksne naprave (TO) i 18 tjedana kasnije (T3)
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3.1. Ispitanici
Pacijenti koji ulaze u fiksnu ortodontsku terapiju na Zavodu za ortodonciju Klinickog

bolnickog centra Zagreb bili su ispitanici ove studije.

Ukljucujuéi kriteriji za ispitanike bili su dob od 12 do 17 godina, indikacija za fiksnom
ortodontskom terapijom bez potrebe za ekstrakcijom, diskrepancija veli¢ine zuba i zubnog luka
(eng. tooth size-arch length discrepancy, TSALD) < 4 mm, trajna denticija (ukljucujuci i druge
molare), odsutnost oralnih lezija, pulpnih i periapikalnih bolesti te bolesti gingive i parodonta.
Svi koji su bili u prethodnoj ortodontskoj terapiji, uzimali antibiotike i protuupalne lijekove 3
mjeseca prije i tijekom trajanja studije, koristili antisepti¢ke otopine 3 mjeseca prije i tijekom
trajanja studije, uzimali Kkortikosteroide i imunosupresivne lijekove, pusaéi i oboljeli od
sistemskih stanja koja mogu utjecati na upalni odgovor mekih tkiva i moguénost odrzavanja

adekvatne kontrole plaka nisu bili uklju¢eni u studiju, odnosno iz nje su bili iskljuceni.

Od sije¢nja do ozujka 2024. godine ukupno je bilo pregledano 70 pacijenata. Njih 18 nije
zadovoljilo inkluzijske kriterije, a Cetvero je odbilo sudjelovati u istrazivanju. Dakle, 48
ispitanika nasumicno je rasporedeno u 4 ispitne skupine, po 12 sudionika u svakoj. Konacno,

analizirano je 40 ispitanika nakon $to je njih 8 iskljuceno ili je svojevoljno prekinulo sudjelovati

u studiji (slika 1).
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[ Ukljucivanje

Ocijenjeni prema kriteriju
prihvatljivosti (n=70)

Isklju€eni (n=22)

¢ Drugi razlozi (n=0)

+ Ne ispunjavaju inkluzijske kriterije (n=18)
+ Odbijaju sudjelovati (n=4)

Randomizirani (n=48)

!

PDT

v

CHX

TCP-5%

\4

[ oosen ] |

NaF

Kontrolna
y | skupina

A

Rapodijeljeni (n=12)

+ Primili dodijeljenu
intervenciju (n=12)

+Nisu primili dodijeljenu
intervenciju (n=0)

Raspodijeljeni (n=12)

+ Primili dodijeljenu
intervenciju (n=12)

+ Nisu primili dodijeljenu
intervenciju (n=0)

Raspodijeljeni (n=12)

+ Primili dodijeljenu
intervenciju (n=12)

+ Nisu primili dodijeljenu
intervenciju (n=0)

Raspodijeljeni (n=12)

+ Primili dodijeljenu
intervenciju (n=12)

+ Nisu primili dodijeljenu
intervenciju (n=0)

A 4

[ Pradenje ]

A4

A

A

Odustali od pracenja (ne dolaze
na redovne kontrole) (n=2)

Obustavljena intervencija (n=0)

Odustali od pracenja (odbijaju
nastaviti) (n=1)

Obustavljena intervencija
(prekidaju fiksnu terapiju) (n=1)

Odustali od pra¢enja (n=0)

Obustavljena intervencija (uzeli
antibiotik) (n=2)

Odustali od pracenja (n=0)

Obustavljena intervencija
(koristili antiseptik i uzeli
antibiotik) (n=2)

\4

[ e ]

\ 4

A 4

A4

Analizirani (n=10)
+Iskljuceni iz analize (n=0)

Analizirani (n=10)
+Iskljuceni iz analize (n=0)

Analizirani (n=10)
+Iskljuceni iz analize (n=0)

Analizirani (n=10)
+Isklju¢eni iz analize (n=0)

Slika 1. Dijagram tijeka ispitanika.

Roditelji ispitanika potpisali su informirani pristanak. IstraZivanje je odobrilo Eticko

povjerenstvo Stomatoloskog fakulteta u Zagrebu (05-PA-12-23/2023.) i Eti¢ko povjerenstvo
Klini¢kog bolnickog centra Zagreb (02/013 AQG).

3.2. Postupci

Svi ispitanici su 2 tjedna prije poCetka istrazivanja, a prilikom ukljucivanja u studiju dobili istu

¢etkicu i zubnu pastu i detaljne upute o odrzavanju oralne higijene. Isto tako, zamoljeni su da

tijekom trajanja studije ne koriste antisepticke otopine za usta niti bilo kakva dodatna sredstva

za odrZzavanje oralne higijene kako ne bi modificirali rezultate.
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Sve intervencije i sva mjerenja ishoda studije izvodili su se na 10 zuba u gornjem zubnom luku
(od desnog drugog premolara do lijevog drugog premolara). Intervencije su izvodene odmah

nakon postave fiksne ortodontske naprave (T0), 6 tjedana (T1) i 12 tjedana (T2) kasnije.

3.2.1. Intervencije

Ispitanici u prvoj ispitnoj skupini bili su podvrgnuti aplikaciji fotodinamske terapije. Prije
intervencije bukalne povrsine zuba bile su ocis¢ene rotiraju¢om cCetkicom bez paste.
Fotodinamsko sredstvo na bazi toluidinskog modrila (155 mg/mL; LaserHF Paro-PDT, Hager
& Werken GmbH & Co. KG, Duisburg, Njemacka) nanosilo se na povrSinu zuba oko bravice
pomocu sterilne Sprice (slika 2). Nakon 60 sekundi, fotosenzitivno sredstvo bilo je isprano
fizioloSkom otopinom (Slika 3). Nakon suSenja zrakom, bukalne povrSine zuba bile su
osvijetljene diodnim laserom valne duljine 660 nm (Laser HF, Hager & Werken GmbH & Co.
KG, Duisburg, Njemacka) na udaljenosti 5 mm od povrSine zuba u trajanju od 60 sekundi
(Slika 4). Pritom je izlazna snaga lasera iznosila 100 mW, a gustoca snage 124,3 W/cm? uz

kontinuirani nacin rada (91).

¥

Slika 3. Ispiranje fotosenzitivnog sredstva fizioloskom otopinom.
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Slika 4 a) i b). Osvjetljavanje laserom.

Ispitanici u drugoj ispitnoj skupini bili su podvrgnuti aplikaciji 1% klorheksidin laka s 1%
timolom (Cervitec® Plus, Ivoclar Vivadent AG, Schaan, Liechtenstein). Prije nanosenja laka,
bukalne povrSine zuba bile su ociS¢ene rotiraju¢om Cetkicom bez paste. Lak se na bukalne
povrsine zuba oko bravica nanosio prema uputama proizvodaca, odnosno pomocu aplikatora u
horizontalnim potezima u tankom sloju. Lak se nakon aplikacije susio 30 sekundi. Ispitanici su

zamoljeni da sat vremena nakon nanosenja ne konzumiraju hranu i pice.

Ispitanici u trecoj ispitnoj skupini bili su podvrgnuti aplikaciji trikalcij fosfatnog laka (TCP) s
5% natrijevim fluoridom (Clinpro TM White Varnish, 3M ESPE, 3M Deutschland GmbH,
Germany). Prije nanoSenja laka, bukalne povrsine zuba bile su oc¢is¢ene rotiraju¢om cetkicom
bez paste. Lak se na bukalne povrsine zuba oko bravica nanosio prema uputama proizvodaca,
odnosno pomoc¢u aplikatora u horizontalnim potezima u tankom sloju. Nakon aplikacije
ispitanici su zamoljeni da minimalno 4 sata ne peru zube i ne koriste zubni konac te da tijekom

tog razdoblja jedu samo meku hranu i izbjegavaju vrucu hranu i napitke.

3.2.2. Primarne mjere ishoda

3.2.2.1. Akumulacija dentobakterijskog plaka

Prije postave fiksne ortodontske naprave, u TO, akumulacija dentobakterijskog plaka mjerila
se pomocu indeksa plaka po Silnessu i Loeu (92). Povrsina svakog zuba bila je podijeljena na
4 podrucja: distolabijalno, labijalno, meziolabijalno i palatinalno. U svakom od tih podrucja
koli¢ina plaka je bila izrazena ljestvicom od 0 do 3: 0 - nema plaka; 1 - nema vidljivog plaka,
plak na vrsku sonde kod sondiranja; 2 - plak vidljiv golim okom; 3 - obilje plaka. Za svaki zub
se izracunala srednja vrijednost, a potom i srednja vrijednost za svih 10 zuba u gornjem zubnom

luku.

17



Tadeja Blagec, disertacija

6 (T1), 12 (T2) i 18 (T3) tjedana kasnije, akumulacija dentobakterijskog plaka mjerila se
pomocu modificiranog indeksa plaka po Silnessu i Loeu, jer su se na zubima nalazile bravice.
Povrsina zuba oko bravice bila je podijeljena na 4 podruc¢ja: mezijalno, distalno, gingivalno i
okluzalno. U svakom podru¢ju razina plaka se izrazila ljestvicom 0 - 3: 0 - nema
dentobakterijskog plaka; 1 - otoci dentobakterijskog plaka; 2 - kontinuirana linija
dentobakterijskog plaka < 1 mm; 3 - kontinuirana linija dentobakterijskog plaka> 1 mm. Za
svaki se zub izracunala srednja vrijednost indeksa plaka, a potom i srednja vrijednost za sve

ispitivane zube u gornjem zubnom luku (93, 94).

3.2.2.2. Bakterioloski sastav supragingivnog plaka

Prije postave fiksne naprave (T0), 6 (T1), 12 (T2) i 18 tjedana (T3) kasnije, uzorci
supragingivnog plaka uzeti su pomocu sterilne sonde s bukalne povrSine ispitivanih zuba i
zatim preneseni na sterilni papirnati Stapi¢ veli¢ine 50. Papirnati Stapi¢ s uzorkom plaka
pohranio se u Eppendorf plasti¢nu epruvetu koja je sadrzavala 1,5 mL fizioloSke tekuéine.
Nakon toga, 0,01 pL uzorka iz epruvete inokulirano je na krvni/Brucela i Columbia agar koji
su prethodno bili pripremljeni prema uputama (95). Inkubacija podloga za anaerobne bakterije
provodila se u anaerobnim uvjetima na 35 °C tijekom 48 sati, dok su aerobne bakterije uzgajane
u uvjetima atmosferskog kisika u termostatu na 36 — 37 °C tijekom 18 — 24 sata.

Zatim su bakterije bile identificirane pomo¢u MALDI- TOF masene spektrometrije. Analiza je
napravljena na Zavodu za klini¢ku i molekularnu mikrobiologiju Klini¢kog bolni¢kog centra

Zagreb.

Priprema Matrix otopine:

Za pripremu Matrix otopine upotrjebljen je HCCA matrix portioned (a-cijano-4-
hidroksicimetna kiselina, eng. a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid), u tubicama koje sadrze 2,5
+ 0,3 mg matriksa te standardno otapalo koje se sastoji od 50% acetonitrila, 47,5% vode i 2,5%
trifluoroctene kiseline (Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, SAD).

250 pL standardnog otapala dodano je u jednu tubu HCCA matrix portioned i vorteksirano dok
svi kristali matriksa nisu bili kompletno otopljeni (pipetiraju¢a shema za 1 mL standardnog

otapala: 500 pL acetonitrila, 475 pL vode, 25 pL trifluoroctene kiseline).

Priprema uzoraka:
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Bioloski materijal (jedna kolonija mikroorganizma) je u tankom sloju nanesen na MALDI
ploCicu pomocu vrska nastavka pipete. Nakon toga je uzorak ostavljen da se osusi na zraku te

je zatim prekriven s 1 pL HCCA matriksa. Nakon suSenja, uzorak je stavljen u analizator.

Postupak nakon stavljanja uzorka u analizator:

Nakon definiranja projekta (naziv koji stroj daje skupini analiza koje se postupno odvijaju na
istoj plocici, a rezultati dobivaju zajedno na istom ispisu) i odabira baze podataka, zapoceta je
analiza (MALDI Biotyper®CA System, Bruket Daltonics Inc. Billerica, MA USA).
Vrijednosti rezultata pouzdanosti ve¢e od 2,0 smatrale su se sigurnom identifikacijom, od 1,7
do 1,99 srednje pouzdanom identifikacijom, a vrijednosti rezultata pouzdanosti ispod 1,699

smatrale su se nepouzdanom identifikacijom i tako nisu uzete u daljnju analizu.

U svrhu odredivanja ukupnog broja Zivih stanica bakterija, izrasle kolonije su se prebrojavale,
a njihov je broj bio izrazen u jedinicama koje tvore kolonije/uL (eng. colony forming unit,
CFU).

3.2.3. Sekundarne mjere ishoda

3.2.3.1. Bakterioloski sastav subgingivnog plaka

Uzorci subgingivnog plaka uzeti su prije postave fiksne ortodontske naprave (TO) i 18 tjedana
(T3) kasnije pomocu dva sterilna papirnata Stapica veli¢ine 50 iz gingivnih sulkusa ispitivanih
zuba. Papirnati §tapi¢ postavio se u sulkus do 4 mm duZine, odnosno dok se nije osjetio otpor,
u trajanju od 20 sekundi (96). Nakon toga se uzorak zajedno s papirnatim Stapi¢em pohranio u
Eppendorf plasti¢nu epruvetu koja je sadrzavala 1,5 mL fizioloSke tekuc¢ine. Epruveta s

uzorkom je zatim pohranjena na -80 °C do PCR analize.

Izolacija bakterijske DNK

Izolacija bakterijske DNK provedena je pomoc¢u komercijalno dostupnog pribora za ekstrakciju
(SaMag Bacterial DNA Extraction kit, Sacace Biotechnologies Srl, Como, Italija). Nakon §to
Su uzorci odmrznuti, drzani su na sobnoj temperaturi 15 minuta i vorteksirani 20 — 30 sekundi,
te su zatim transportirani u nove Eppendorf epruvete. Da bi se bakterijske stanice istalozile,
uzorci su centrifugirani 10 minuta na 20 000 g (Haraeus Pico 21, ThermoFisher Scientific,
Thermo Electron LED GmbH, Osterode am Harz, Njemacka). Supernatant je odbacen, a talog

je resuspendiran u 220 uL. BL2B puferske otopine (Sacace Biotechnologies Srl, Como, Italija)
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koja je koriStena za izvodenje lize bakterijske stani¢ne stijenke. Zatim je 200 uL suspenzije
transportirano u nove epruvete. lzolacija je obavljena u instrumentu SaMag-12 EVO (Sacace
Biotechnologies Srl, Como, Italija) koristenjem protokola za izolaciju (Bacterial DNA
Extraction kit Protocol). Volumen elucije postavljen je na 50 pL. Nakon Sto je izolacija

zavrSena, uzorci su drzani zamrznuti dok nije izvrSeno PCR umnozavanje i detekcija

bakterijske DNK.

Amplifikacija i detekcija DNK

Nakon odmrzavanja, najprije je u svaku epruvetu s uzorkom dodano 10 pL vode bez nukleaze
(Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, Massachusetts, SAD). Uzorci su zatim vorteksirani 5
sekundi i centrifugirani 5 sekundi. Umnozavanje i detekcija bakterijske DNK provedena je
koriStenjem  komercijalno dostupnog pribora (PeriodontScreen Real-™, Sacace
Biotechnologies Srl, Como, Italija) i prema uputama proizvodaca. Svaka je epruveta iz pribora
sadrzavala reakcijsku smjesu (21 pL) s jednim od odgovarajucih primera i skupova sondi za
specifi¢ni patogen (A. actynomicetemcomitans, P. gingivalis, P. endodontalis, T. denticola, T.
forsythia, P. intermedia i F. nucleatum) i TagMan ® Universal PCR Mastermix (Applied
Biosystems™ Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, Massachusetts, SAD).

