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Sazetak

USPOREDBA ELEKTROLITICKE S KONVENCIONALNIM METODAMA
DEKONTAMINACIJE POVRSINE DENTALNIH IMPLANTATA

Uklanjanje polimikrobnog biofilma i ucinkovita dekontaminacija povrSine implantata
predstavljaju kljuéne ciljeve u lijeCenju periimplantitisa. Cilj je ovog istrazivanja
procijeniti uc¢inkovitost pet razli¢itih metoda dekontaminacije u uklanjanju biofilma
bakterija Acinetobacter baumannii i Staphylococcus aureus u in vitro uvjetima. Ukupno
150 dentalnih titanskih implantata kontaminirano je mijeSanom bakterijskom
suspenzijom te nasumic¢no rasporedeno u Sest skupina (n = 25): negativnu kontrolnu
skupinu bez primijenjenog tretmana; pozitivnu kontrolnu skupinu tretiranu 0,2%-tnim
Klorheksidinom; skupinu 1 tretiranu hitozanskom c¢etkicom (Labrida BioClean™);
skupinu 2 tretiranu kombinacijom hitozanske cetkice i 0,2%-tnog klorheksidina;
skupinu 3 tretiranu plastiénom kiretom oja¢anom karbonskim vlaknima; te skupinu 4
tretiranu uredajem koji se temelji na elektrolitickoj metodi ¢is¢enja (GalvoSurge®).
Ucinkovitost dekontaminacije procijenjena je odredivanjem broja jedinica koje tvore
kolonije (CFU), kao pokazatelja broja vijabilnih bakterija, uz primjenu odgovarajuc¢ih
statistickih analiza. Sve primijenjene metode dovele su do statisticki znacajnog
smanjenja broja bakterijskih kolonija u usporedbi s negativnom kontrolnom skupinom.
Najvecu ucinkovitost pokazala je elektroliticka metoda ¢iS¢enja, dok je najmanje
ucinkovita bila primjena plastiCne kirete ojacane karbonskim vlaknima. Dobiveni
rezultati ukazuju na znacajne razlike u uc¢inkovitosti pojedinih metoda dekontaminacije
u uklanjanju biofilma s povrSine implantata. Elektroliticka metoda predstavlja
najucinkovitiji pristup medu ispitanim metodama u in vitro uvjetima, no za dodatnu

procjenu njezine stvarne klinicke ucinkovitosti i primjenjivosti potrebna su daljnja

.....

Kljué¢ne rijeci: dentalni implantati, biofilm, Acinetobacter baumannii, Staphylococcus
aureus, periimplantitis, dekontaminacija, klorheksidin, hitozanska cetkica, plasti¢na

kireta, elektroliticko ¢is¢enje



Summary

COMPARISON OF ELECTROLYTIC AND CONVENTIONAL METHODS
FOR DENTAL IMPLANT SURFACE DECONTAMINATION

Aim: Despite the high success rates of modern dental implant therapy, biofilm-
associated complications — particularly peri-implantitis — remain a significant clinical
challenge. Effective removal of biofilm from implant surfaces represents a key objective
in both the prevention and treatment of peri-implant diseases. Although numerous
decontamination methods have been proposed, there is currently no clear consensus
regarding the superiority of any particular approach. In addition, comparative in vitro
data on emerging technologies such as electrolytic cleaning remain limited, particularly
in relation to opportunistic pathogens capable of forming persistent biofilms. The
primary aim of this study was to evaluate and compare the effectiveness of different
decontamination methods in reducing colony-forming units (CFUs) of Acinetobacter
baumannii and Staphylococcus aureus on titanium dental implant surfaces. The
investigated methods included chlorhexidine, a chitosan brush, a combination of
chitosan brush and chlorhexidine, a carbon fibre-reinforced plastic curette, and an
electrolytic cleaning device. The secondary aim was to assess whether the efficacy of

these methods differs between the two bacterial species.

Materials and Methods: This in vitro study included 150 titanium dental implants (4.0
mm x 10.0 mm; GC Aadva Standard Implants, GC Tech Europe GmbH, Germany).
Biofilm formation was induced using clinical isolates of Acinetobacter baumannii and
Staphylococcus aureus obtained from the University Hospital Centre Zagreb. Each
implant was individually incubated in a mixed bacterial suspension to allow biofilm
development under standardized conditions.

Following incubation, implants were randomly assigned to six groups (n = 25): a
negative control group without treatment; a positive control group treated with 0.2%
chlorhexidine; a group treated with a chitosan brush (Labrida BioClean™); a group
treated with a combination of chitosan brush and 0.2% chlorhexidine; a group treated
with a carbon fibre-reinforced plastic curette; and a group treated using an electrolytic

cleaning device (GalvoSurge®).



After treatment, samples were collected using sterile paper points, transferred into
phosphate-buffered saline, vortexed, and serially diluted. Aliquots were cultured on
blood agar plates and incubated aerobically at 37 °C for 48 hours. Viable bacteria were
quantified as colony-forming units by colony counting with appropriate dilution factors.
Data were analysed using descriptive statistics and one-way analysis of variance
(ANOVA) to assess differences between groups, with results presented in tabular and

graphical formats.