7 uL Taq polimeraze vorteksirano je 5 sekundi i zatim dodano u svaku epruvetu s reakcijskom
smjesom. Zatim je 7 pL izolirane DNK iz svakog uzorka dodano u odgovarajuce epruvete.
Mjesavina reakcijske smjese, Taq polimeraze i izolirane DNK iz svakog uzorka zatim je
centrifugirana 5 sekundi i umetnuta u uredaj za PCR (QuantStudio™ 5 Real-Time PCR
System, Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, Massachusetts, SAD). Ukupni reakcijski
volumen svake epruvete iznosio je 35 pL.

Amplifikacijski profil sastojao se od jednog ciklusa na 80 °C/120 s i jednog na 95 °C/90 s (faza
zadrZavanja), 40 ciklusa na 95 °C/15 s, 40 ciklusa na 60 °C/30 s (detekcija fluorescencije) 1 40
ciklusa na 72 °C/40 s (PCR faza).

Fluorescencija je detektirana u FAM (specifiéni patogen) i HEX (unutarnja kontrola)
fluorescencijskim kanalima. Iako se prema postavkama softvera odredeni patogen smatrao
pozitivnim ako je Ct<35, ova je vrijednost pomaknuta za 5 (<30) jer nije otkrivena

fluorescencija u prvih pet run-ova.

3.2.3.2. Stanje gingive
Stanje gingive procijenilo se prije postave fiksne ortodontske naprave (T0), 6 (T1), 12 (T2) i

18 tjedana (T3) kasnije pomocu gingivalnog indeksa prema Silnessu i Loeu (92). PovrSina
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gingive svakog zuba bila je podijeljena na 4 podrucja: distolabijalna/bukalna papila, labijalna
marginalna gingiva, meziolabijalna/bukalna papila i lingvalna marginalna gingiva. U svakom
podrucju stanje gingive se izrazilo ljestvicom 0 — 3: 0 — nema znakova upale, zdrava gingiva,;
1 — blaga upala, neznatna promjena boje, blagi edem, bez krvarenja prilikom sondiranja; 2 —
umjerena upala, crvenilo, edem, hipertrofija, krvarenje prilikom sondiranja; 3 — jaka upala, jako
crvenilo i hipertrofija, ulceracije, spontano krvarenje. Za svaki se zub izraCunala srednja

vrijednost gingivalnog indeksa, a potom i srednja vrijednost za svih 10 ispitivanih zuba.

3.2.3.3. Dijagnostika inicijalnih karijesnih lezija na intraoralnim fotografijama

Nikon digitalnim fotoaparatom (Nikon d7500, Nikon, Japan) fotografirane su bukalne plohe
ispitivanih zuba koriste¢i postavke: ISO 125, f stopa (otvor blende) 32 i brzina zatvaraca 1/100
sekundi s uklju¢enim automatskim fokusom. Frontalna te lijeva i desna lateralna fotografija
snimljene su prije postave fiksne ortodontske naprave (TO) i 18 tjedana kasnije (T3). Prije
fotografiranja, bukalne povrSine zuba bile su ocetkane ¢etkicom bez paste kako bi se uklonio
plak koji moze sakriti inicijalnu karijesnu leziju.

Fotografije snimljene u prvoj i zadnjoj posjeti u istrazivanju stavljene su na monitor jedna pored
druge 1 medusobno usporedene. Ukoliko je u TO postojala bijela mrlja, a u T3 nije doslo do
njezine promjene (nije se povecala i nije se promijenila povrsina), ona je smatrana fluoridnom
ili razvojnom bijelom mrljom. Bijela mrlja koja je postojala u TO, ali se u T3 pogorsala
(povecala se ili joj se promijenila povrSina), smatrana je inicijalnom karijesnom lezijom (18).
Isto tako, sve nove inicijalne karijesne lezije, one koje su se u potpunosti remineralizirale,
odnosno povukle 1 one ¢ija se veli¢ina smanjila takoder su bile zabiljeZzene. Dijagnostika lezija
evaluirala se na mezijalnom, distalnom, gingivalnom i okluzalnom dijelu svakog ispitivanog

zuba.

3.3. Izracun veli¢ine uzorka

Veli¢ina uzorka temeljila se na utvrdivanju razlika u indeksu plaka, glavnom ishodu studije.
Podaci iz recentne studije (40) pokazali su srednju razliku od 0,61 u indeksu plaka sa skupnom
standardnom devijacijom od 0,59, §to odgovara Cohenovom koeficijentu f = 0,45 (veli¢ina
velikog ucinka).

[zraCun se temeljio na srednjoj veli€ini u€inka (f = 0,25). KoriStenjem G*Power 3.1.9.7 s a =
0,05, snagom = 0,80, 4 ispitne skupine i 4 ponovljena mjerenja (TO, T1, T2, T3), potrebna
veli¢ina uzorka bila je 36. Kako bi se osigurala jednaka raspodjela ispitanika po skupinama i

valjanost rezultata, odluceno je da ¢e se analizirati najmanje 40 sudionika (n = 10), ¢ime bi se
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postigla snaga od 82,54%. Uzimajuci u obzir potencijalno odustajanje (20%), najmanje 48

ispitanika (n = 12) je trebalo biti randomizirano.

3.4. Randomizacija

Ispitanici su slu¢ajnim odabirom bili podijeljeni u 4 ispitne skupine, po 12 ispitanika u svakoj
skupini. Za podjelu ispitanika po skupinama koristila se restriktivna permutacijska blok
randomizacija napravljena u softveru za randomizaciju (Research Randomizer).
Randomizacija je bila unaprijed napravljena, prije ukljucivanja ispitanika u studiju. Prilikom
regrutacije, svakom je ispitaniku (koji je imao svoj redni broj koji odgovara rednom broju
ukljucivanja u studiju) bio dodijeljen broj od 1 do 4 ovisno o skupini kojoj je pripao te se

postupalo u skladu s njome.

3.5. Zasljepljivanje

Istrazivac koji je prikupljao podatke i procjenjivao ishode istrazivanja, odnosno onaj koji je
mjerio indeks plaka, uzimao uzorke supragingivnog i subgingivnog plaka za analizu, mjerio
gingivalni indeks i evaluirao pojavu inicijalnih karijesnih lezija na intraoralnim fotografijama
bio je zaslijepljen. Osoba koja je radila bakterioloske analize supragingivnog i subgingivnog
plaka, kao i osoba koja je analizirala podatke bili su zaslijepljeni. Istraziva¢ klini¢ar koji je
izvodio intervencije nije bio zaslijepljen. Ispitanici su takoder bili svjesni kojoj ispitnoj skupini

pripadaju. Dakle, radi se o jednostruko zaslijepljenoj studiji.

3.6. Statisticka analiza

Statisticka analiza napravljena je u IBM SPSS statistickom softveru, verzija 29.0.1.0 (IBM,
New York, USA). Normalnost distribucije podataka istrazila se Kolmogorov-Smirnovljevim
testom kao i testovima asimetrije i zakrivljenosti.

Osnovne demografske i klinicke karakteristike analizirane su Kruskal-Wallisovim testom s
post-hoc Dunnovim testom.

Za kategoricke podatke, unutargrupne usporedbe procijenjene su Fisherovim egzaktnim testom
i Hi-kvadrat testom. Kontinuirane varijable, kao $to su indeks plaka, broj bakterijskih kolonija
i gingivalni indeks, usporedivane su izmedu razli¢itth vremenskih tocaka pomocu
Wilcoxonovog testa rangova za zavisne uzorke.

Indeksi su analizirani pomoc¢u Generalnog linearnog modela s ponovljenim mjerenjima (unutar
skupina - faktor vrijeme, izmedu skupina - faktor skupina). Pretpostavke o sferi¢nosti i

homogenosti bile su ispunjene (Mauchly p = 0,58; Boxov M p = 0,49). Grupne razlike izraZzene

22



Tadeja Blagec, disertacija

su kao srednje razlike u odnosu na kontrolnu skupinu, s 95% intervalima pouzdanosti
izvedenim iz LSD-prilagodenih procijenjenih grani¢nih srednjih vrijednosti. Vizualni pregled
normalnih Q-Q dijagrama nije pokazao znac¢ajno odstupanje od normalnosti; formalni Shapiro-
Wilk testovi bili su neznacajni (svi p > 0,10), osim grani¢nog rezultata na GO, koji je ocijenjen
podnosljivim zbog veli¢ine uzorka.

Kako bi se osigurala odgovarajuca statisticka usporedba, broj subginigvalnih bakterija je
logaritamski transformiran (logio) prije analize, buduci da je veliki broj uzoraka u poc¢etku imao
vrijednost 0. Ova transformacija omogucila je snazniju usporedbu izmedu pocetne vrijednosti
(TO) i pracenja (T3).

Analiza osjetljivosti pomoc¢u generaliziranog linearnog mjeSovitog modela procijenila je
grupiranje inicijalnih karijesnih lezija na razini zuba unutar ispitanika. Ishod je bio razvoj nove
lezije (binarno: da/ne), s ispitnom skupinom kao fiksnim uc¢inkom i rednim brojem ispitanika
kao nasumi¢nim presretanjem kako bi se u obzir uzela korelacija unutar ispitanika.

P-vrijednost < 0,05 smatrala se statisti¢ki znacajnom.
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4. REZULTATI
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4.1. Demografski podaci ispitanika

Osnovna demografska i klini¢ka obiljezja ispitanika nalaze se u tablici 1 i tablici 2.

Nije pronadena statisti¢ki znacajna razlika izmedu spolova (p = 0,439) te su zbog toga svi

ispitanici zajedno promatrani.

Tablica 1. TSALD i dob ispitanika po ispitivanim skupinama.

Ispitna skupina p*
Kontrolna
PDT CHX TCP-5% NaF skupina Ukupno
Medijan IKR Medijan IKR Medijan IKR Medijan IKR Medijan IKR
TSALD |-28 | 05 | 08 |-3,00 [-195 | -1,2 | -33 | -225| 03 |-0,38|-235| 1,89 | -3,2 | -1,85 | 0,25 | 0,459
dob |15,00 [15,50 16,00 |13,00 |15,00 |16,00 |14,00 | 15,00 | 16,00 | 14,00 | 15,50 | 17,00 | 14,00 | 15,00 | 16,50 | 0,728
TSALD - diskrepancija veli¢ine zuba i zubnog luka (eng. footh size-arch length discrepancy)
*Kruskal-Wallisov test
Tablica 2. Spol ispitanika po ispitivanim skupinama.
. . *%
Ispitna skupina p
Kontrolna
PDT CHX TCP-5% NaF . Ukupno
skupina
N % N % N % N % N %
Spol: M 4 40,0 7 70,0 4 40,0 6 60,0 21 52,5
Spol: Z 6 60,00 3 30,0 6 60,0 4 40,0 19 47,5 0439
Ukupno 10 100,0 10 100,0 10 100,0 10 100,0 68 100,0

**Fisherov egzaktni test

4.2. Utjecaj ispitivanih metoda na akumulaciju dentobakterijskog plaka

Interval izmedu inicijalnih mjerenja i mjerenja 6 tjedana kasnije (T0-T1)

Inicijalne vrijednosti indeksa plaka nisu se znacajno razlikovale izmedu ispitnih skupina (p =

0,953, slika 5). Najvece povecanje u svim skupinama uoceno je izmedu pocetka istraZivanja

(TO) i 6 tjedana kasnije (T1; p < 0,001). Ovo povecanje bilo je statisti¢ki znacajno u PDT, TCP-
5% NaF i kontrolnoj skupini (PDT: p = 0,004, TCP-5% NaF i kontrolna skupina: p < 0,001;

slika 6). U T1, indeks plaka u kontrolnoj skupini bio je znacajno visi od onoga izmjerenog u
CHX skupini (p = 0,039; tablica 3, slika 7).
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Slika 5. Srednje vrijednosti indeksa plaka u ispitivanim skupinama u TO.
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Slika 6. Srednje vrijednosti indeksa plaka u ispitivanim skupinama u vremenskim intervalima.
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Tablica 3. Usporedba parova ispitivanih skupina u razli¢itim vremenskim tockama prikazana
kao srednje razlike i intervali pouzdanosti za indeks plaka.

T_oéka_ Ispitna skupina Ispitna skupina Srednja razlika | Interval pouqunosti o
mijerenja izmedu skupina (95%) za razliku®
CHX -0,057 -0,331 - 0,217 0,676
PDT TCP-5% NaF 0,002 -0,272 — 0,276 0,988
Kontrolna skupina -0,051 -0,325 - 0,223 0,709
PDT 0,057 -0,217 - 0,331 0,676
CHX TCP-5% NaF 0,059 -0,215 - 0,333 0,665
T0 Kontrolna skupina 0,006 -0,268 — 0,280 0,965
PDT -0,002 -0,276 — 0,272 0,988
TCP-5% NaF CHX -0,059 -0,333 - 0,215 0,665
Kontrolna skupina -0,053 -0,327 - 0,221 0,698
PDT 0,051 -0,223 - 0,325 0,709
Kontrolna skupina CHX -0,006 -0,280 — 0,268 0,965
TCP-5% NaF 0,053 -0,221 - 0,327 0,698
CHX 0,144 -0,222 - 0,510 0,431
PDT TCP-5% NaF -0,068 -0,434 — 0,298 0,709
Kontrolna skupina -0,242 -0,609 — 0,124 0,188
PDT -0,144 -0,510 — 0,222 0,431
CHX TCP-5% NaF -0,212 -0,578 — 0,154 0,248
T1 Kontrolna skupina -,386" -0,753 —-0,020 0,039
PDT 0,068 -0,298 — 0,434 0,709
TCP-5% NaF CHX 0,212 -0,154 - 0,578 0,248
Kontrolna skupina -0,174 -0,541 - 0,192 0,341
PDT 0,242 -0,124 — 0,609 0,188
Kontrolna skupina CHX 0,386" 0,020 — 0,753 0,039
TCP-5% NaF 0,174 -0,192 — 0,541 0,341
CHX 0,173 -0,169 — 0,515 0,312
PDT TCP-5% NaF -0,215 -0,557 — 0,127 0,211
Kontrolna skupina -0,557" -0,899 —-0,215 0,002
PDT -0,173 -0,515 - 0,169 0,312
CHX TCP-5% NaF -0,388" -0,730 —-0,046 0,027
T Kontrolna skupina -0,730" -1,072 —-0,388 <0,001
PDT 0,215 -0,127 — 0,557 0,211
TCP-5% NaF CHX 0,388" 0,046 — 0,730 0,027
Kontrolna skupina -0,342 -0,684 — 0,000 0,050
PDT 0,557" 0,215 -0,899 0,002
Kontrolna skupina CHX 0,730" 0,388 — 1,072 <0,001
TCP-5% NaF 0,342 0,000 - 0,684 0,050
CHX 0,149 -0,219 - 0,518 0,415
PDT TCP-5% NaF -0,242 -0,610 — 0,126 0,191
Kontrolna skupina -0,545" -0,913 --0,177 0,005
PDT -0,149 -0,518 — 0,219 0,415
CHX TCP-5% NaF -0,391" -0,760 — -0,023 0,038
T3 Kontrolna skupina -0,695" -1,063 —-0,327 <0,001
PDT 0,242 -0,126 — 0,610 0,191
TCP-5% NaF CHX 0,391" 0,023 - 0,760 0,038
Kontrolna skupina -0,303 -0,671 — 0,065 0,104
PDT 0,545" 0,177 - 0,913 0,005
Kontrolna skupina CHX 0,695" 0,327 — 1,063 <0,001
TCP-5% NaF 0,303 -0,065 - 0,671 0,104

* Srednja razlika je znacajna na razini od 0,05
b Prilagodba za viSestruke usporedbe: najmanja znacajna razlika (ekvivalentno bez prilagodbi)
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Slika 7. Srednje vrijednosti indeksa plaka u ispitivanim skupinama u T1.

Interval izmedu mjerenja u 6. i 12. tjednu (T1-T2)

U PDT i CHX skupini, indeks plaka se smanjio od 6. (T1) do 12. tjedna (T2; p = 0,375, p =
0,086). U skupini ispitanika kojoj je nanesen TCP-5% NaF lak i kontrolnoj skupini, indeks je
nastavio rasti (p = 0,675, p = 0,104). U T2 je srednja vrijednost indeksa u CHX skupini bila
najniza, dok je u kontrolnoj skupini bila najvisa (p < 0,001, slika 8). U PDT skupini zabiljezene
su znacajno nize vrijednosti u usporedbi s kontrolnom skupinom (p = 0,002). Indeks plaka je u
CHZX skupini takoder bio zna¢ajno nizi nego u TCP-5% NaF ispitnoj grupi (p = 0,027). Indeks
plaka se u TCP-5% NaF i kontrolnoj skupini nije znacajno razlikovao u T2 (p = 0,05).
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Slika 8. Srednje vrijednosti indeksa plaka u ispitivanim skupinama u T2.

Interval izmedu mjerenja u 12. i 18. tjednu (T2-T3)

Promatrajuéi sve ispitne skupine, indeks plaka se smanjio od 12. (T2) do 18. tjedna (T3; p =
0,014). Finalna vrijednost indeksa je u PDT 1 CHX skupinama bila zna¢ajno niZa od one u
kontrolnoj skupini (p = 0,005; p < 0,001; slika 9). Indeks plaka je u TCP-5% NaF skupini bio
znacajno visi od onoga zabiljeZzenog u CHX skupini (p = 0,038), dok se vrijednosti izmedu

TCP-5% NaF i kontrolne skupine nisu znacajno razlikovale (p = 0,104).
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Slika 9. Srednje vrijednosti indeksa plaka u ispitivanim skupinama u T3.

Interval izmedu inicijalnih i zavr$nih mjerenja (T0-T3)

Promatrajuéi sve ispitne skupine, vrijednosti indeksa plaka zna¢ajno su se promijenile tijekom
razdoblja ispitivanja (p < 0,001). U CHX skupini zabiljezena je redukcija, a u PDT skupini
blagi porast (p = 0,594, p = 0,172). U TCP-5% NaF i kontrolnoj skupini zabiljeZen je znacajni
porast indeksa plaka izmedu TO i T3 (p = 0,008, p = 0,005).

4.3. Utjecaj ispitivanih metoda na bakterioloski sastav supragingivnog plaka

Interval izmedu inicijalnih mjerenja i mjerenja 6 tjedana kasnije (T0-T1)

U TO se broj bakterijskih kolonija nije statisticki znacajno razlikovao izmedu skupina (p =
0,182; slika 10). U svim skupinama, osim u negativnoj kontroli, CFU/uL se smanjio izmedu TO
i T1. Jedino je u CHX skupini to smanjenje bilo znac¢ajno (p = 0,007; slika 11). U kontrolnoj
skupini uoceno je znacajno povecéanje ukupnog broja bakterijskih kolonija (p < 0,001). 6 tjedana
nakon pocetka studije, CFU/uL je u kontrolnoj skupini bio znacajno visi nego u ostalim

skupinama (p < 0,001; tablica 4, slika 12).
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Slika 10. Srednje vrijednosti broja bakterijskih kolonija u ispitivanim skupinama u TO.
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Slika 11. Srednje vrijednosti broja bakterijskih kolonija u ispitivanim skupinama u
vremenskim intervalima.
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Tablica 4. Usporedba parova ispitivanih skupina u razli¢itim vremenskim tockama prikazana
kao srednje razlike i intervali pouzdanosti za broj bakterijskih kolonija.

Tocka . . . . Srednja razlika | Interval pouzdanosti
mjerenja Ispitna skupina Ispitna skupina izmed{l skupina (95%) Ea razliku® P

CHX -12,771 -26,788 — 1,246 0,074

PDT TCP-5% NaF -13,901 -28,049 — 0,248 0,054

Kontrolna skupina -8,859 -22,793 — 5,075 0,212

PDT 12,771 -1,246 — 26,788 0,074

CHX TCP-5% NaF -1,129 -15,320 -13,061 0,876

To Kontrolna skupina 3,913 -10,064 — 17,889 0,582
PDT 13,901 -,248 — 28,049 0,054

TCP-5% NaF CHX 1,129 -13,061 - 15,320 | 0,876
Kontrolna skupina 5,042 -9,066 — 19,150 0,483

PDT 8,859 -5,075 — 22,793 0,212

Kontrolna skupina CHX -3,913 -17,889 — 10,064 0,582
TCP-5% NaF -5,042 -19,150 — 9,066 0,483

CHX -7,090 -20,171 — 5,992 0,287

PDT TCP-5% NaF -7,460 -20,664 — 5,745 0,267

Kontrolna skupina -32,383" -45,387 —-19,379 | <0,001

PDT 7,090 -5,992 — 20,171 0,287

CHX TCP-5% NaF -0,370 -13,613 — 12,873 0,956

T1 Kontrolna skupina -25,293" -38,337 —-12,250 | <0,001
PDT 7,460 -5,745 — 20,664 0,267

TCP-5% NaF CHX 0,370 -12,873 — 13,613 0,956
Kontrolna skupina -24,924" -38,090 —-11,757 | <0,001

PDT 32,383" 19,379 — 45,387 | <0,001

Kontrolna skupina CHX 25,293" 12,250 — 38,337 | <0,001
TCP-5% NaF 24,924" 11,757 - 38,090 | <0,001

CHX 2,383 -8,585 — 13,351 0,669

PDT TCP-5% NaF -0,361 -11,432 -10,710 0,949
Kontrolna skupina -24,174" -35,077 — -13,271 | <0,001

PDT -2,383 -13,351 — 8,585 0,669

CHX TCP-5% NaF -2,744 -13,847 — 8,360 0,627
T2 Kontrolna skupina -26,557" -37,493 — -15,621 | <0,001
PDT 0,361 -10,710—-11,432 0,949

TCP-5% NaF CHX 2,744 -8,360 — 13,847 0,627
Kontrolna skupina -23,813" -34,853 —-12,774 | <0,001
PDT 24,174" 13,271 — 35,077 <0,001
Kontrolna skupina CHX 26,557" 15,621 — 37,493 | <0,001
TCP-5% NaF 23,813" 12,774 - 34,853 | <0,001

CHX -2,118 -13,499 — 9,263 0,715

PDT TCP-5% NaF 0,210 -11,278 — 11,698 0,971
Kontrolna skupina -24,626" -35,940 —-13,312 | <0,001

PDT 2,118 -9,263 — 13,499 0,715

CHX TCP-5% NaF 2,328 -9,194 — 13,850 0,691
T Kontrolna skupina -22,508" -33,856 —-11,160 | <0,001
PDT -0,210 -11,698 — 11,278 0,971

TCP-5% NaF CHX -2,328 -13,850 — 9,194 0,691
Kontrolna skupina -24,836" -36,291 —-13,381 | <0,001
PDT 24,626" 13,312 -35,940 | <0,001
Kontrolna skupina CHX 22,508" 11,160 — 33,856 | <0,001
TCP-5% NaF 24,836" 13,381 -36,291 | <0,001

* Srednja razlika je znacajna na razini od 0,05

b Prilagodba za viSestruke usporedbe: najmanja znacajna razlika (ekvivalentno bez prilagodbi)
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Slika 12. Srednje vrijednosti broja bakterijskih kolonija u ispitivanim skupinama u T1.

Interval izmedu mjerenja u 6. i 12. tjednu (T1-T2)

U CHX, TCP-5% NaF i kontrolnoj skupini, broj bakterijskih kolonija smanjio se od T1 do T2,
medutim, znacajno smanjenje primije¢eno je samo u CHX skupini (p = 0,029). Neznatni porast
broja bakterijskih kolonija zabiljeZzen je u PDT skupini. U T2 u PDT, CHX i TCP-5% NaF
skupinama, srednja vrijednost CFU/uL bila je znacajno niZa u usporedbi s onom zabiljezenom
u kontrolnoj skupini (p < 0,001; slika 13). Razlika izmedu tri spomenute grupe nije bila

znacajna.
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Slika 13. Srednje vrijednosti broja bakterijskih kolonija u ispitivanim skupinama u T2.

Interval izmedu mjerenja u 12. i 18. tjednu (T2-T3)

Smanjenje ukupnog broja bakterija primijeceno je u PDT i TCP-5% NaF skupinama, ali bez
statisticke znacajnosti. U CHX skupini je zabiljezen blagi porast broja bakterijskih kolonija. U
T3, srednja vrijednost CFU/uL u PDT, CHX i TCP-5% NaF skupinama bila je znacajno niza
od one zabiljeZene u kontrolnoj skupini (p < 0,001; slika 14). Finalni broj bakterijskih kolonija

nije se znacajno razlikovao izmedu PDT, CHX i TCP-5% NaF ispitne grupe.
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Slika 14. Srednje vrijednosti broja bakterijskih kolonija u ispitivanim skupinama u T3.

Interval izmedu inicijalnih i zavr$nih mjerenja (T0-T3)

U PDT, CHX i TCP-5% NaF skupinama, broj bakterijskih kolonija u supragingivnom plaku
znacajno se smanjio tijekom 18 tjedana trajanja studije (PDT: p = 0,023, CHX i TCP-5% NaF:
p < 0,001). Neznacajno povecanje broja bakterijskih kolonija zabiljezeno je u kontrolnoj

skupini (p = 0,235).

TCP-5% NaF lak znacajno je smanjio broj kolonija V. parvule i F. nucleatum tijekom 18 tjedana
ispitnog razdoblja (p = 0,028, p = 0,046; tablica 5). Broj kolonija V. parvule takoder je bio
znacajno smanjen kod sudionika kojima je nanesen CHX lak (p = 0,028). Ostale bakterije u

supragingivnom plaku nisu pokazale znacajan rast ili pad tijekom razdoblja ispitivanja.

Tablica 5. Promjena broja bakterijskih kolonija (CFU/uL) u supragingivnom plaku od TO do
T3 u ispitivanim skupinama.
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TO T3 *(T0 -
Ispitna skupina Bakterija Medijan IKR Medijan IKR P T3)
(CFU/uL) (CFU/uL)
S. sanguinis 15,0 0-70,0 5,0 0-45,0 0,892
S. mitis oralis 50,0 0-380,0 20,0 4,0-60,0 0,123
C. ochracea 0 0-5,0 0 0-7,0 0,655
P. loescheii 0 0-0 0 0-10,0 0,317
V. parvula 22,5 75-375 12,5 2,5-250 0,233
A. naeslundii 10,0 0-45,0 7,0 0-20,0 0,612
PDT A. oris 175 0-78,0 5,0 0-15,0 0,128
F. nucleatum 0 0-15,0 0 0-10,0 0,753
F. canifelinum 0 0-0 0 0-0 1,000
S. gordonii 40,0 0-45,0 20,0 10,0 - 50,0 0,893
S. mutans 0 0-0 5,0 0-10,0 0,317
P. melaninogenica 0 0-225 0 0-0 0,317
P. species 0 0-0 0 0-0 1,000
S. odontolytica 0 0-175 0 0-0 0,317
P. nigrescens 0 0-0 0 0-0 1,000
S. mutans 425 0-85,0 0 0-0 0,317
S. mitis oralis 60,0 0-90,0 50,0 0-100,0 0,575
S. sanguinis 75,0 0-85,0 0 0-70,0 0,141
F. canifelinum 0 0-35,0 440 0-80,0 0,345
F. nucleatum 10,0 0-39,0 0,0 0-50,0 0,310
V. parvula 35,0 0-70,0 30,0 0-80,0 *0,028
CHX A. oris 15,0 0-46,0 30,0 0-130,0 0,107
A. naeslundii 0 0-90,0 0 0-10,0 0,138
S. odontolytica 0 0-25,0 30,0 10,0 - 30,0 0,893
S. gordonii 0 0-0 0 0-50,0 0,317
P. species 225 0-525 0 0-50 0,285
C. ochracea 0 0-0 15,0 0-30,0 0,317
P. loescheii 27,5 0-55,0 0 0-0 0,317
P. nigrescens 0 0-65,0 0 0-0 0,317
P. melaninogenica 0 0-0 10,0 0-30,0 0,180
S. mitis oralis 50,0 15,0 - 95,0 5,0 0-30,0 0,126
S. sanguinis 15,0 0-90,0 0 0-0 0,138
S. odontolytica 12,5 0-60,0 0 0-20,0 0,248
C. ochracea 0 0-0 0 0-10,0 0,317
A. naeslundii 17,5 0-76,0 0 0-0 0,109
A. oris 0 0-101,5 25,0 0-65,0 0,686
F. nucleatum 20,0 0-60,0 0 0-0 *0,046
P. nigrescens 0 0-0 0 0-0 1,000
TCP-5% NaF P loescheii 0 0-0 0 0-0 1,000
V. parvula 55,0 40,0 -120,0 0 0-30,0 *0,028
S. gordonii 0 0-85,0 0 0-50,0 0,344
F. canifelinum 35,0 15,0 - 60,0 30,0 0-40,0 0,500
S. mutans 0 0-21,0 10,0 0-50,0 0,593
P. species 0 0-0 20,0 20,0 - 20,0 0,317
P. melaninogenica 0 0-0 0 0-0 1,000
S. mitis oralis 60,0 0-90,0 50,0 0-100,0 0,483
S. gordonii 0 0-0 22,5 0-30,0 0,068
S. sanguinis 75,0 0-85,0 0 0-70,0 0,176
C. ochracea 0 0-75,0 0 0-20,0 0,655
A. naeslundii 0 0-90,0 0 0-10,0 0,144
F. canifelinum 0 0-35,0 440 0-80,0 0,248
Kontrolna skupina P. loescheii 0 0-225 29,0 75-615 0,465
V. parvula 35,0 0-70,0 30,0 0-80,0 0,916
A. oris 15,0 0-46,0 30,0 0-130,0 0,249
F. nucleatum 10,0 0-39,0 0 0-50,0 0,674
P. species 0 0-175 20,0 0-55,0 0,285
P. nigrescens 0 0-65,0 15,0 10,0 — 100,0 0,248
S. odontolytica 0 0-25,0 30,0 10,0 - 30,0 0,109

*Wilcoxonov test rangova
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4.4. Utjecaj ispitivanih metoda na bakterioloski sastav subgingivnog plaka
U TO je u 92,5 % ispitanika bila dokazana barem jedna od istrazivanih bakterija.

U T3 je prevalencija pozitivnih ispitanika na barem jednu od istrazivanih bakterija bila 100 %.

U fotodinamskoj skupini u T3, u ¢etvero su ispitanika bile dijagnosticirane bakterije koje nisu
bile dokazane u TO. U dvoje F. nucleatum, u jednog T. forsythia i u jednog P. endodontalis. U
ovoj je skupini u 30% (n = 3) ispitanika bila eliminirana T. forsythia (p = 0,625). U prvih 18
tjedana fiksne ortodontske terapije zabiljeZena je neznacajna redukcija bakterije F. nucleatum

u subgingivnom plaku (p = 0,799; slika 15).
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Slika 15. Srednje vrijednosti logaritma broja subgingivnih bakterija u ispitivanim skupinama
uTOiT3.

U cCetvero ispitanika kojima je apliciran klorheksidinski lak, u T3 su dokazane bakterije koje
nisu bile dijagnosticirane u TO. U troje se ispitanika tijekom trajanja studije pojavila T.
forsythia, a u jednog T. denticola. U ovoj je skupini kod jednog ispitanika zabiljeZzena
eliminacija bakterije T. forsythia (p = 0,625). Uocen je neznacajan porast bakterije T. forsythia

tijekom trajanja studije (p = 0,327).
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U TCP-5% NaF skupini takoder su se u 4 ispitanika pojavile nove bakterije. U troje ispitanika
T. forsythia i u jednog F. nucleatum. U ovoj je skupini u dvoje ispitanika eliminirana T.
forsythia. Tijekom prvih 18 tjedana fiksne ortodontske terapije statisti¢ki neznacajno se snizio

broj bakterije F. nucleatum (p = 0,646).