Results: All tested decontamination methods reduced bacterial colony counts compared
with the negative control group. Significant differences in effectiveness were observed
among the tested methods. The electrolytic cleaning method demonstrated the highest
efficacy in decontaminating implant surfaces for both bacterial species. In contrast, the
carbon fibre-reinforced plastic curette exhibited the lowest decontamination efficacy,
characterized by high mean CFU values and considerable variability in the results.
Although absolute CFU values differed between the two bacterial species, the relative

ranking of the tested methods remained consistent across both microbial models.

Conclusion: The electrolytic cleaning method proved to be the most effective approach,
yielding significantly lower residual bacterial counts compared to all other tested
methods, and thus represents a promising strategy for implant surface decontamination.
Nevertheless, further investigations under more clinically relevant in vitro and in vivo
conditions are warranted to confirm its clinical applicability and to better define its

long-term impact on treatment outcomes in peri-implant diseases.

Keywords: dental implants, biofilm, Acinetobacter baumannii, Staphylococcus aureus,
peri-implantitis, decontamination, chlorhexidine, chitosan brush, plastic curette,

electrolytic cleaning
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Popis kratica

ANOVA — analiza varijance (eng. analysis of variance)

Bap — protein povezan s biofilmom (eng. biofilm-associated protein)
CA3 — citratni ion (ionizirani oblik limunske kiseline)

CBCT - raCunalna tomografija stozastog snopa (eng. cone beam computed
tomography)

CFU - broj jedinica koje tvore koloniju (eng. colony-forming unit)
CHX — klorheksidin

CIST - kumulativna interceptivna potporna terapija (eng. cumulative interceptive

supportive therapy)

CO: — ugljikov dioksid

DNA — deoksiribonukleinska kiselina

EDTA — etilendiamintetraoctena kiselina

Er,Cr:YSGG - erbijem i kromom dopiran itrij-skandij-galij-granatni laser
Er:YAG — erbijem dopiran itrij-aluminij-granatni laser

ESKAPE - skupina patogena (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa i

Enterobacter spp.)
GTR — vodena regeneracija tkiva (eng. guided tissue regeneration)
H:0: — vodikov peroksid

IDRA — individualizirana dijagnostika i procjena rizika (eng. individualized diagnosis

and risk assessment)
ISQ — kvocijent stabilnosti implantata (eng. implant stability quotient)

logio CFU — dekadski logaritam broja jedinica koje tvore koloniju



MH bujon — Mueller—Hinton bujon

Nd:YAG — neodimijem dopiran itrij-aluminij-granatni laser

PBS — fizioloSka otopina puferirana fosfatom (eng. phosphate-buffered saline)
PEEK - polietereterketon

pH — mjera kiselosti ili luznatosti vodenih otopina

Ti—Zr — legura titana i cirkonija

TisAlsV — legura titana, aluminija i vanadija
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1.1. Dentalna implantologija

Dentalna implantologija u posljednjih je Sest desetljeca prosla iznimno dinamican razvoj, od
u suvremenoj dentalnoj medicini (1-3). Od prvih ozbiljnih pokuSaja sredinom proslog
stoljeca, preko uvodenja suvremenih biomaterijala i digitalnih tehnologija, oblikovala se u
terapiju dugoro¢nog uspjeha i visoke klinicke pouzdanosti (1,3-5). Danas se vise ne promatra
samo kao nacin nadomjesStanja izgubljenih zuba, nego kao interdisciplinarno podrucje koje
omogucuje potpunu funkcionalnu, estetsku i psiholosku rehabilitaciju, znacajno unaprijedivsi
kvalitetu Zivota pacijenata (1,3,6-11). Spoj temeljnih bioloskih istrazivanja, napretka u
razvoju biomaterijala, usavrSavanja kirurskih tehnika i protetskih rjeSenja ¢ini implantologiju
jednim od klju¢nih podru¢ja moderne dentalne medicine te istaknutim primjerom uspjesSnog
povezivanja znanosti i klini¢ke prakse (12-16).

Kljuénu prekretnicu u razvoju implantologije predstavljaju istrazivanja Svedskog lije¢nika i
znanstvenika Per-Ingvara Branemarka, koji je sredinom 20. stolje¢a u potpunosti promijenio
razumijevanje odnosa izmedu biomaterijala i koStanog tkiva (11,17,18). On je otkrio da
titanski cilindri ugradeni u vitalnu kost ostvaruju ¢vrstu i stabilnu vezu s okolnim koStanim
tkivom, koju je bilo moguée prekinuti jedino lomom, $to je dovelo do uvodenja pojma
oseointegracije (11,12). To otkriée otvorilo je novo poglavlje u dentalnoj medicini i postavilo
¢vrstu znanstvenu osnovu za klinicku primjenu implantata (1). Kasnije histoloSke analize
potvrdile su da je oseointegracija slozen, dinamican i viSefazni proces koji obuhvada niz
dogadaja: od formiranja krvnog ugruska, migracije i diferencijacije osteogenih stanica preko
sinteze osteoidnog matriksa, nastanka nezrele kosti, njezine postupne mineralizacije pa sve
do remodelacije u organiziranu zrelu kost sposobnu dugoro¢no podnositi funkcionalna
opterecenja (12,13,19). lako se pojam oseointegracija u pocetku upotrebljavao iskljucivo za
titanske implantate, danas se taj koncept odnosi na sve biomaterijale koji imaju sposobnost
srastanja s kosti (12).

Stopa prezivljenja dentalnih implantata jedan je od temeljnih pokazatelja uspjesnosti
implantoloske terapije. Ona se odnosi na postotak implantata koji ostaju u ustima pacijenata
tijekom odredenoga vremenskog razdoblja, neovisno o njihovoj funkcionalnosti ili mogué¢im
komplikacijama. Stopa prezivljenja implantata nakon deset godina iznosi 96,4 % u pacijenata
koji su dosljedno praceni tijekom tog perioda (2). Medutim, kada se u analizu ukljuce i
podaci o pacijentima izgubljenima tijekom desetogodiSnjeg pracenja, stopa prezivljenja

smanjuje se na 93,2 % (2). Nakon dvadeset godina stopa prezivljenja implantata iznosi oko

2



Ante Jordan, disertacija

92 %, ali kada se ukljuce 1 podaci pacijenata izgubljenih tijekom pracenja, procjena se
smanjuje na priblizno 78 % (20). Ovi podaci jasno pokazuju da gubici tijekom pracenja i
zanemarivanje ishoda implantata u pacijenata koji se nisu pojavili na kontrolnim pregledima
oni zaista jesu (2,20,21). Za to¢nije vrednovanje dugoro¢nih ishoda presudno je sustavno
pracenje pacijenata i transparentno izvjeStavanje o gubicima implantata u pracenju (2,20,21).
Povezano s tim, vazno je razlikovati stopu prezivljenja od stope uspjeSnosti implantata.
Prezivljenje oznacava samo ¢injenicu da je implantat i dalje prisutan u ustima, dok uspjesnost
ukljucuje 1 kriterije poput funkcionalnosti, stabilnosti te odsutnosti boli 1 komplikacija. Na taj
nacin stopa prezivljenja daje osnovnu informaciju o trajnosti implantata, dok stopa
uspjesnosti pruza detaljniji uvid u njihovu klini¢ku ucinkovitost i kvalitetu ishoda terapije.
Uspostava nacionalnih i medunarodnih registara i baza podataka o dentalnim implantatima
kakvi postoje u Finskoj, Svedskoj, Njemackoj, Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama, Kanadi,
Australiji 1 Juznoj Koreji predstavljaju znacajan iskorak u objektivnijem vrednovanju ishoda
implantoloske terapije. Oni omoguéuju sustavno prikupljanje i analizu na populacijskoj
razini, izradu smjernica utemeljenih na dokazima i kontinuirano unaprjedenje terapijskih
protokola (21).

1.2. Materijali za izradu dentalnih implantata

Uspjehu terapije dentalnim implantatima uz detaljnu dijagnostiku, pravilnu kirursku i
protetsku tehniku uvelike pridonose i materijali od kojih su implantati izradeni (22-26).
Materijali moraju zadovoljiti visoke Kkriterije biokompatibilnosti, otpornosti na koroziju,
mehanicke ¢vrstoce, ali 1 dugoroc¢ne stabilnosti u sloZzenom oralnom mikrookruzenju koje
ukljucuje promjenjivi pH, biofilm, mikrobiolosku aktivnost i izlozenost ponavljajuéim
optere¢enjima pri zva¢nim silama (12,27,28). U klini¢koj se praksi najéesée upotrebljavaju
titan 1 njegove legure te cirkon, no razvoj novih tehnologija i istrazivanja doveo je do pojave
novih materijala i povrSinskih premaza koji sve viSe nalaze primjenu u suvremenoj

implantologiji.



Ante Jordan, disertacija

1.2.1. Titan

Titan ve¢ desetlje¢ima predstavlja zlatni standard u dentalnoj implantologiji, a taj status ima
zbog jedinstvene kombinacije bioloskih i mehanickih svojstava (15,29). Njegova iznimna
biokompatibilnost osigurava pouzdanu osteointegraciju, dok visoka mehanicka ¢vrstoca i
otpornost na koroziju omogucuju dugoroCnu stabilnost 1 predvidljive klinicke ishode
(15,26,30,31). Legure titana, poput one s aluminijem i vanadijem (TisAl4V), dodatno
poboljsavaju mehanicka svojstva u odnosu na Cisti titan, zadrzavajuéi istodobno
biokompatibilnost i omogucujuci uspjesnu primjenu i u klini¢ki najzahtjevnijim slucajevima
(26,32,33). Osim svojih mehanickih svojstava, titan se odlikuje prilagodljivoscéu razli¢itim
klinickim indikacijama i Sirokim mogucnostima dizajna implantata ¢ime dodatno uévrscuje
svoju dominantnu ulogu u svakodnevnoj implantoloskoj praksi. Integracijom u alveolarnu
kost titanski implantat podrzava fiziolos§ku stimulaciju kosti, smanjujuci rizik od resorpcije i
pridonose¢i time ocuvanju morfologije Celjusti i stabilnosti periimplantatnih tkiva (11).