U kontrolnoj su se skupini u dvoje ispitanika pojavile nove bakterije od TO do T3. U jednog T.
forsythia, a u drugog T. denticola. U ovoj skupini nije zabiljezena eliminacija ni jedne bakterije
u subgingivnom plaku. Tijekom trajanja studije u ovoj je grupi neznacajno porastao broj

bakterija T. forsythia i F. nucleatum (p = 0,263, p = 0,386).

4.5. Utjecaj ispitivanih metoda na stanje gingive

Interval izmedu inicijalnih mjerenja i mjerenja 6 tjedana kasnije (TO-T1)

U TO vrijednosti gingivalnog indeksa nisu se zna¢ajno razlikovale izmedu skupina (p = 0,934;
slika 16). Promatrajuci sve ispitne skupine od TO do T1, indeks se zna¢ajno povecéao (p < 0,001).
Ovo povecanje bilo je znacajno u CHX i kontrolnoj skupini (p = 0,006, p = 0,02; slika 17). U
T1 razlika srednjih vrijednosti gingivalnih indeksa izmedu skupina nije bila statisticki znacajna

(p = 0,254; tablica 6, slika 18).
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Slika 16. Srednje vrijednosti gingivalnog indeksa u ispitivanim skupinama u TO.
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Slika 17. Srednje vrijednosti gingivalnog indeksa u ispitivanim skupinama u vremenskim

intervalima.
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Tablica 6. Usporedba parova ispitivanih skupina u razli¢itim vremenskim tockama prikazana
kao srednje razlike i intervali pouzdanosti za gingivalni indeks.

Tocka Ispitna skupina Ispitna skupina Srednja razlika | Interval pouzdanosti ob
mjerenja izmedu skupina (95%) za razlikuP
CHX -0,093 -0,395 — 209 0,537
PDT TCP-5% NaF -0,048 -0,350 — 0,254 0,749
Kontrolna skupina -0,071 -0,373-0,231 0,637
PDT 0,093 -0,209 — 0,395 0,537
CHX TCP-5% NaF 0,045 -0,257 — 0,347 0,765
To Kontrolna skupina 0,022 -0,280 — 0,324 0,884
PDT 0,048 -0,254 — 0,350 0,749
TCP-5% NaF CHX -0,045 -0,347 — 0,257 0,765
Kontrolna skupina -0,023 -0,325-0,279 0,878
PDT 0,071 -0,231-0,373 0,637
Kontrolna skupina CHX -0,022 -0,324 - 0,280 0,884
TCP-5% NaF 0,023 -0,279 — 0,325 0,878
CHX -0,206 -0,489 — 0,077 0,149
PDT TCP-5% NaF 0,027 -0,256 — 0,310 0,848
Kontrolna skupina -0,169 -0,452 - 0,114 0,234
PDT 0,206 -0,077 — 0,489 0,149
CHX TCP-5% NaF 0,233 -0,050 — 0,516 0,104
T1 Kontrolna skupina 0,037 -0,246 — 0,320 0,793
PDT -0,027 -0,310 — 0,256 0,848
TCP-5% NaF CHX -0,233 -0,516 — 0,050 0,104
Kontrolna skupina -0,196 -0,479 — 0,087 0,169
PDT 0,169 -0,114 — 0,452 0,234
Kontrolna skupina CHX -0,037 -0,320 — 0,246 0,793
TCP-5% NaF 0,196 -0,087 — 0,479 0,169
CHX -0,183 -0,460 — 0,094 0,189
PDT TCP-5% NaF -0,029 -0,306 — 0,248 0,833
Kontrolna skupina -0,506" -0,783 —-0,229 <0,001
PDT 0,183 -0,094 — 0,460 0,189
CHX TCP-5% NaF 0,154 -0,123 - 0,431 0,267
T Kontrolna skupina -0,323" -0,600 — -0,046 0,024
PDT 0,029 -0,248 — 0,306 0,833
TCP-5% NaF CHX -0,154 -0,431-0,123 0,267
Kontrolna skupina -0,477" -0,754 — -0,200 0,001
PDT 0,506" 0,229 - 0,783 <0,001
Kontrolna skupina CHX 0,323" 0,046 — 0,600 0,024
TCP-5% NaF 0,477 0,200 - 0,754 0,001
CHX -0,088 -0,331 - 0,155 0,467
PDT TCP-5% NaF 0,006 -0,237 — 0,249 0,960
Kontrolna skupina -0,352" -0,595 — -0,109 0,006
PDT 0,088 -0,155-0,331 0,467
CHX TCP-5% NaF 0,094 -0,149 - 0,337 0,437
T3 Kontrolna skupina -0,264" -0,507 —-0,021 0,034
PDT -0,006 -0,249 — 0,237 0,960
TCP-5% NaF CHX -0,094 -0,337 - 0,149 0,437
Kontrolna skupina -0,358" -0,601 — 0,115 0,005
PDT 0,352" 0,109 - 0,595 0,006
Kontrolna skupina CHX 0,264" 0,021 — 0,507 0,034
TCP-5% NaF 0,358" 0,115-10,601 0,005

* Srednja razlika je znacajna na razini od 0,05

b Prilagodba za viSestruke usporedbe: najmanja znacajna razlika (ekvivalentno bez prilagodbi)
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Slika 18. Srednje vrijednosti gingivalnog indeksa u ispitivanim skupinama u T1.

Interval izmedu mjerenja u 6. i 12. tjednu (T1-T2)

Izmedu 6. (T1) 1 12. tjedna (T2) gingivalni indeks se znacajno povecao u kontrolnoj skupini (p
=0,026), dok se smanjio u svim ostalim testiranim grupama. Ovo smanjenje bilo je znacajno u
PDT skupini (p = 0,016). U T2 srednja vrijednost gingivalnog indeksa u kontrolnoj skupini bila
je znacajno visa nego u ostalim ispitnim skupinama (PDT: p < 0,001, CHX: p = 0,024, TCP-
5% NaF: p = 0,001; slika 19), dok razlika izmedu njih nije bila statisti¢ki znacajna.
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Slika 19. Srednje vrijednosti gingivalnog indeksa u ispitivanim skupinama u T2.

Interval izmedu mjerenja u 12. i 18. tjednu (T2-T3)

Promatrajuéi sve ispitne skupine zajedno, gingivalni indeks se smanjio od 12. (T2) do 18. tjedna
(T3; p=0,003). U T3 je gingivalni indeks u PDT, CHX i TCP-5% NaF skupinama bio zna¢ajno
nizi u usporedbi s kontrolnom skupinom (p = 0,006, p = 0,034, p = 0,005; slika 20).

PDT CHX TCP-E% MaF kontrolna skupina

Ispitna skupina

Slika 20. Srednje vrijednosti gingivalnog indeksa u ispitivanim skupinama u T3.
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Interval izmedu inicijalnih i zavr$nih mjerenja (T0-T3)
Od TO do T3 uoceno je znacajno povecanje gingivalnog indeksa u kontrolnoj skupini (p =

0,016). U svim drugim skupinama, primije¢ena je redukcija indeksa, no ona nije bila znac¢ajna.

4.6. Utjecaj ispitivanih metoda na razvoj inicijalnih karijesnih lezija
Prije pocetka fiksne ortodontske terapije inicijalne karijesne lezije dijagnosticirane su u 42,5%
ispitanika. Ukupno je bilo dijagnosticirano 60 lezija na 1600 mjernih mjesta. Prosjecan broj

lezija po ispitaniku bio je 1,5. Nije bilo znacajnih razlika izmedu ispitnih skupina (p = 0,775).

U trenutku zadnjeg mjerenja prevalencija lezija takoder je bila 42,5%, dok je njihov ukupan
broj bio 70. Prosjecan broj lezija po pacijentu bio je 1,75. Razlika izmedu ispitnih skupina nije
bila znacajna (p = 0,109).

U TO, od 400 mjernih mjesta po skupini, lezije nisu dijagnosticirane na 387 u PDT i TCP-5%
NaF skupinama i 383 u CHX i kontrolnoj skupini. Promatrajuéi sve ispitne skupine zajedno, od
TO do T3, uocena je znacajna razlika u distribuciji postojanja lezija unutar skupina (p = 0,016;
tablica 7). U kontrolnoj se skupini ukupno pojavilo 9 novih lezija, a nijedna se nije povukla (p
= 0,008). U CHX skupini nisu zabiljezene nove lezije, a 2 postojece lezije su se povukle (p =
0,479). U TCP 5% NaF grupi dijagnosticirane su 3 nove lezije (p = 0,248). U PDT skupini je

ukupan broj lezija ostao isti u promatranom razdoblju.

Tablica 7. Distribucija postojanja lezija u ispitivanim skupinama u TO i T3.

Ispitna skupina TO T3 T3 Ukupno p*
Nema lezije Ima lezije

Nema lezije | 387 (100,00%) 0 (0,00%) 387
PDT Ima lezije 0 (0,00%) 13 (100,00%) 13
Ukupno 387 13 400
Nema lezije | 383 (100,00%) 0 (0,00%) 383

CHX Ima lezije 2 (11,76%) 15 (88,24%) 17 0,479
Ukupno 385 15 400
Nema lezije | 384 (99,22%) 3 (0,78%) 387

TCP- 5% NaF Ima lezije 0 (0,00%) 13 (100,00%) 13 0,248
Ukupno 384 16 400
Kontrolna Nema lezije | 374 (97,65%) 9 (2,35%) 383

skupina Ima lezije 0 (0,00%) 17 (100,00%) 17 0,008
Ukupno 374 26 400

*usporedba unutar skupine, Fisherov egzaktni test, Hi-kvadrat test
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Sveukupno, u T3 je zabiljezena statisticki znacajna razlika izmedu skupina (p = 0,007; tablica
8). Incidencija novih lezija bila je 15%. 5 od 6 ispitanika kojima su dijagnosticirane nove lezije
bili su u kontrolnoj skupini. Vec¢i broj novih lezija pojavio se u kontrolnoj skupini (n = 9) u
usporedbi s TCP-5% NaF (n = 3) skupinom. 50% ispitanika iz kontrolne skupine razvilo je nove
inicijalne karijesne lezije, dok su se one u TCP-5% NaF skupini pojavile u 10% ispitanika.
Nove lezije nisu zabiljezene u PDT i CHX skupini. 66,67% novih lezija dijagnosticirano je na

prvom i drugom pretkutnjaku.

Tablica 8. Distribucija inicijalnih karijesnih lezija po ispitivanim skupinama u T3.

Ispitna skupina Ner_r)a Noye Uznaprgplovale Smanj_ene Reminerg_lizirane Nepromijenjene Ukupno
lezije lezije lezije lezije lezije lezije

PDT 387 0 2 0 0 11 400

Kolona % 25,33% | 0,00% 10,53% 0,00% 0,00% 28,95%

Red % 96,75% | 0,00% 0,50% 0,00% 0,00% 2,75%

CHX 383 0 7 1 2 7 400

Kolona % 25,07% | 0,00% 36,84% 100,00% 100,00% 18,42%

Red % 95,75% | 0,00% 1,75% 0,25% 0,50% 1,75%

TCP-5% NaF 384 3 5 0 0 8 400

Kolona % 25,13% | 25,00% 26,32% 0,00% 0,00% 21,05%

Red % 96,00% | 0,75% 1,25% 0,00% 0,00% 2,00%

Kontrolna 374 9 5 0 0 12 400

skupina

Kolona % 24,48% | 75,00% 26,32% 0,00% 0,00% 31,58%

Red % 93,50% | 2,25% 1,25% 0,00% 0,00% 3,00%

Ukupno 1528 12 19 1 2 38 1600

20% ispitanika je u T3 imalo uznapredovale bijele mrlje. Najveéi broj uznapredovalih mrlja
dijagnosticiran je u CHX skupini, a najmanji u PDT skupini (slika 21). 73,7% (n = 14)
uznapredovalih lezija dijagnosticirano je na prednjim zubima, veéina njih (n = 9) na lateralnim

incizivima.

b

Slika 21. a) Inicijalne karijesne lezije u TO u PDT skupini; b) Uznapredovale inicijalne
karijesne lezije u T3 u PDT skupini.
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Lezije koje su se povukle, odnosno u potpunosti remineralizirale (n = 2) i smanjile (n = 1)

dijagnosticirane su samo u CHX skupini.

Utvrdena je statisticki znacajna razlika u lokaciji lezija na bukalnim povrSinama zuba (p <

0,001, tablica 9). Nove lezije prvenstveno su se pojavile u mezijalnom (50%) i gingivalnom

podrucju zuba (41,67%) u odnosu na bravicu. Gotovo sve uznapredovale lezije (94,74%)

dijagnosticirane su u gingivalnom dijelu zuba.

Tablica 9. Distribucija lezija na bukalnim povrSinama zuba u odnosu na bravicu u T3.

T3 T3 T3 T3 T3 T3 Ukupno

Nema Nove Uznapredovale Smanjene Remineralizirane | Nepromijenjene

lezije lezije lezije lezije lezije lezije
Distalno 398 1 0 0 0 1 400
Kolona % | 26,05% 8,33% 0,0% 0,00% 0,00% 2,63%
Gingivalno 350 5 18 1 2 24 400
Kolona % | 22,91% 41,67% 94,74% 100,00% 100,00% 63,16%
Mezijalno 388 6 1 0 0 5 400
Kolona % | 25,39% 50,00% 5,26% 0,00% 0,00% 13,16%
Okluzalno 392 0 0 0 0 8 400
Kolona % | 26,65% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 21,05%
Ukupno 1528 12 19 1 2 38 1600

Generalizirani linearni mjesSoviti model (GLMM) koristen je za procjenu grupiranja nastanka

inicijalnih karijesnih lezija unutar ispitanika. Slu¢ajni u¢inak ispitanika nije bio znacajan (Wald

> =0,50, p=0,479), Sto ukazuje na minimalno grupiranje unutar subjekta. Grupni u¢inak ostao

je u skladu s primarnom analizom, podupiruci robusnost razlika izmedu ispitivanih skupina.
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5. RASPRAVA
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5.1. Akumulacija dentobakterijskog plaka u fiksnoj ortodontskoj terapiji

Primarna svrha ovog istrazivanja bila je odrediti utjecaj fotodinamske terapije na akumulaciju
plaka u ortodontskih pacijenata te je usporediti s u¢inkom 1% klorheksidinskog laka i triklacij
fosfatnog laka s 5% natrijevim fluoridom.

U fotodinamskoj skupini, u 12. (T2) i 18. tjednu (T3) od pocetka istrazivanja, indeks plaka bio
je znacajno nizi nego u kontrolnoj skupini. Samo jedna primjena fotodinamske terapije nije
znacajno utjecala na akumulaciju plaka u usporedbi s kontrolnom skupinom. Nakon dvije
aplikacije, indeks plaka se u fotodinamskoj skupini po¢eo smanjivati, dok je u kontrolnoj
skupini nastavio rasti. Stoga su za reduktivan ucinak fotodinamske terapije na akumulaciju
plaka potrebne barem dvije primjene tijekom dviju uzastopnih redovnih kontrola. Takoder,
vrijednosti indeksa plaka u ovoj skupini nastavile su padati do 18. tjedna pracenja ispitanika
(T3), kako je bilo zabiljezeno i u skupini ispitanika kojoj je apliciran klorheksidinski lak.
Ichinose-Tsuno i sur. (97) primijetili su da se postotak talozenja plaka na donjim
pretkutnjacima znacajno smanjio nakon Sest aplikacija toluidinskog modrila osvjetljenog LED
svjetlom tijekom ukupno Cetiri dana. Gémez i sur. (82) i Abellan i sur. (81) takoder su
zakljucili da je fotodinamska terapija ucinkovita u redukciji nakupljanja plaka samo nakon
ponovljenih primjena. Sto se ti¢e mehanizma redukcije akumulacije plaka, utvrdeno je da
fotodinamska terapija usporava rast bakterija i smanjuje njihov kapacitet za potrosnju glukoze
(77). Kombinacija baktericidnog u¢inka i usporavanja bakterijskog rasta mogu smanjiti
talozenje plaka na povrsini zuba (77, 97).