Ipak, unato¢ navedenim prednostima, titan ima i svoja ograniCenja. Njegova prirodna
tamnosiva boja u odredenim klinickim situacijama moze prosijavati kroz tanku
periimplantatnu sluznicu, §to moZze ugroziti estetske rezultate u prednjem podrucju Celjusti,
0sobito U pacijenata s tankim biotipom gingive. Unato¢ rijetkoj pojavnosti i ograni¢enom
broju znanstvenih radova, preosjetljivost na titan predstavlja stvarni klinicki entitet i ne bi se
trebala podcijeniti s obzirom na to da moze imati ozbiljne klini¢ke posljedice (34,35).
Pacijente u kojih je doslo do gubitka implantata, a da su pri tome iskljuceni drugi potencijalni
uzroci, preporucuje se testirati na preosjetljivost i alergiju na titan, naro¢ito ako su veé
alergi¢ni na druge metale poput nikla i kobalta ili na penicilin (34,36). U slucaju potvrdene
preosjetljivosti, preporucuje se razmotriti uporabu implantata od drugih materijala poput
cirkonij oksidne keramike (15,34,37). Istodobno, biokorozija, otpustanje titanovih iona i
mikroCestica u periimplantatna tkiva mogu potaknuti lokalni upalni odgovor te time
pridonijeti razvoju periimplantitisa (37,38). Navedeno ukazuje na potrebu za daljnjim
istrazivanjima imunoloskih reakcija na titan, ali i na klini¢ku vaznost sustavnog pracenja 1
rane dijagnostike ¢ime bi se mogao smanyjiti rizik od komplikacija i znacajno doprinijeti

uspjehu lijecenja (34,39).
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1.2.2. Cirkonij oksid

Dentalni implantati od cirkonij oksida odlikuju se visokom biokompatibilno$¢u i otporno$éu
na koroziju te kemijske promjene u oralnoj sredini (15,31,40,41). Pogodni su u pacijenata s
alergijama ili preosjetljivos¢u na metalne legure (31,35,37). Njihova bijela boja sprecava
sivkasto prosijavanje kroz sluznicu tankog biotipa osiguravajuci time bolje estetske rezultate
(30). Povrsina cirkonija pokazuje manju sklonost nakupljanju plaka i bakterijskoj kolonizaciji
u odnosu na titan, $to moze povoljno utjecati na zdravlje periimplantnih tkiva (26,31,42,43).
UnatoC tim prednostima, cirkonijevi implantati imaju i odredena ograni¢enja. U pogledu
dimenzija i dizajna dostupan je manji broj opcija u odnosu na titanske sustave, Sto moze
ograniCiti njihovu primjenu u slozenim klinickim situacijama (31,44,45). Sa stajaliSta
mehanickih svojstava, cirkonij je podlozniji lomu i pucanju u usporedbi s titanom, osobito u
uvjetima povecanoga okluzijskog opterecenja ili bruksizma (15,30,31). Njihova proizvodnja
ukljucuje nesto slozenije tehnoloSke postupke, Sto rezultira viSom cijenom u odnosu na
titanske sustave (40). Iako dostupni podaci ukazuju na povoljne ishode, dugoro¢ne stope
uspjeSnosti 1 prezivljenja jo$ uvijek Su ograni¢ene u usporedbi s titanom s obzirom na

njegovu Siru primjenu u dentalnoj implantologiji (30,31,42).

1.2.3. Ostali materijali za izradu dentalnih implantata i povrsinski premazi

Radi prevladavanja ograni¢enja postoje¢ih materijala razvijaju se nove legure 1 materijali
kojima se nastoji unaprijediti biokompatibilnost, mehanicka otpornost i estetska svojstva. Cilj
je takvog razvoja dodatno poboljsati dugoro¢nu stabilnost implantata, optimizirati prijenos
sila izmedu implantata i kosti te smanjiti rizik od bioloSkih i mehanic¢kih komplikacija
(23,40,46). Povezano s tim suvremena istrazivanja usmjerena su na pobolj$anja metalnih
legura, primjenu polimernih materijala te razvoj funkcionalnih povrsinskih premaza (40,46).

Legure titana i cirkonija (Ti—Zr) nude prednosti u odnosu na ¢isti titan kao §to su povecana
otpornost na zamor, poboljSana mehanicka stabilnost i bolja biokompatibilnost, a u odnosu na
cirkonij pokazuju bolju otpornost na troSenje. Zbog izrazite otpornosti na lom i povoljnog
bioloSkog odgovora legure titana i cirkonija (Ti—-Zr) omogucuju izradu implantata manjeg
promjera te sigurniju ugradnju u klinickim situacijama uskoga alveolarnog grebena. Ipak,
nedostatak dugorocnih klini¢kih istraZivanja, osobito U pacijenata sa smanjenom gusto¢om

kosti, jo$ uvijek ogranicava njihovu Siru primjenu u klini¢koj praksi (15,23).
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Poli-eter-eter-keton (PEEK) termoplasti¢ni je polimer koji uz povoljna mehanicka svojstva i
otpornost na troSenje ima modul elasti¢nosti slican modulu elasticnosti prirodne kosti, Sto
omogucuje ravnomjerniju raspodjelu Zvacnih sila i smanjenje naprezanja okolnoga kostanog
tkiva. Ipak, zbog svoje bioinertnosti PEEK ne potice osteointegraciju u istoj mjeri kao titan ili
cirkonij, $to zahtijeva dodatnu povrSinsku obradu implantata od PEEK-a ili nanoSenje
bioaktivnih premaza. Uz to, manjak dugoro¢nih klini¢kih istrazivanja implantata od PEEK-a
ograni¢ava njegovu $iroku klini¢ku primjenu (29).