Prema literaturnim podacima i trenutnim saznanjima, samo je jedna studija usporedivala u¢inak
fotodinamske terapije i klorheksidina na akumulaciju plaka (40). Klorheksidinski lak, placebo
lak i fotodinamska terapija (kurkumin 1,5 mg/mL + plavo LED svjetlo) aplicirani su Cetiri puta
tijekom Cetiri uzastopna tjedna na caklinu zuba oko bravica. Autori nisu primijetili znac¢ajne
razlike u indeksu plaka izmedu ispitivanih skupina tijekom svih vremenskih razdoblja, s
iznimkom fotodinamske grupe, u kojoj je indeks plaka bio 1,52 nakon 3 mjeseca pracenja u
usporedbi s 0,91 u klorheksidinskoj skupini i 1,03 u placebo skupini. Dakle, u fotodinamskoj
skupini, indeks plaka je 3 mjeseca nakon pocetka istrazivanja bio znacajno visi nego u drugim
testiranim grupama, Cak i u placebo skupini. Stoga, suprotno rezultatima trenutne studije,
fotodinamska terapija nije smanjila akumulaciju dentalnog biofilma. Takav rezultat moze se
objasniti organizacijom strukture biofilma jer fotodinamsko sredstvo i svjetlo ne mogu doprijeti
do svih bakterijskih stanica (40). Ipak, mora se uzeti u obzir da su autori koristili drugu vrstu

fotosenzitivnog sredstva 1 svjetla, kao 1 drugaCije parametre svjetlosne zrake. Navedeno
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vjerojatno utjece na ucinkovitost fotodinamske terapije i objasnjava kontradiktorne rezultate
njihove i trenutne studije.

Nadalje, Alshahrani i sur. (84) objavili su da nije primijecena znacajna razlika u indeksu plaka
u bilo kojem vremenskom razdoblju izmedu skupine koja je podvrgnuta inicijalnoj
parodontolo§koj terapiji i dodatnoj fotodinamskoj terapiji i one koja je primila samo inicijalnu
parodontoloSku terapiju. Stoga, fotodinamski tretman (metilensko modrilo 0,0005% + laser
670 nm) nije pridonio dodatnom smanjenju nakupljanja plaka. Unutar obje skupine primijecena
je znacajna redukcija akumulacije plaka tijekom razdoblja ispitivanja. Sli¢ni su rezultati
objavljeni i u prethodnim studijama (83, 85-87). Medutim, potrebno je napomenuti da je u
prethodno spomenutim istrazivanjima fotodinamska terapija aplicirana u gingivalne sulkuse, a
ne direktno na caklinu zuba oko bravica gdje se nakuplja plak, stoga mjesto aplikacije
vjerojatno moze utjecati na rezultate. Potrebno je takoder imati na umu da koristenje razli¢itih
fotosenzitivnih sredstava i njihove koncentracije te vrsta i parametara lasera/svjetla, i razlicita
ucestalost primjene terapije u raznim istrazivanjima stvaraju poteskoc¢e u usporedbi rezultata.
Najvece povecéanje indeksa plaka u svim skupinama primije¢eno je tijekom prvih 6 tjedana
fiksne ortodontske terapije i trajanja studije. Poznato je da je akumulacija plaka veéa na
elementima fiksnih ortodontskih naprava, stoga je ovaj porast ocekivan (98). Rast indeksa
plaka bio je statisticki znacajan kod ispitanika u svim ispitnim skupinama osim u onoj kojoj je
apliciran Cervitec Plus lak (1% klorheksidin i 1% timol). U toj su skupini, u usporedbi s
kontrolnom skupinom i skupinom kojoj je bio apliciran TCP-5% NaF lak, vrijednosti indeksa
plaka bile zna¢ajno nize 12 1 18 tjedana nakon pocetka istraZivanja. Sli¢ne rezultate objavili su
Alavi i sur. (99). Oni su takoder ortodontskim pacijentima aplicirali fluoridni lak i
klorheksidinski gel ukupno 3 puta. Prvi puta prije postave fiksne ortodontske naprave, te zatim
3 1 6 mjeseci kasnije. Upotreba klorheksidina dovela je do znacajne redukcije indeksa plaka u
usporedbi s kontrolnom 1 placebo skupinom. Fluoridni lak je bio znatno viSe ucinkovit u
smanjenju nakupljanja plaka u usporedbi s kontrolom, iako razlika u odnosu na placebo
skupinu nije bila zna¢ajna. Dakle, CHX gel je pokazao superiornu aktivnost u redukciji plaka
u odnosu na fluoridni lak, kao §to je bilo dokazano i u trenutnoj studiji (99). U T2, odnosno 3
mjeseca od pocetka istrazivanja, indeks plaka se u klorheksidinskoj skupini smanjio i nastavio
je padati do kraja trajanja studije. Finalne vrijednosti bile su nezna¢ajno nize u odnosu na
pocetne, izmjerene u TO. U istrazivanju Sehgala i sur. (27), u T2 (2 mjeseca nakon postave
fiksne naprave), indeks plaka se u klorheksidinskoj skupini po¢eo smanjivati 1 nastavio je s tim
trendom do kraja studije. Vrijednosti dobivene zadnjim mjerenjem bile su nize od inicijalnih i

statisticki su se razlikovale od onih u kontrolnoj skupini, kao i u trenutnom istrazivanju (27).
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U studiji Alavija i sur. (99) vrijednosti indeksa plaka u klorheksidinskoj skupini su se
smanjivale u svim mjernim to¢kama, dok su zavrsne vrijednosti bile zna¢ajno nize od pocetnih.
U jednom je nedavnom istrazivanju takoder objavljeno da klorheksidinski lak ucinkovito
kontrolira akumulaciju plaka kod pacijenata u fiksnoj ortodontskoj terapiji (100). Mehanizam
inhibicije plaka poznat je desetlje¢ima, stoga trenutni rezultati nisu iznenadujuci (42, 43, 101).
Tri su glavna mehanizma inhibicije plaka: klorheksidin smanjuje adsorpciju proteina na
povrsinu zuba i tako smanjuje formiranje pelikule, veze se na bakterijske stanice u subletalnim
koli¢inama i talozi faktore aglutinacije u slini i istiskuje kalcij iz matriksa plaka (42). Dodatno,
nakon aplikacije laka, zubna povrSina je glada Sto otezava adheziju bakterija i ostalih
komponenti biofilma (101).

U trenutnom istrazivanju, TCP-5% NaF lak se pokazao kao najslabije sredstvo koje moze
kontrolirati akumulaciju plaka. StoviSe, njegov se uéinak nije znaéajno razlikovao od onog
zabiljeZzenog u kontrolnoj skupini. Alavi i sur. (99 ref) objavili su sli¢ne rezultate. Kao §to je
vec¢ receno, u njihovoj studiji razlika izmedu placebo skupine, negativne kontrole i fluoridne
skupine (5% NaF) nije bila znacajna, dok je CHX gel pokazao znacajno bolji u¢inak u kontroli
nakupljanja plaka. Nadalje, finalne vrijednosti indeksa plaka u fluoridnoj su skupini bile vece
od inicijalnih, $to je takoder uofeno u trenutnom istrazivanju (99). Chiba i sur. (102)
ispitanicima su aplicirali Duraphat lak (2,25% NaF) u jednoj posjeti, a 30 dana nakon aplikacije
nije zabiljeZena statisticki znacajna redukcija indeksa plaka. Zickert i Emilson (103) takoder
su objavili da lokalna primjena laka koji sadrzi fluorid nije imala znafajan ucinak na
nakupljanje dentalnog plaka nekoliko tjedana nakon aplikacije te razlika izmedu te i kontrolne
skupine nije bila uocena. S druge pak strane, u jednoj je studiji upotreba konvencionalnog
fluoridnog laka dovela do znacajne redukcije indeksa plaka nakon samo jedne aplikacije (104).
Autori preporucuju reaplikaciju laka svaka 3 mjeseca kako bi kontrola akumulacije plaka bila
uspjes$na. Dokazano je i da fluoridni lakovi dovode do smanjene adhezije S. mutansa na
dentalni biofilm, medutim taj ucinak znacajno ovisi o koncentraciji otpustenih fluorida (63).
Toc¢an mehanizam smanjene adhezije nije istrazen, ali se smatra da on nastaje zbog
reducirajuceg efekta fluorida na bakterijski rast (63). Bitno je napomenuti da smanjena adhezija
bakterija na dentalni biofilm ne mora nuzno znaciti i smanjenu akumulaciju plaka na caklinu
zuba.

Prema dosadasnjim saznanjima i literaturnim podacima, ovo je prva studija koja usporeduje
ucinak fotodinamske terapije 1 fluoridnog laka na akumulaciju plaka.

U ovoj studiji, indeks plaka se u kontrolnoj skupini znacajno povecao tijekom prvih 6 tjedana

fiksne ortodontske terapije i trajanja istrazivanja. Rast je nastavljen i u T2 (3 mjeseca nakon
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lijepljenja bravica), a zatim se u T3 (4,5 mjeseci pracenja) indeks plaka poceo smanjivati,
medutim finalne vrijednosti su i dalje bile znacajno vise od pocetnih. Sehgal i sur. (27) takoder
su objavili da se indeks plaka u kontrolnoj skupini poveéavao tijekom prva 3 mjeseca fiksne
ortodontske terapije, a zatim se poceo smanjivati. U istrazivanju Paschosa i sur. (100) indeks
plaka se u kontrolnoj skupini po€eo smanjivati na kraju 3. mjeseca od pocetka terapije te su
takoder finalne vrijednosti indeksa plaka bile viSe od inicijalnih, kao $to je dokazano i u ovoj
studiji. Sli¢ni rezultati dobiveni su i jednom ranijem istrazivanju (8). Trenutni rezultati i
rezultati prethodnih studija mogu se objasniti ¢injenicom da u svih ortodontskih pacijenata
dolazi do pojac¢ane akumulacije plaka tijekom prvih nekoliko mjeseci terapije zbog razdoblja
prilagodbe na odrzavanje oralne higijene. Naime, u po¢etku su pacijenti manje vjesti u ¢etkanju
zuba i koristenju interdentalnih ¢etkica oko komponenata fiksnih naprava, a nakon nekoliko
mjeseci prilagodbe postaju manualno spretniji u uklanjanju nakupljenih naslaga (105).
Zakljuéno, u fotodinamskoj 1 klorheksidinskoj skupini, indeks plaka poc¢eo se smanjivati 12
tjedana nakon pocetka istrazivanja (T2). Nasuprot tome, u TCP-5% NaF i kontrolnoj skupini,
vrijednosti indeksa plaka pocele su se smanjivati kasnije, odnosno nakon 18 tjedana (T3).
Dakle, i fotodinamska terapija i klorheksidinski lak pokazali su ve¢u u¢inkovitost u smanjenju
akumulacije plaka od trikalcij fosfatnog laka s 5% NaF. U tim je skupinama zabiljeZen raniji

pad indeksa tijekom ispitnog razdoblja

5.2. Bakterioloski sastav supragingivnog plaka u fiksnoj ortodontskoj terapiji

Primarna svrha ovog istrazivanja takoder je bila odrediti kako fotodinamska terapija u
usporedbi s do sada poznatim antimikrobnim metodama utjeCe na bakterioloski sastav
supragingivnog plaka.

Ukupni broj bakterijskih kolonija se tijekom 18 tjedana trajanja istrazivanja statisticki znac¢ajno
smanjio u fotodinamskoj skupini. 6 (T1), 12 (T2) 1 18 tjedana (T3) nakon pocetka istrazivanja,
broj bakterijskih kolonija u toj je skupini bio znac¢ajno nizi u usporedbi s kontrolnom skupinom.
Stovise, u kontrolnoj je skupini primijeéeno znalajno poveéanje ukupnog broja kolonija
tijekom prvih 6 tjedana trajanja studije. Dakle, fotodinamska terapija znacajno reducira broj
bakterija u supragingivnom plaku u usporedbi s kontrolnom skupinom.

Prema literaturnim podacima i trenutnim saznanjima, samo su dvije studije istrazivale utjecaj
fotodinamske terapije na bakterioloSki sastav supragingivnog plaka. U istrazivanju Soaresa i
sur. (88), kombinacija metilenskog i toluidinskog modrila osvjetljenog crvenim LED svjetlom

takoder je dovela do znacajne redukcije ukupnog broja kolonija u supragingivnom plaku, kao
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Sto je zabiljezeno 1 u ovoj studiji. Medutim, vazno je napomenuti da su uzorci biofilma za
analizu uzimani odmah nakon primjene fotodinamske terapije, stoga rezultati ne mogu biti u
potpunosti usporedivi s trenutnima. Ichinose-Tsuno i sur. (97) aplicirali su toluidinsko modrilo
na caklinu donjih pretkutnjaka te ga zatim osvijetlili LED svijetlom. Fotodinamska terapija
ukupno je nanesena 6 puta tijekom 3 uzastopna dana, dakle dva puta dnevno. Autori su uocili
znaajno smanjenje broja bakterijskih kolonija u toj skupini ispitanika, dok redukcija u
kontrolnoj skupini nije bila uo¢ena. Dakle, rezultati spomenute studije odgovaraju rezultatima
trenutnog istrazivanja (97).

Najcesce dokazane bakterije supragingivnog plaka u ispitanika u ovom istrazivanju uglavnom
su streptokoki (S. mitis oralis, S. sanguinis, S. gordonii, Peptostreptococcus micros) i
aktinomicete (A. oris, A. naeslundii, A. johnsonii, A. israeli). Streptokoki su bakterije plavog
kompleksa, a aktinomicete zZutog, i one nisu povezane s povec¢anom dubinom dzepova (106,
107). Medutim, neke od tih bakterija su povezane s razvojem karijesa (S. sanguinis,
Peptostreptococcus micros i A. Israeli (108)). Takoder, bakterije zutog i plavog kompleksa
uglavnom su Gram-pozitivne (108). Dokazano je da su Gram-pozitivne bakterije zbog svoje
grade puno osjetljivije na djelovanje fotodinamske terapije od Gram-negativnih. Njihova je
membrana okruZzena poroznim slojem peptidoglikana koji se ne ponasa kao barijera, stoga
fotosenzitivno sredstvo lako moze prodrijeti kroz njega. S druge strane, Gram-negativne
bakterije oko tankog sloja peptidoglikana imaju vanjsku lipidnu ovojnicu koja sluzi kao
barijera pa fotosenzitivno sredstvo teze prolazi kroz nju (77). Kako se u supragingivnom plaku
uglavnom nalaze Gram-pozitivne bakterije, logi¢no je pretpostavljati da ¢e fotodinamska
terapija biti u¢inkovita u njihovoj redukeiji, Sto je dokazano i u ovom istraZivanju. Na neke
bakterije fotodinamska terapija djeluje baktericidno, a one koje prezive tretman pokazuju
modificiran i usporen rast (77).