Osim samog materijala, uspjesnoj integraciji implantata s okolnim tkivom uvelike pridonose i
svojstva povrSine implantata kao $to su oblik i geometrija navoja, mikrotopografija, kemijski
sastav te povrSinska energija (23,40,46). Metode obrade povrSine, poput pjeskarenja, jetkanja
kiselinama, laserske obrade, anodizacije i nanoSenje Cestica titana i hidroksiapatita plazmom
stvaraju mikrostrukturirane povrSine koje pospjesuju formiranje nove kosti i pridonose
osteointegraciji i ve¢oj mehani¢koj stabilnosti implantata (40,46).

Osim toga, novijim bioaktivnim povrSinskim premazima nastoji se poboljsati prianjanje
osteoblasta, stimulirati rast kosti i smanjiti vrijeme potrebno za integraciju s kosti (40,46).
Povrsinski premazi mogu se podijeliti u dvije glavne skupine ovisno o prirodi materijala:
anorganske 1 organske. Anorganski premazi obuhvacdaju biomimeticke premaze na bazi
hidroksiapatita, kalcijeva fosfata, magnezija i grafena, premaze na bazi ugljikovih
nanocjevcica, nanodijamantne premaze, premaze na bazi srebra te bioaktivnog stakla, dok
organski premazi ukljuuju one na bazi faktora rasta, proteina izvanstanicnog matriksa 1
polisaharida (40,46). Osim navedenih, antibakterijski premazi predstavljaju posebnu
kategoriju. Za razliku od organskih i anorganskih premaza koji ponajprije poti¢u
osteointegraciju, antibakterijski premazi inhibiraju rast bakterija i smanjuju rizik nastanka
infekcija, djelujuci time na dugoro¢no zdravlje periimplantnog tkiva (23,40). Buduéi razvoj
povrSinskih premaza, utemeljen na multidisciplinarnom pristupu Kkoji povezuje znanost o
materijalima, nanotehnologiju, bioinZenjering i regenerativnu medicinu, mogao bi dovesti do
stvaranja naprednijih implantatskih sustava s poboljSanim regenerativnim i antibakterijskim

svojstvima, no njihova potpuna uc¢inkovitost zahtijeva daljnja istrazivanja (40,46).

1.3. Neuspjeh terapije implantatima

Na neuspjeh terapije dentalnim implantatima moze utjecati vise razlicitih ¢imbenika i moze

se podijeliti na rani i kasni. Unato¢ pokuSajima definiranja ranog neuspjeha prema razli¢itim

6



Ante Jordan, disertacija

vremenskim razdobljima, primjerice od ugradnje implantata do postavljanja suprastrukture,
od ugradnje do Sest mjeseci nakon implantacije ili do godinu dana nakon opterecenja, jo$
uvijek ne postoji jedinstveno prihvaéena definicija za rani neuspjeh terapije implantatima (9).
Rani neuspjeh implantata najcesée se definira kao neuspjeh implantata koji se dogada prije
funkcionalnog opterecenja, naj¢es¢e unutar prvih nekoliko mjeseci od ugradnje. Nastaje zbog
neuspjesne oseointegracije, a medu naj¢e$¢im uzrocima su nedovoljna koli¢ina i kvaliteta
kosti, neadekvatna priprema mjesta implantacije, kontaminacija operacijskog polja,
nepravilna preparacija lezista i pregrijavanje kosti (9,47-49). Nedovoljna primarna stabilnost i
prijevremeno optereCenje implantata u fazi cijeljenja moze takoder naruSiti proces
oseointegracije, uzrokovati ranu mobilnost i gubitak implantata (10,49). Osim lokalnih
¢imbenika, neuspjehu implantata mogu pridonijeti i sistemski ¢imbenici kao nekontrolirana
Secerna bolest, nelijeCena osteoporoza, pusenje i imunosupresivna terapija (9,47,49,50).

Kasni neuspjeh implantata nastaje nakon zavrSetka procesa oseointegracije 1 nakon $to je
implantat funkcionalno opterec¢en te moZze biti posljedica mehanickih, tehnickih ili bioloskih
¢imbenika. Mehanic¢ke komplikacije ukljuc¢uju preoptereéenje implantata zbog neuskladenih
okluzalnih odnosa, bruksizma ili drugih parafunkcija, dok tehnicki uzroci mogu ukljucivati
lom vijaka, lom implantata ili strukturna oStecenja protetskih komponenti (10,49). Medutim,
najznacajnije kasne komplikacije bioloske su prirode i  povezane su S razvojem

periimplantatnih bolesti (6,10,51).

1.4. Periimplantatne bolesti

Periimplantatne bolesti obuhvacaju skupinu upalnih stanja koja zahvacaju tkiva oko dentalnih
implantata te predstavljaju znacajan izazov suvremene implantoloske terapije. Nastaju kao
posljedica slozene interakcije mikrobnog biofilma na povrSini implantata i odgovora
domacina, $to dovodi do razvoja upale periimplantatnih tkiva. U skladu s tim, razlikuju se
dva osnovna klinic¢ka entiteta: periimplantatni mukozitis i periimplantitis.

Periimplantatni mukozitis upala je sluznice oko implantata. Klini¢ki se o¢ituje krvarenjem pri
njeznom sondiranju, a mogu biti prisuti eritem 1 oteklina sluznice oko implantata te
supuracija. Povecana dubina sondiranja moze se javiti kao posljedica otekline ili smanjene
otpornosti tkiva na sondiranje (51). Za razliku od periimplantitisa, u periimplantatnom
mukozitisu radioloski se ne nalazi gubitak potporne kosti, pri ¢emu se ne uzimaju u obzir

promjene u razini krestalne kosti nastale tijekom pocetnoga postoperativnog remodeliranja
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nakon ugradnje implantata. Periimplantatni mukozitis smatra se reverzibilnim ako se
pravovremeno prepozna i pravilno lijeci, medutim, ako se ne lije¢i, moze napredovati u
periimplantitis (51-53).

Periimplantitis je upala mekog i tvrdog tkiva koje okruzuje oseointegrirani dentalni implantat.
Klini¢ki se ocituje kao eritem, oteklina sluznice oko implantata, krvarenje pri sondiranju,
supuracija, povecana dubina sondiranja (6 ili viSe milimetara) ili recesija marginalne mukoze
(51) (Slika 1 i 2). Radioloski su vidljivi znakovi gubitka potporne kosti oko implantata (3 ili
vise milimetara) (51) (Slika 3). Treba uzeti u obzir da vidljivi znakovi upale mogu varirati te
imati na umu recesiju marginalne mukoze pri procjeni dubine sondiranja. Patoloski gubitak
kosti koji se opaza kod periimplantitisa ne bi trebalo poistovjecivati s prirodnim procesom
fizioloske pregradnje kosti nakon ugradnje implantata. Taj gubitak visine marginalne kosti
moze iznositi i do 2 mm u razdoblju od ugradnje implantata do kraja prve godine
funkcionalnog opterecenja implantata (54).

Prevalencija periimplantitisa iznosi 19,53 % (95 % interval pouzdanosti, 12,87 % — 26,19 %)
medu pacijentima U kojih je provedena implantoloska terapija i 12,53 % (95 % interval
pouzdanosti, 11,67 % — 13,39 %) na razini implantata (6). Medutim, pri tome nisu nuzno svi

implantati u pojedinog pacijenta zahvaéeni periimplantitisom.

Slika 1. Klini¢ka slika periimplantitisa u desnom kvadrantu gornje Celjusti s vidljivim
gubitkom mekih i tvrdih tkiva. Preuzeto s dopustenjem autora: dr. sc. lgor Smojver, dr. med.

dent., spec. oralne Kirurgije.
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Slika 2. Intraoperativni prikaz periimplantitisa nakon odizanja mukoperiostalnog reznja;
uocljiv je progresivni gubitak alveolarne kosti i izloZenost navoja tijela implantata u lijevom
kvadrantu gornje Celjusti. Preuzeto s dopustenjem autora: dr. sc. lgor Smojver, dr. med. dent.,

spec. oralne kirurgije.

Slika 3. Radioloski prikaz uznapredovalog periimplantitisa u desnom kvadrantu donje
Celjusti. IzraZzeno prosvijetljenje uzduz tijela sva tri implantata ukazuje na opseznu koStanu

resorpciju.
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1.4.1. Etiologija i patogeneza periimplantatnih bolesti

Glavni je etioloski ¢imbenik za razvoj periimplantatnog mukozitisa i periimplantitisa
nakupljanje mikrobnog biofilma na povrSini implantata i poremecaj ravnoteze izmedu
imunoloske obrane domacina i patogenih mikroorganizama unutar biofilma (52,55,56).
Biofilm se formira na tvrdim, nedeskvamiraju¢im povr$inama koje su kontinuirano izloZene
vlaznom okoliSu. Zdravu usnu Supljinu i1 periimplantatno tkivo karakterizira stabilna i
uravnotezena mikrobna zajednica koja sprjeCava kolonizaciju i prekomjerno umnaZzanje
patogenih vrsta te time ima vaznu ulogu u o¢uvanju zdravlja periimplantatnog tkiva (53).
Stvaranje biofilma sloZeni je viSefazni proces koji pocinje adsorpcijom molekula poput
proteina plazme i glikoproteina sline na povrSinu zuba i implantata pri ¢emu nastaje pelikula
(57,58). Pelikula omogucuje pocetnu adheziju primarnih mikroorganizama, medu kojima
dominiraju aerobne i fakultativno anaerobne bakterije, pretezno gram-pozitivni koki i Stapiéi,
koji stvaraju pocetni bakterijski sloj (55,57,58). U uvjetima neadekvatne ili izostale oralne
higijene dolazi do daljnjeg rasta i proliferacije prisutnih mikroorganizama, sinteze
izvanstani¢nih polimera te formiranja izvanstani¢ne polimerne matrice, §to omogucuje
adheziju sekundarnih bakterijskih vrsta i postupno sazrijevanje biofilma. Tijekom tog procesa
mijenja se i mikrobni sastav biofilma, koji postupno postaje slozeniji i1 raznolikiji.
Izvanstani¢na polimerna tvar §titi mikrobnu zajednicu od imunoloskih odgovora organizma
domacdina, smanjuje prodiranje antimikrobnih sredstava i omogucuje prijenos genskih
elemenata ukljucujuéi gene za otpornost na antibiotike (53,55). Ako se tijekom ovog procesa
1 dalje ne provodi adekvatna kontrola dentobakterijskog plaka i mehanicko uklanjanje
biofilma, u njegovim dubljim slojevima uspostavljaju se potpuno anaerobni uvjeti. U takvim
uvjetima dominaciju preuzimaju gram-negativne anaerobne Stapicaste bakterije ¢ime se
povecava virulencija biofilma i njegov destruktivni potencijal (53,56). Mikroorganizmi
zrelog biofilma aktiviraju imunoloSki sustav domacina, povecavaju proizvodnju
proinflamatornih citokina koji poticu diferencijaciju 1 aktivaciju osteoklasta, Sto dovodi do
osteolitickih promjena i progresivne resorpcije periimplantatne kosti (52).