U klorheksidinskoj skupini redukcija ukupnog broja bakterija takoder je bila znacajna tijekom
18 tjedana trajanja studije. Najveca redukcija zabiljeZena je tijekom prvih 6 tjedana, Sto znaci
da je samo jedna aplikacija Cervitec Plus laka dovoljna za znacajan antibakterijski ucinak.
Manikandan i suradnici (109) takoder su objavili da se ukupni CFU bakterija u supragingivnom
biofilmu znacajno smanjio nakon jedne primjene Cervitec laka. Eronat i sur. (110) su
ortodontskim pacijentima jednom aplicirali CHX lak i zabiljezili statisticki znac¢ajnu redukciju
S. mutansa u slini mjesec dana nakon aplikacije. Takoder je jedna ranija studija zakljucila da
je jedna aplikacija laka dovoljna za smanjenje kariogenih bakterija u supragingivhom plaku
(39). Dokazano je da klorheksidinski lak inhibira rast vise od 99% bakterijskih vrsta izoliranih

iz dentalnog biofilma (36). Mnoga su dosadasnja istrazivanja pokazala ucinkovitost
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klorheksidina, zbog ¢ega je proglasen zlatnim standardom antibakterijskog djelovanja (36, 38,
39, 109, 110). Dokazano je da klorheksidin u¢inkovito djeluje na streptokoke i1 aktinomicete, a
to su ujedno i najbrojniji bakterijski rodovi koji su pronadeni u plaku ispitanika trenutnog
istrazivanja, tako da rezultati nisu iznenadujuci (40). Bitno je napomenuti da je i timol, osim
klorheksidina, aktivni sastojak Cervitec Plus laka koriStenog u ovoj studiji. Timol je takoder
antiseptik Sirokog spektra djelovanja, djeluje na Gram-pozitivne i Gram-negativne bakterije te
potpomaze adheziju klorheksidina na povrSinu zuba (111). Takoder je dokazano da je
produljeno otpustanje aktivnih antimikrobnih tvari kada se koristi kombinacija klorheksidina i
timola, nego kada se koristi samo klorheksidinski lak (111). Dakle, klorheksidin i timol
sinergisti¢kim djelovanjem uspjesno i znacajno reduciraju broj bakterijskih kolonija (100).
Shafaee i sur. (31) objavili su da je fotodinamska terapija usporediva s konvencionalnim
metodama u smanjenju broja bakterija u dentalnom biofilmu, $to odgovara trenutnim
rezultatima. Prema dosadaS$njim saznanjima, samo je nekoliko studija usporedivalo
antibakterijski uc¢inak fotodinamske terapije i klorheksidina (86, 112). Jedna prethodna in vitro
studija pokazala je da nema statisticki znacajne razlike u antimikrobnom ucinku izmedu
fotodinamske terapije (riboflavin + plavo LED svijetlo) i 0,2% klorheksidina. Oba su agensa
dovela do znac¢ajne redukcije broja kariogenih bakterija nakupljenih oko ortodontskih bravica.
Stoga su oba bila jednako uéinkovita u lijeCenju tih Gram-pozitivnih oralnih patogena (113).
Takoder, Panhdca i sur. (112) pokazali su da su i fotodinamska terapija (kurkumin + natrijev
dodecil sulfat + plavo LED svjetlo) i ispiranje usta klorheksidinom odmah nakon jedne
primjene doveli do znacajnog smanjenja broja S. mutansa u slini bez statisti¢ki znacajne razlike
izmedu ta dva sredstva. Rezultati trenutne studije takoder su pokazali slicno antibakterijsko
djelovanje. I u fotodinamskoj 1 u klorheksidinskoj skupini uo€ena je statisticki znacajna
redukcija broja bakterija tijekom ispitnog razdoblja.

Ucinak TCP- 5% NaF laka bio je slican u¢inku fotodinamske terapije 1 klorheksidinskog laka.
U toj je skupini takoder zabiljeZena statisticki znacajna redukcija broja bakterijskih kolonija od
TO do T3. Najveée smanjenje zabiljezeno je tijekom prvih 6 tjedana trajanja studije. Stovise,
broj bakterijskih kolonija u svim mjernim tockama tijekom 18 tjedana trajanja istrazivanja bio
je znacajno nizi nego u kontrolnoj skupini. Trenutni rezultati nisu iznenaduju¢i jer je dobro
poznato da fluoridi inhibiraju razli¢ite bakterijske enzime poput enolaze, kisele fosfataze,
pirofosfataze, peroksidaze i katalaze te inhibiraju rast i smanjuju bakterijsku kolonizaciju
biofilma (63, 64, 114). Ranije je dokazano da fluoridni lakovi znacajno reduciraju broj kolonija
S. mutansa u supragingivnom biofilmu (33). Erkmen i sur. (66) objavili su da je primjena

trikalcij fosfatnog laka dovela do znacajne redukcije broja kariogenih bakterija u plaku. Ta je
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redukcija bila veca od one primijec¢ene u skupini kojoj je apliciran konvencionalni 5% NaF 1
kazein fosfopeptidni lak (66). Osim fluorida, Clinpro lak koriSten u ovoj studiji u svom sastavu
ima kalcijeve i fosfatne ione. Efikasan antibakterijski u¢inak se osim fluoridnim ionima moze
pripisati prisutno$¢u iona kalcija koji pridonose visokom alkalnom pH (66). Clinpro lak
pokazuje vecu antibakterijsku aktivnost od konvencionalnih lakova zbog povecane
bioraspolozivosti fluorida (115). Prema literaturnim podacima i trenutnim saznanjima,
trenutacno ne postoje istrazivanja koja usporeduju antimikrobnu ucinkovitost fotodinamske
terapije i fluoridnih lakova.

Samo je u kontrolnoj skupini u ovom istrazivanju broj bakterijskih kolonija porastao izmedu
TO 1 T1. Takoder je vazno spomenuti da je CFU u kontrolnoj skupini poc¢eo opadati 3 mjeseca
nakon lijepljenja bravica i pocetka studije (T2). Medutim, konac¢ni broj kolonija je ipak bio visi
od inicijalnog. Ovo povecéanje tijekom prvih 6 tjedana bilo je o¢ekivano i povezano je s
promjenom oralnog mikrobioma (116). Zabiljezeno je da se maksimalne razine mikrobnih
parametara opazaju 3 mjeseca nakon pocetka fiksne ortodontske terapije, a zatim se pocinju
smanjivati (117). Do porasta razine broja bakterija dolazi zbog dijelova fiksne ortodontske
naprave koji dovode do pojaane akumulacije plaka i dodatno otezavaju odrzavanje oralne
higijene. Pad razine mikrobnih parametara moze se pripisati poboljSanju dentalne higijene i
ponovnom uspostavljanju imunoloske ravnoteze izmedu domacina i mikroorganizama (117).
Stovise, Guo i suradnici (118) izvijestili su da se poveéanje supragingivalnih kariogenih
aerobnih 1 fakultativno anaerobnih bakterija, pretezno streptokoka i1 aktinomiceta, dogada
tijekom prvih tjedana i mjeseci ortodontske terapije. Tri mjeseca kasnije njihov se udio
smanjuje, $to je pokazalo i ovo istraZivanje, jer se povecava broj dominantno subgingivalnih
anaerobnih bakterija narancastog kompleksa (118).

Osim utjecaja istrazivanih sredstava na ukupni broj bakterijskih kolonija u supragingivnom
plaku, svrha studije bila je evaluirati i utjecaj na pojedine bakterije u plaku. Aplikacija TCP-
5% NaF laka dovela je do znacajne redukcije V. parvule i F. nucleatum tijekom 18 tjedana
trajanja studije. V. parvula je Gram-negativni anaerobni kok koji u interakciji sa S. mutans-om
moze pridonijeti razvoju karijesa (119). Dodatno, djelujuéi kao poveznica izmedu nekoliko
bakterija, ukljuc¢ujuci F. nucleatum i S. gordonii, V. parvula proizvodi hranjive tvari potrebne
parodontnim patogenima za prezivljavanje i razmnozavanje (120). F. nucleatum bakterija je
narancastog kompleksa, Sto znaci da potice kolonizaciju bakterija crvenog kompleksa, glavnih
parodontnih patogena. Njihova prisutnost povezana je s pove¢anim dubinama dzepova (120).
Raangs i sur. (121) takoder su u svojoj studiji objavili da sredstvo za ispiranje usta na bazi

kositrenog fluorida reducira broj bakterije F. nucleatum. Takve su rezultate objavili i Sari i sur.
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(122). Stovise, dokazano je da su bioaktivni materijali koji otpuitaju fluoride znadajno
uc¢inkoviti protiv F. nucleatum i V. parvule, $to odgovara rezultatima trenutne studije (123).
Klorheksidinski lak takoder je uzrokovao redukciju broja kolonija V. parvule tijekom razdoblja
ispitivanja. Prethodne studije takoder su dokazale osjetljivost spomenute bakterije na
klorheksidin i pokazale da je rast ove bakterije znatno manji kada je izloZena tom agensu (124,
125).

Dakle, ukupno promatrajuéi sva tri ispitivana sredstva, moze se zakljuciti da su ona ucinkovita
u redukciji broja bakterija u supragingivnom plaku. I fotodinamska terapija, CHX lak i TCP-
5% NaF lak pokazali su znacajnu antibakterijsku aktivnost tijekom prvih 18 tjedana fiksne

ortodontske terapije, koja nije bila uo¢ena u kontrolnoj skupini.

5.3. Bakteriolo$ki sastav subgingivnog plaka u fiksnoj ortodontskoj terapiji

Promjena bakterioloskog sastava subgingivnog plaka nakon tri aplikacije fotodinamske
terapije svakih 6 tjedana u ortodontskih pacijenata bila je sekundarna mjera ishoda ovog
istrazivanja. Odnosno, svrha ove studije bila je istraziti u¢inak fotodinamske terapije na broj
subgingivnih bakterija kod pacijenata u fiksnoj ortodontskoj terapiji te ga usporediti s u¢inkom
1% klorheksidinskog i trikalcij fosfatnog laka s 5% natrijevim fluoridom.

U fotodinamskoj, klorheksidinskoj i trikalcij fosfatnoj skupini, jedina bakterija koja je potpuno
iskorijenjena kod nekih ispitanika tijekom razdoblja ispitivanja bila je T. forsythia. T. forsythia
bakterija je crvenog kompleksa koja uzrokuje progresivni parodontitis (106).

U fotodinamskoj skupini ova je bakterija eliminirana kod troje ispitanika, §to je najvisi nalaz u
usporedbi s ostalim testiranim skupinama. Dakle, antibakterijski u€inak toluidinskog modrila 1
lasera valne duljine 660 nm doveo je do eliminacije spomenute bakterije u 30% ispitanika. S
druge strane, u kontrolnoj skupini ni jedna bakterija nije bila eliminirana. Neka prijasnja
istrazivanja takoder su dokazala osjetljivost spomenute bakterije na fotodinamsku terapiju
(126, 127). Brinar i sur. (126) objavili su da se broj pozitivnih mjesta na bakteriju T. forsythia
znafajno smanjio 3 mjeseca nakon aplikacije adjuvantne fotodinamske terapije uz
supragingivno i subgingivno struganje i poliranje povrSine korijena. Ispitanici su tretirani
metilenskim modrilom apliciranim u parodontne dzepove koje je zatim bilo osvijetljeno
laserom valne duljine 680 nm (126). Takoder su rezultati jednog recentnog istrazivanja
pokazali da se broj pozitivnih mjesta na spomenutu bakteriju znacajno smanjio 80. i 180. dan
pracenja sudionika kojima je aplicirana fotodinamska terapija, za razliku od skupine koja je
bila podvrgnuta struganju i poliranju povrsine korijena. Kombinacija toluidinskog modrila 1

lasera je iskorijenila T. forsythiu kod nekih ispitanika, $to je pokazalo i ovo istrazivanje (127).

54



Tadeja Blagec, disertacija

S obzirom da broj ove bakterije nije bio povisen u fotodinamskoj skupini ispitanika 18 tjedana
nakon pocetka fiksne ortodontske terapije, i to je jedina bakterija koja je bila eliminirana unutar
skupine, moze se zakljuciti da je takav oblik terapije imao pozitivan antibakterijski u¢inak na
nju.

U trenutnoj je studiji uoc¢en porast bakterije T. forsythia u skupini ispitanika kojima je apliciran
klorheksidinski lak te u kontrolnoj skupini, medutim taj je porast u obje skupine bio neznacajan.
Autori nekoliko prethodnih istrazivanja objavili su da se tri mjeseca nakon pocetka fiksne
ortodontske terapije primjecuje znacajan porast spomenute bakterije u subgingivnom plaku
(118, 128-131).

Tijekom 18 tjedana trajanja studije, broj bakterije F. nucleatum u subgingivhom plaku
neznacajno se povecao kod ispitanika u kontrolnoj skupini. F. nucleatum je fakultativni
anaerob 1 spada u skupinu bakterija narancastog kompleksa. Kolonizacija i proliferacija
bakterija narancastog kompleksa dogada se prije kolonizacije bakterija crvenog kompleksa,
najpatogenijih parodontnih bakterija. Mikroorganizmi iz oba kompleksa suraduju i ovisni su
jedni o drugima (106). Dokazano je da se broj bakterije F. nucleatum pocinje progresivno
povecavati ve¢ u prvim tjednima fiksne ortodontske terapije i to povecanje traje nekoliko
mjeseci nakon postave fiksne ortodontske naprave (7, 129, 132, 133, 134). U skupini ispitanika
kojima je apliciran TCP-5% NaF lak uocena je statisticki neznaajna redukcija spomenute
bakterije u subgingivnom plaku. Neka prethodna istrazivanja takoder su dokazala osjetljivost
te bakterije na fluoride. U studiji Fernandeza i sur. (135), primjena paste za zube s natrijevim i
kositrenim fluoridom znacajno je smanjila broj F. nucleatum u in vitro modelu biofilma (135).
Tanaka i sur. (123) objavili su da su bioaktivni materijali koji otpustaju fluoride znacajno
smanjili broj bakterije F. nucleatum reduciraju¢i njen rast u umjetno formiranom
multibakterijskom biofilmu. Mikrobioloski podaci pokazuju da fluor djeluje antibakterijski
kroz razli¢ite mehanizme, ukljucujuéi inhibiciju glikolitickog enzima enolaze i ATPaze, a
takoder bi mogao biti povezan s interferencijom s drugim unutarstani¢énim enzimima ili onima
koji su bitni za vitalitet biofilma kao S§to su kisela fosfataza, pirofosfataza, peroksidaza i
katalaza (136).

Kao i u TCP-5% NaF skupini, u fotodinamskoj je takoder zabiljeZena neznacajna redukcija
spomenute bakterije tijekom prvih 18 tjedana fiksne ortodontske terapije. Medutim, u dvoje se
ispitanika ta bakterija pojavila tijekom ispitnog razdoblja. U istrazivanju Siguscha i sur. (137)
primijeCena je statisticki znacajna redukcija F. nucleatum u parodontalnim dzepovima
ispitanika 12 tjedana nakon aplikacije metilenskog modrila i osvjetljavanja laserom valne

duljine 660 nm. Takoder, za razliku od trenutnog istrazivanja, uocena je i znacajna razlika u
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odnosu na kontrolnu skupinu u kojoj je broj te bakterije ostao slican onome prije intervencije
(137). Trenutni rezultati mogu se objasniti ¢injenicom da je u ovoj studiji fotodinamska terapija
aplicirana supragingivalno, odnosno na caklinu zuba oko ortodontskih bravica, dakle
subgingivalne bakterije nisu bile izravno izlozene intervenciji kao u prethodno spomenutoj
studiji. Broj bakterije F. nucleatum u skupini ispitanika kojima je apliciran 1% klorheksidinski
lak nije se promijenio tijekom ispitnog razdoblja. Suprotno trenutnim rezultatima, recentna
istrazivanja su dokazala osjetljivost F. nucleatum na klorheksidinske preparate (138, 139).
Dakle, prema rezultatima ove studije, klorheksidinski lak apliciran na caklinu zuba ne dovodi
do redukcije F. nucleatum u subgingivnom plaku.

Neke bakterijske vrste nisu bile dokazane u T0O, medutim dokazane su 18 tjedana kasnije u
nekih ispitanika. U 30% ispitanika u klorheksidinskoj skupini i u 30% ispitanika kojima je
apliciran trikalcij fosfatni lak, pojavila se bakterija T. forsythia. U prethodnim je istrazivanjima
dokazan antibakterijski uc¢inak klorheksidina na spomenutu bakteriju (140-142). Kao §to je vec
napomenuto, u ovom istrazivanju, broj bakterije T. forsythia se povecao u ispitanika kojima je
nanesen 1% klorheksidin lak. Dakle, suprotno rezultatima prethodnih istrazivanja, klorheksidin
nije pokazao antibakterijski u¢inak na spomenutu bakteriju. U troje ispitanika trikalcij fosfatne
skupine pojavila se bakterija T. forsythia tijekom ispitnog razdoblja, ali je u dvoje ispitanika ta
bakterija bila eliminirana. Zakljuéno mozemo tvrditi da uc¢inak Clinpro laka na ovu bakteriju
nije u potpunosti jasan. Sto se ti¢e literaturnih podataka, utjecaj fluorida na T. forsythiu nije
dovoljno istrazen. Prema dosada$njim saznanjima, jedino su Fine i sur. (143) objavili da
primjena paste za zube s natrijevim fluoridom nije znacajno imala utjecaj na broj te bakterije u
subgingivnom plaku.