U periimplantatnom mukozitisu najzastupljenije su vrste Prevotella spp., Treponema
denticola, Tannerella forsythia, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Fusobacterium
nucleatum, Porphyromonas gingivalis i Prevotella intermedia (59). Prisutne su takoder i
druge vrste bakterija poput Streptococcus spp. viridans grupe, Rothia spp., Neisseria spp. i
Corynebacterium spp., koje su inac¢e dio normalne oralne flore i zdravog periimplantatnog
tkiva (53).

10
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U periimplantitisu mikrobna zajednica postaje raznolikija i patogenija te se ¢eS¢e i u vecem
broju nalaze Fusobacterium nucleatum, Tannerella forsythia, Porphyromonas gingivalis,
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Prevotella intermedia, Treponema denticola te
Campylobacter rectus (53,59). Takoder, prisutne su i manje uobiCajene bakterije poput
streptokoka i enterobakteriacea koje sekundarnim i oportunistiCkim infekcijama mogu
doprinijeti razvoju i napredovanju bolesti (53).

U miseva bakterije Staphylococcus aureus i Acinetobacter baumannii poveéavaju razinu
proinflamatornih citokina u tkivu oko titanskog implantata ugradenog u femur, poti¢u lokalnu
upalnu reakciju, uzrokuju resorpciju kosti oko implantata i sprjeavaju oseointegraciju (60).
Osim toga, S. aureus i A. baumannii medu glavnim Su uzro¢nicima teskih, bolni¢ki ste¢enih
polimikrobnih infekcija poput pneumonije, bakterijemije 1 infekcija ortopedskih
nadomjestaka (60,61). Obje bakterije nadene su i u usnoj Supljini, koja kao takva moze
djelovati kao rezervoar ovih patogena i potencijalni izvor sistemskih infekcija, osobito u

imunokompromitiranih i hospitaliziranih pacijenata (62).

1.4.2. Lijecenje periimplantatnih bolesti

Na temelju iskustava u lije¢enju parodontnih bolesti razvijeni su razliCiti protokoli i
terapijski pristupi u lijeCenju periimplantnih bolesti (63,64). Mombelli i Lang 1998. godine
predlozili su kumulativnu interceptivnhu potpornu terapiju periimplantitisa (Cumulative
Interceptive Supportive Therapy, CIST), koja je oblikovala danasnje terapijske smjernice
(63,64). Mombellijev i Langov protokol temeljio se na ranom otkrivanju periimplantatnih
bolesti 1 pravovremenoj intervenciji kako bi se sprijeio nastanak periimplantitisa ili
zaustavilo njegovo napredovanje te time sprije¢io gubitak implantata (63). Hong i suradnici u
radu iz 2024. godine nadogradili su temeljna nacela ranijih protokola, poput Mombellijevog i
Langovog (64). Njihov sveobuhvatni pristup temelji se na suvremenim znanstvenim
smjernicama 1 naprednijim metodama lijeCenja periimplantitisa. Predlozeni viSefazni
terapijski protokol pruZza jasan okvir za donoSenje odluka o eksplantaciji implantata
zahvacenih periimplantitisom, nekirurSkom i kirurSkom lijeenju te vaznosti kontrolnih
pregleda i ponovne evaluacije stanja. Njihov terapijski model obuhvaca cetiri medusobno
povezane faze: inicijalnu procjenu rizika i planiranje terapije (Individualized Diagnosis and
Risk Assessment — IDRA), nekirurS§ku terapiju, kirurSku terapiju i fazu odrzavanja. U
protokolu Honga i suradnika, implanti zahvaceni periimplantitisom klasificiraju se kao

"propali" (,.failed”) 1 "propadajuéi" (,.failing”) (Slika 4). Neuspjeli, "propali" implantati
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pokazuju karakteristi¢ne klinicke znakove i simptome uznapredovalog periimplantitisa, pri
¢emu progresivna destrukcija periimplantatnog kosStanog 1 mekog tkiva ¢ini njihovu prognozu
lijecenja izrazito nepovoljnom. lako se kriteriji za eksplantaciju razlikuju medu klini¢arima, u
situacijama kada je implantat pomican, neadekvatno postavljen ili frakturiran, kada je unutar
kosti manje od 3 mm tijela implantata ili je njegov kvocijent stabilnosti (Implant Stability
Quotient, ISQ) manji od 45, preporucuje se eksplantirati implantat. U implantata zahvaéenih
periimplantitisom s povoljnijim klini¢kim i radioloskim nalazom nego S$to je prethodno
opisan, gdje postoji mogucnost zaustavljanja napredovanja periimplantitisa i cijeljenja,

indicirano je provodenje terapije (64).