Tek se u dvoje ispitanika u subgingivnom plaku pojavila T. denticola tijekom prvih 18 tjedana
fiksne ortodontske terapije. Jednom je ispitaniku apliciran klorheksidinski lak, dok je drugi bio
u kontrolnoj skupini. Dokazano je da se T. denticola pojavljuje u subgingivnom plaku
pacijenata tijekom prva 3 mjeseca fiksne ortodontske terapije, te da se njen broj znacajno
povecava kod osoba s metalnim bravicama (131, 134, 144). Autori nekih recentnih istrazivanja
objavili su da je ova bakterija rijetko otkrivena kod ispitanika s fiksnim ortodontskim
napravama (129, 133).

Sto se ti¢e ostalih bakterijskih vrsta, A. actynomicetemcomitans nije bila identificirana ni u
jednog ispitanika na pocetku studije niti nakon 18 tjedana prac¢enja. Ovakve su rezultate objavili
i Lombardo i sur. (133). Nadalje, drugi su autori objavili da se A. actynomicetemcomitans
pojavljuje vrlo rijetko u subgingivnom plaku ortodontskih pacijenata (129, 131). Takoder, P.

gingivalis i P. intermedia nisu dokazane kod ispitanika trenutne studije. Prema literaturnim
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podacima, P. intermedia je bakterijska vrsta koja se kao i A. actynomicetemcomitans vrlo
rijetko moze dokazati u subgingivnom plaku ortodontskih pacijenata (129). | P. gingivalis i P.
intermedia su parodontno patogene bakterije crvenog kompleksa koje se obi¢no pojavljuju tek
6 mjeseci nakon pocetka fiksne terapije, Sto moze objasniti zasto nisu bile dokazane u ispitanika
trenutne studije (7).

lako se broj pojedinih bakterija tijekom ispitnog razdoblja povecao u nekim skupinama, u
nekima se smanjio, u nekih su se ispitanika u T3 pojavile bakterije koje nisu bile
dijagnosticirane u TO, a kod nekih ispitanika pojedine su bakterije bile eliminirane, nijedna
promjena koja se dogodila tijekom ispitnog razdoblja unutar svake skupine, a i izmedu skupina
nije bila statisticki znaCajna. Dakle, tri ispitna sredstva nisu uzrokovala znacajniji
antibakterijski u¢inak u usporedbi s kontrolnom skupinom. Potrebno je napomenuti da u ovoj
studiji klorheksidin lak, trikalcij fosfatni lak i fotodinamska terapija nisu bili direktno aplicirani
u subgingivni sulkus ispitanika iz kojeg se uzimao uzorak za analizu, nego su aplicirani
supragingivno, odnosno na caklinu zuba oko ortodontskih bravica. Dakle, ispitivana
antibakterijska sredstva vjerojatno nisu imala utjecaj na broj subgingivnih bakterija jer one nisu

direktno bile izlozene terapiji.

5.4. Stanje gingive u fiksnoj ortodontskoj terapiji

Procjena stanja gingive ortodontskih pacijenata kojima je aplicirana fotodinamska terapija bila
je sekundarna mjera ishoda ovog istrazivanja. Odnosno, svrha ove studije bila je istraziti ucinak
fotodinamske terapije na zdravlje gingive kod pacijenata u fiksnoj ortodontskoj terapiji te ga
usporediti s u¢inkom 1% klorheksidinskog 1 trikalcij fosfatnog laka s 5% natrijevim fluoridom.
U fotodinamskoj skupini pacijenata tijekom prvih 6 tjedana trajanja studije zabiljeZen je porast
gingivalnog indeksa, a nakon toga su vrijednosti indeksa pocele padati i taj je trend nastavljen
do kraja istraZivanja. Za razliku od ostalih ispitnih skupina, u ovoj je zabiljeZena znacajna
redukcija gingivalnog indeksa izmedu 6. 1 12. tjedna pracenja ispitanika. Takoder, vrijednosti
indeksa gingive u toj su skupini bile zna¢ajno manje u usporedbi s kontrolnom skupinom 12
(T2) i 18 tjedana (T3) nakon pocetka studije i postave fiksne ortodontske naprave. MozZe se
pretpostaviti da je antimikrobni uc¢inak toluidinskog modrila osvijetljenog laserom valne
duljine 660 nm zasluzan za niZe vrijednosti indeksa gingive u usporedbi s onima koje su
zabiljezene u kontrolnoj skupini. Rezultati ovog istrazivanja u skladu su s prethodnim
studijama koje su takoder potvrdile da je fotodinamska terapija ucinkovita u lijecenju i
prevenciji upale gingive (40, 82, 85, 86, 145). Gémez i sur. (82) su ortodontskim pacijentima

u gingivne sulkuse aplicirali 0,005% metilensko modrilo i osvijetlili ga laserom valne duljine
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670 nm ukupno Cetiri puta u razmaku od dva tjedna i zatim jo$ tri puta u razmaku od tri mjeseca.
Druga ispitna skupina bila je podvrgnuta ultrazvu¢nom uklanjanju tvrdih naslaga s povrsSine
korijena. U obje se ispitne skupine FMBS znacajno smanjio 3 mjeseca nakon pocetka
istrazivanja. Nije pronadena statisticki znacajna razlika u indeksu krvarenja izmedu te dvije
ispitne skupine (82). Dakle, prema zakljucku autora, fotodinamska terapija jednako je
ucinkovita u sprjecavanju gingivalne upale tijekom fiksne ortodontske terapije kao 1
konvencionalna metoda uklanjanja naslaga. Dodatno, autori jedne recentne pregledne studije
takoder su zakljucili je da je fotodinamska terapija obecavajuca alternativa konvencionalnim
metodama za oCuvanje gingivnog zdravlja, §to je istraZzeno kroz niz gingivalnih i parodontnih
indeksa (31).

Chondros i sur. (145) aplicirali su toluidinsko modrilo u gingivalne sulkuse ispitanika i zatim
ga osvijetlili diodnim laserom valne duljine 690 nm. Dokazali su da postoji statisticki znacajna
razlika u indeksu krvarenja pri sondiranju izmedu ispitne skupine (samo jedna aplikacija
fotodinamske terapije + ultrazvu¢no uklanjanje tvrdih naslaga) i kontrolne skupine
(ultrazvucno uklanjanje tvrdih naslaga). Uocena je vecéa redukcija u ispitnoj skupini, stoga,
prema zaklju¢cima autora, fotodinamska terapija uspje$no smanjuje upalu gingive tijekom
fiksne ortodontske terapije (145). Sli¢ne rezultate objavili su i Kamran i sur. (86 ref), Baeshen
i sur. (85) i Bundidpun i sur. (146). Dakle, rezultati trenutne studije u skladu su s rezultatima
prethodno spomenutih recentnih istrazivanja.

Medutim, bitno je napomenuti da ishodi nekih studija navode da fotodinamska terapija ne
utjeCe znacajno na stanje gingive. Malik i sur. (90) navode da je kombinacija jedne aplikacije
fotodinamske terapije (metilensko modrilo 400 pg/mL + laser 660 nm) i mehani¢kog
uklanjanja tvrdih naslaga s povrSine korijena dovela do znaCajnog smanjenja gingivalnog
indeksa 6 mjeseci nakon primjene. Medutim, ova se skupina nije znacajno razlikovala od
skupine koja je podvrgnuta samo mehani¢kom C¢iS¢enju. Dakle, fotodinamska terapija
primijenjena u gingivalne sulkuse nije znacajno pridonijela redukciji gingivalne upale. Sli¢ni
su rezultati objavljeni u prethodnim istrazivanjima (83, 84, 87). Rezultati ovih studija mogu se
objasniti ¢injenicom da je fotodinamska terapija aplicirana samo jednom. Moze se pretpostaviti
da bi barem nekoliko aplikacija bilo potrebno za znacajan antimikrobni ucinak, kako je
dokazano u trenutnoj studiji. Primjena raznih fotodinamskih sredstava i njihove koncentracije,
lasera i njihovih parametara, i frekvencija aplikacije terapije mogu bitno utjecati na rezultate
istrazivanja koje je kasnije teZe medusobno usporedivati.

U ovoj studiji, gingivalni indeks u klorheksidinskoj skupini znacajno je porastao tijekom prvih
6 tjedana pracenja ispitanika. Vrijednosti su se pocele smanjivati nakon 3 mjeseca pracenja
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(T2) i nastavile su padati do kraja trajanja studije. Kona¢ne vrijednosti bile su nize od pocetnih,
medutim to smanjenje nije bilo statisti¢ki znacajno. Takoder, vrijednosti indeksa gingive u toj
su skupini bile znacajno manje u usporedbi s kontrolnom skupinom 12. (T2) i 18. tjedan (T3)
pracenja ispitanika. Dakle, opazen je sli¢an trend promjene indeksa kao i u fotodinamskoj
skupini. Ovakav se rezultat moze objasniti antimikrobnim djelovanjem laka ¢iji ucinak
naposlijetku smanjuje upalu mekog tkiva (27). Sli¢ni su rezultati vezani za klorheksidin
objavljeni ranije (27). U klorheksidinskoj je skupini uocena redukcija gingivalnog indeksa 2
mjeseca nakon pocetka studije i postave fiksne ortodontske naprave. Vrijednosti su nastavile
padati tijekom vremena, i Cetiri mjeseca kasnije bile su nize nego u TO, Sto je u skladu s
rezultatima trenutnog istrazivanja. Vrijednosti gingivalnog indeksa u klorheksidinskoj skupini
ispitanika u njihovoj studiji bile su statisti¢ki znacajno nize od onih u kontrolnoj skupini, §to
takoder podupire rezultate trenutne studije (27). S druge pak strane, u istrazivanju Paschosa i
sur. (100), primjena Cervitec laka svaka 3 mjeseca nije dovela do redukcije gingivalnog
indeksa, StoviSe, indeks se povecavao tijekom ispitnog razdoblja. Medutim, autori su objavili
da Cervitec lak ipak ima pozitivan u€inak na gingivalno zdravlje jer je doveo do znacajne
redukcije upalnih imunoloskih parametara (100).

Prema literaturnim podacima i trenutnim saznanjima samo je jedna studija usporedivala u¢inak
klorheksidinskog laka i fotodinamske terapije na stanje gingive (40).

Paschoal i sur. (40) takoder su, kao i u trenutnoj studiji, aplicirali fotodinamsku terapiju
(kurkumin + laser 450 nm) na caklinu zuba oko bravica u adolescentnih ortodontskih
pacijenata. Prema njihovim rezultatima, fotodinamska terapija je uzrokovala znacajno
smanjenje vrijednosti indeksa krvarenja gingive nakon mjesec dana pracenja ispitanika te se
njen ucinak statisticki znacajno razlikovao od placebo laka. Autori su takoder dokazali da se
ucinak fotodinamske terapije na gingivalni indeks nije znatno razlikovao od 2%
klorheksidinskog laka, $to podupire rezultate trenutne studije. Ovaj se ishod moZe objasniti
snaznim protuupalnim svojstvima kurkumina (40). Paschoal i sur. (40) tako preporucuju
koristenje kurkumina 1 lasera valne duljine 660 nm kao jednu od moguc¢ih opcija za
sprjeCavanje i lijeCenje gingivitisa kod ortodontskih pacijenata.

U ovoj studiji, trikalcij fosfatni lak s 5% natrijevim fluoridom takoder je uzrokovao znacajno
vecu redukciju indeksa gingive nego $to je zabiljeZeno u kontrolnoj skupini. Trend promjene
indeksa gingive tijekom trajanja studije bio je sliCan onome uo¢enom u fotodinamskoj i
klorheksidinskoj skupini ispitanika. Pozitivan ucinak fluorida na zdravlje gingive kod
ortodontskih i1 neortodontskih pacijenata zabiljezen je u mnogim prethodnim studijama (99,

147, 148). Upotreba proizvoda s fluorom moze smanjiti upalu gingive ve¢ dva tjedna nakon
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prve aplikacije (147). Alavi i sur. (99) objavili su da su i fluoridni lak i klorheksidinski gel
uzrokovali znacajno smanjenje indeksa gingive u usporedbi s kontrolnom skupinom. Finalne
vrijednosti indeksa bile su znacajno nize od inicijalnih u obje ispitne skupine (99 Alavi). Dakle,
klorheksidinski i fluoridni lak pokazali su sli¢an ucinak na zdravlje gingive, $to je u skladu s
trenutnim rezultatima.

S druge strane, Kaaij i sur. (148) objavili su da je indeks krvarenja gingive u fluoridnoj skupini
ortodontskih pacijenata bio nizi nego u placebo skupini, medutim nije pronadena statisticki
znacajna razlika izmedu te dvije skupine. U jednoj ranijoj studiji takoder nije pronadena
znacajna razlika u gingivalnim indeksima izmedu fluoridiranih i nefluoridiranih skupina
ortodontskih pacijenata. Autori su, suprotno rezultatima trenutne studije, zakljucili da fluoridi
nemaju nikakav ucinak na gingivno zdravlje (149).

Prema literaturnim podacima i trenutnim saznanjima, trenutno ne postoje studije koje
usporeduju uc¢inak fotodinamske terapije 1 fluoridnog laka na gingivalno zdravlje.

Takoder je vazno napomenuti da je u trenutnoj studiji u PDT, CHX i TCP-5% NaF skupinama
uoceno povecanje gingivalnih parametara tijekom prvih Sest tjedana fiksne ortodontske
terapije. Paschos i sur. (100) takoder su objavili da je najveéi porast gingivalnog indeksa u
ispitanika u klorheksidinskoj skupini primijecen tijekom prvog mjeseca fiksne ortodontske
terapije. To je takoder bio slu¢aj i u studiji Alavija i sur. (99) i Sehgala i sur. (27). Takvi su
rezultati bili ocekivani, jer je dokazano da, unatoC savrSenoj oralnoj higijeni 1 upotrebi
antimikrobnih preparata, svi ortodontski pacijenti razviju blagi gingivitis unutar prvih mjesec
dana fiksne ortodontske terapije (8, 150).

Za razliku od ostalih ispitnih skupina, u kontrolnoj je zabiljeZen rast indeksa gingive koji je
trajao do 12. tjedna (T2) pracenja ispitanika, a zatim je poceo opadati, medutim finalne su
vrijednosti 1 dalje bile znacCajno vise od inicijalnih. U prethodnim studijama takoder je
gingivalni indeks u kontrolnim skupinama rastao tijekom prva 3 ili 4 mjeseca fiksne
ortodontske terapije, a zatim je poceo padati (27, 99, 100). Takav trend promjene indeksa
nastaje zbog prolaznog gingivitisa koji se o¢ekuje unutar prvih nekoliko mjeseci fiksne
ortodontske terapije (8). Kod vecine pacijenata blagi gingivitis prolazi tek nekoliko tjedana
nakon zavrSetka terapije. Do gingivitisa dolazi zbog povecane akumulacije plaka uzrokovane
dijelovima fiksne ortodontske naprave te zbog otezanog odrzavanja oralne higijene. Nakon
nekoliko mjeseci gingivalno se stanje pocinje poboljSavati jer se uspostavlja imunoloska
ravnoteza izmedu nokse i domacina, a ortodontski pacijenti vjerojatno pocinju usvajati navike

pojacanog odrzavanja oralne higijene.
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Zakljucno, sva tri ispitivana sredstva pokazala su sli¢an ucinak na stanje gingive koji se
statistiCki znaCajno razlikovao od onoga koji je uocen u kontrolnoj skupini. Fotodinamska
terapija, CHX lak i TCP-5% NaF lak pokazali su se ucinkovitima u redukciji gingivalnog
indeksa u ortodontskih pacijenata tijekom prvih 18 tjedana fiksne ortodontske terapije.

5.5. Inicijalne karijesne lezije u fiksnoj ortodontskoj terapiji

Sekundarna mjera ishoda ove randomizirane klinicke studije takoder je bila evaluacija
inicijalnih karijesnih lezija na intraoralnim fotografijama, odnosno svrha ove studije bila je
ispitati uc¢inak fotodinamske terapije na razvoj inicijalnih karijesnih lezija u ortodontskih
pacijenata te ga usporediti s u¢inkom 1% klorheksidinskog laka i trikalcij fosfatnog laka s 5%
natrijevim fluoridom. lako postoje brojne metode za njihovu evaluaciju, procjena bijelih mrlja
na intraoralnim fotografijama jednako je pouzdana kao i vizualna detekcija plaka (18). Ta je
metoda kori$tena u nekoliko nedavnih studija (18, 23). Osim toga, intraoralne fotografije vazan
su dio pracenja tijeka ortodontske terapije i njithovo snimanje je rutinski postupak.

Tijekom 18 tjedana pracenja ispitanika u fotodinamskoj skupini nije se razvila ni jedna nova
inicijalna karijesna lezija. Naprotiv, u kontrolnoj skupini pojavilo se 9 novih lezija. Mozemo
pretpostaviti da je antibakterijski u¢inak toluidinskog modrila u kombinaciji s laserom valne
duljine 660 nm zasluZan za rezultat u ovoj ispitnoj skupini.

Prema Ogaardu i sur. (22), S. mutans u plaku i vidljivi plak na zubima jaki su prediktori za
pojavu inicijalnih karijesnih lezija. Za njihov razvoj uglavnom su odgovorne Gram-pozitivne
bakterije (108, 151), koje su MALDI-TOF masenom spektrometrijom dokazane i u ovom
istrazivanju. To su pretezito streptokoki, peptostreptokoki, aktinomicete i laktobacili. Dakle,
kao S§to je ve¢ navedeno, kariogene Gram-pozitivne bakterije osjetljivije su na fotodinamsku
terapiju od Gram-negativnih, uglavnom zbog svoje grade. Tijekom osvjetljavanja
fotosenzitivnog sredstva dolazi do stvaranja reaktivnih kisikovih radikala (osobito singletni
kisik) koji uzrokuju oksidativna oStecenja nekoliko molekula ciljnih stanica, uklju¢uju¢i DNK,
RNK, lipida i proteina (77). Dosselli i sur. (77) navode da fotodinamska terapija uglavnom
djeluje baktericidno, medutim na neke bakterije moze djelovati i bakteriostaticki. Dakle, one
bakterije koje nisu eliminirane tijekom terapije pokazuju modificiranu fiziologiju. Njihov rast
je usporen, sposobnost potroSnje glukoze je smanjena, a enzimi ukljuc¢eni u replikaciju i
metabolizam su ireverzibilno oste¢eni (77). Naravno, zbog svega navedenog smanjeno je
stvaranje kiselih produkata metabolizma, i posljedi¢no, demineralizacija cakline i nastanak

inicijalnih karijesnih lezija.
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Nadalje, u ovoj je ispitnoj skupini dijagnosticiran najmanji broj uznapredovalih inicijalnih
karijesnih lezija (n = 2). ViSe je uznapredovalih lezija bilo ¢ak dijagnosticirano u pacijenata
kojima je nanesen TCP-5% NaF lak, koji bi zbog svog sastava trebao imati potentan
remineralizacijski u€inak. Ovaj se rezultat takoder moze objasniti antibakterijskim uc¢inkom
toluidinskog modrila i lasera valne duljine 660 nm. Prema literaturnim podacima, trenutno
postoje samo dva in vivo istrazivanja koja su ispitivala utjecaj fotodinamske terapije na razvoj
bijelih mrlja (82, 89). Hosseinpour-Nader i sur. (89) su istrazivali antibakterijski u¢inak kapsula
kurkumina s nanomicelama i LED svjetla. Ispitanici su bili podijeljeni u 4 ispitne grupe. Prva
skupina je jednom dnevno uzimala kapsulu kurkumina u razdoblju od ¢etiri mjeseca. Ispitanici
u drugoj ispitnoj skupini takoder, ali uz to im je povrSina zuba u jednom tretmanu bila
osvijetljena LED svjetlom. Treca ispitna skupina bila je podvrgnuta samo osvjetljavanju LED
svjetlom u jednom tretmanu, dok je Cetvrta skupina koristila antisepti¢ku otopinu za usta 2x
dnevno tijekom cetiri mjeseca. Ispitanicima u fotodinamskoj skupini zabiljeZene su statisticki
znacajno nize vrijednosti na DIAGNOdent uredaju nakon 90 i 120 dana pracenja u usporedbi
s ostalim ispitnim skupinama. Stovise, prosje¢an broj bijelih mrlja po pacijentu u ovoj skupini
smanjio se tijekom razdoblja ispitivanja (89). Takoder, Zaleh i sur. (152) u svojoj su in vitro
studiji dokazali da kombinacija nanocestica propolisa i kurkumina te LED svjetla dovodi do
znacajno vece remineralizacije cakline u kra¢em razdoblju i jaceg terapijskog ucinka u
usporedbi s kontrolnom i placebo skupinom. Takoder, veci broj aplikacija fotodinamske
terapije korelira s jacim remineralizacijskim ucinkom (152). Dakle, slicno trenutnim
rezultatima, prethodna in vitro i in vivo istrazivanja zakljucuju da je fotodinamska terapija
ucinkovita u remineralizaciji te sprjeCavanju nastanka i progresije inicijalnih karijesnih lezija.
S druge strane, prema rezultatima Gdmeza i sur. (82), nije postojala statisti¢ki zna¢ajna razlika
u ICDAS indeksu izmedu skupine kojoj je aplicirana fotodinamska terapija (0,005%
metilensko modrilo + laser 670 nm) i skupine koja je bila podvrgnuta ultrazvu¢nom uklanjanju
naslaga. Stovise, unutar obje skupine je tijekom 6 mjeseci istrazivanja primijecen ¢ak blagi
porast indeksa (82). Dakle, rezultati te studije nisu u suglasnosti s rezultatima trenutne studije.
Sli¢no kao kod fotodinamske skupine, u klorheksidinskoj skupini nije zabiljeZena ni jedna nova
lezija tijekom 18 tjedana pracenja ispitanika. Taj ucinak bi se djelomi¢no mogao objasniti
inhibicijskim djelovanjem klorheksidina na S. mutans (153, 154). Medutim, vazno je
spomenuti da prisutnost ove bakterije ne mora nuzno znagiti pojavu bijelih mrlja (25). Stovise,
ovo je jedina skupina u kojoj je primije¢ena potpuna remineralizacija (n = 2) i smanjenje
veli¢ine lezija (n = 1). Dakle, jedino je u ovoj skupini broj bijelih mrlja na kraju istraZivanja
bio manji nego na pocetku. U jednom preglednom radu i meta-analizi zakljuceno je da je CHX
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lak ucinkovita preventivna mjera kojom se moze smanjiti incidencija karijesa tijekom fiksne
ortodontske terapije (25). Rezultati ovog istrazivanja u skladu s prethodnim recentnim
studijama (99, 154, 155). Shimpo i sur. (155) su zakljucili da dvije primjene 0,2% klorheksidina
pridonose ucinkovitom i znafajnom smanjenju pojave bijelih mrlja kod ortodontskih
pacijenata. Stovise, Govindaraj i sur. (154) su objavili da je 1% CHX lak (Cervitec Plus) bio
znacajno uspjeSan u smanjenju vrijednosti fluorescencije dobivenih pomocu DIAGNOdent
uredaja. Alavi i suradnici (99) su svaka tri mjeseca aplicirali 0,2% CHX lak ortodontskim
pacijentima. Detekcija bijelih mrlja mjerena je pomocu ICDAS klasifikacije. Nakon tri
uzastopne aplikacije laka, u toj je skupini zabiljezena znacajno veca redukcija indeksa u
usporedbi s kontrolnom i placebo skupinom. Autori zakljucuju da je klorheksidinski lak
uspjesan u sprje¢avanju demineralizacije u pacijenata u fiksnoj ortodontskoj terapiji, $to i nije
iznenadujuce, S obzirom da je poznat kao najucinkovitije antimikrobno sredstvo u dentalnoj
medicini (99, 122, 156).

Medutim, vazno je napomenuti da je u ovoj skupini tijekom trajanja studije zabiljezeno i
ukupno 7 uznapredovalih, odnosno povecanih bijelih mrlja, $to je ¢ak i viSe nego u kontrolnoj
skupini (n = 5). Rastrepo i sur. (156) navode da primjena 2% CHX gela ne dovodi do
remineralizacije bijelih mrlja kod ortodontskih pacijenata.

U ovoj studiji, u skupini koja je primala TCP-5% NaF lak, nisu zabiljezene smanjene ili
potpuno remineralizirane lezije. Nadalje, zajedno s negativhom kontrolom, ovo je jedina
skupina u kojoj su se razvile nove lezije (n = 3). Ovi rezultati pomalo iznenaduju jer su
prethodne studije pokazale visok remineraliziraju¢i u¢inak fluorida i trikalcij fosfatnih lakova
(61, 154 156). lako su fluoridni preparati trenutno zlatni standard za kontroliranje inicijalnih
karijesnih lezija, autori jedne pregledne studije zakljucili su da lakovi koji sadrze fluorid nisu
klini¢ki ucinkoviti u usporedbi s kontrolnom skupinom (157). Nadalje, Perrini i sur. (158)
objavili su da uporaba laka s 5% natrijevim fluoridom moze biti korisna u prevenciji bijelih
mrlja tijekom fiksne ortodontske terapije, ali da nema znac¢ajan u¢inak kod osoba s izvrsnom
oralnom higijenom. Stoga autori preporucuju njegovu primjenu kod pacijenata sa
suboptimalnom oralnom higijenom. Takoder su zakljucili da broj aplikacija laka ne korelira s
njegovom efikasnoséu (158). Stovise, u jednom je prethodnom istraZivanju objavljeno da
redukcija ICDAS indeksa bila znacajno veca u skupini kojoj je nanesen klorheksidinski gel u
usporedbi s onom kojoj je nanesen 5 % NaF lak (99).

Ipak, u ovoj je skupini zabiljeZen tri puta manji broj novih lezija u usporedbi s negativnom
kontrolom. Stovise, 5 od 6 ispitanika (83%) kod kojih su se razvile nove lezije bili su u

kontrolnoj skupini, a samo jedan u TCP-5% NaF skupini. Dakle, iako se TCP- 5% NaF lak
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pokazao slabijim u kontroli bijelih mrlja od fotodinamske terapije, ipak je bio u¢inkovitiji u
njihovoj prevenciji usporedujuc¢i ga s kontrolnom skupinom. Stecksen-Blicks i sur. (159) su
objavili da je incidencija demineralizacijskih lezija tijekom fiksne ortodontske terapije u
skupini koja je primala fluoridni lak bila otprilike jednu tre¢inu od one u placebo skupini.
Sonesson i sur. (23) takoder su evaluirali pojavu bijelih mrlja na intraoralnim fotografijama.
Njihovi rezultati pokazali su da lak s amonijevim fluoridom apliciran svakih 6 mjeseci dovodi
do znacajne redukcije progresije bijelih mrlja u ortodontskih pacijenata u usporedbi s
kontrolnom skupinom. Salamara i sur. (61) navode znacajniju remineralizaciju dobivenu
Clinpro lakom od one primije¢ene u kontrolnoj skupini.

U ovoj studiji veéina uznapredovalih lezija dijagnosticirana je na prednjim zubima, i to
na pojavu bijelih mrlja jer plak koji se na njima nakuplja ima dokazano nizi pH od ostalih
podrucja u usnoj Supljini. Uzrok tome vjerojatno je smanjeni protok sline u tom podrucju, dok
su istovremeno ti zubi najizloZeniji ugljikohidratima iz hrane (160). Liu i suradnici (119)
Nekoliko studija takoder zakljucuje da su lateralni incizivi najces¢e zahvaceni zubi (21, 153).
Veéina se novih lezija u ovom istrazivanju pojavila u gingivalnom i mezijalnom dijelu zuba.
Takoder, gotovo sve uznapredovale lezije bile su locirane u podruc¢ju gingivalno od bravice. U
istrazivanju Govindaraja i sur. (154), najvece vrijednosti fluorescencije dobivene
DIAGNOdent uredajem zabiljezene su upravo u gingivalnom dijelu zuba. Prema rezultatima
jedne nedavne studije, nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu gingivalnog, okluzalnog,
mezijalnog i distalnog mjesta razvoja lezija, medutim, primijeceno je da je gingivalno podrucje
zuba osjetljivije na demineralizaciju od ostalih (158). Ovo podrucje zuba je najosjetljivije na

bijele mrlje jer je upravo u tom dijelu zuba zabiljeZena najveca akumulacija plaka (2).
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6. ZAKLJUCAK
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Fotodinamska terapija na bazi toluidinskog modrila i lasera valne duljine 660 nm pokazala se
znacajno ucinkovitijom u kontroli nakupljanja dentalnog plaka od trikalcij fosfatnog laka s 5%
natrijevim fluoridom, ¢iji Se u€inak nije razlikovao od onog zabiljeZenog u kontrolnoj skupini.

Ucinak fotodinamske terapije na akumulaciju plaka bio je slican onome kojeg je proizveo 1%
klorheksidin lak.

Aplikacija toluidinskog modrila i lasera valne duljine 660 nm dovela je do statisticki znacajne
redukcije broja bakterijskih kolonija u supragingivnom plaku ortodontskih pacijenata tijekom
ispitnog razdoblja. Sli¢an je u¢inak zabiljeZen u ispitanika kojima je apliciran 1% klorheksidin
lak 1 trikalcij fosfatni lak s 5% natrijevim fluoridom. U kontrolnoj skupini zabiljeZen je porast

broja bakterijskih kolonija u supragingivnom plaku.

Toluidinsko modrilo osvijetljeno laserom valne duljine 660 nm nije proizvelo znacajnu
redukciju broja parodontno patogenih bakterija u subgingivnom plaku. U¢inak fotodinamske
terapije nije se znacajno razlikovao od onog zabiljezenog u kontrolnoj skupini. Sli¢ni su
rezultati uoceni u pacijenata kojima je apliciran 1% klorheksidin lak i trikalcij fosfatni lak s 5

% natrijevim fluoridom.

Neznacajna redukcija gingivalnog indeksa tijekom prvih 18 tjedana fiksne ortodontske terapije
zabiljezena je u pacijenata kojima je aplicirana fotodinamska terapija na bazi toluidinskog
modrila i lasera valne duljine 660 nm. Takav je u¢inak uocen i u ispitanika koji su bili
podvrgnuti aplikaciji 1% klorheksidin laka i trikalcij fosfatnog laka s 5% natrijevim fluoridom.
S druge strane, u kontrolnoj je skupini zabiljezeno znacajno povecéanje gingivalnog indeksa

tijekom ispitnog razdoblja.

Tri aplikacije fotosenzitivnog sredstva na bazi toluidinskog modrila osvjetljenog laserom valne
duljine 660 nm u razmaku od 6 tjedana, sprijecile su pojavu novih inicijalnih karijesnih lezija
tijekom prvih 18 tjedana fiksne ortodontske terapije. Fotodinamska terapija pokazala se
ucinkovitijom u sprjecavanju inicijalnih karijesnih lezija od trikalcij fosfatnog laka s 5%
natrijevim fluoridom. U kontrolnoj je skupini zabiljezen najveci broj novih inicijalnih

karijesnih lezija tijekom ispitnog razdoblja.
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