12
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»Propali” (,failed”) implantat

Implantat s periimplantitisom

1. Pomic¢an implantat
2. Neadekvatno postavljen implantat

 —
Neograniéeni Vodena
kostani defekt regeneracija tkiva
p. 4

3. Beznadna prognoza lijeéenja Uklanjanje
- Oseointegrirani dio < 3 mm implantata Istovremena vodena
-1sQ'< 45 regeneracija tkiva/

‘ Ograniéeni

4. Lom implantata (RN i Al postava implantata

»Propadajuéi” (,failing”)

implantat

Nekirurika terapija — T e el

* Uklanjanje i prilagodba protetskog _
rada ako je mogude /»  Analiza radioloikih snimki (npr. CBCT-a?)
*+ Mehanicka i kemijska kostanog defekta
dekontaminacija * Dekontaminacija povriine implantata
+ Sistemska/lokalna antibiotska «  Mehanigka sredstva
-terapija +  Kemijska sredstva
‘ 4 * Farmakoloska sredstva
Ne * Implantoplastika
[ Ponovna procjena ] * Augmentacija mekog tkiva u slucajevima
nedostatka keratinizirane gingive i tankog
- Dubina sondiranja £5 mm biotipa sluznice
- Nema krvarenja pri sondiranju/gnoji Ne
- Nema progresivnoga gubitka
koitanoga tkiva .
I : A Resektivna kirurgija ..
. : "+ Suprakrestalni koitani defekt s oéuvane
DA Kontrolni pregled 1-2 kostane stijenke
. + Otklanjanje koStanog defekta i eliminacija
v : . patoloskog dZepa
i i . Odizanje reZnja i debridment
. Proc!ena |:to.vratka bOlES‘EI . . O&uvanje mekog tkiva oko
. Procjena rizika uz pomoé IDRA-e implantata
. Kontrolni pregledi ovisho o \
procijenjenom riziku (< 6 mjeseci) Rekonstruktivna kirurgija
. Profesionalna kontrola plaka i b,
unaprjedenje oralne higijene koju . Cir!(umfere"ntni kostani defekt s oéuvane 2-3
provodi pacijent koitane stijenke
* Regeneracija koitanoga defekta i umanjenje

recesije mekog tkiva p,

Slika 4. Sveobuhvatni terapijski protokol za lijeCenje periimplantitisa (prema Hong i sur.
(64); prilagodeno i prevedeno). *1SQ — kvocijent stabilnosti implantata; >CBCT — ra¢unalna

tomografija stozastog snopa; ° IDRA — individualizirana dijagnostika i procjena rizika
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Nekirurska (zatvorena) terapija predstavlja prvi korak, inicijalnu fazu lijecenja, Ciji je cilj
smanjenje upale i poboljSanje oralne higijene. Ova faza obuhvaca mehanicko uklanjanje
mekih i tvrdih naslaga s povrSine implantata uz primjenu kemijskih sredstava te, prema
potrebi, lokalnu ili sustavnu farmakoterapiju. Uklanjanjem protetskog nadomjestka i
suprastrukture omogucuje se bolja vizualna inspekcija i izravaniji pristup kontaminiranim
povrsinama radi u¢inkovitijeg uklanjanja biofilma i dekontaminacije (64). Nekirurski pristup
provodi se bez odizanja mukoperiostalnog reznja te je indiciran kod periimplantnog
mukozitisa i pocetnih stadija periimplantitisa (64,65). Prilagodba nedostataka protetskih i
restaurativnih radova na nacin da olakSavaju provodenje oralne higijene i uklanjanje plaka
znacajno poboljsava klinicki ishod nekirurskog lijecenja i sprjecava ponovni nastanak upale.
Tri mjeseca nakon provedene nekirurske terapije preporucuje se ponovna procjena klinickog i
radioloskog statusa implantata i okolnog tkiva te se, ovisno o nalazu, odlucuje o daljnjim
koracima u lijeCenju (64).

KirurSka (otvorena) terapija indicirana je u sluc¢ajevima neadekvatnog odgovora tkiva na
nekirursku terapiju te kada nije postignut zeljeni terapijski ishod. Ova se terapija najcesce
primjenjuje u umjerenim i teskim oblicima periimplantitisa nakon inicijalne nekirurske
terapije. Za razliku od nekirurSkog (zatvorenog) pristupa, kirurska terapija ukljucuje odizanje
mukoperiostalnog reZznja, ¢ime se omogucuje izravniji vizualni pristup kontaminiranim
povrSinama implantata 1 okolnim anatomskim strukturama. Ovaj pristup omogucuje
izvodenje niza zahvata s ciljem uklanjanja upalnog tkiva, dekontaminacije povrsine
implantata te, ovisno o klini¢koj situaciji, i preoblikovanje periimplantnih tkiva (64). U
sluajevima uznapredovalog gubitka kosti, kirurski pristup omogucuje primjenu
regenerativnih tehnika, kao $to su vodena regeneracija tkiva (GTR) uz uporabu kostanih
nadomjesnih materijala i membrana, ¢ime se nastoji obnoviti izgubljeno tkivo i1 poboljSati
stabilnost implantata (65,66).

Nakon provedene kirurSke terapije, redoviti kontrolni pregledi u fazi odrZavanja i pracenje
stanja klju¢ni su za daljnju prevenciju nastanka periimplantitisa i zadrZzavanje funkcionalnog
implantoprotetskog rada (64).

Bez obzira radi li se 0 nekirurSkom (zatvorenom) ili kirurSkom (otvorenom) pristupu, u
lijeCenju periimplantitisa primjenjuju se razliite metode uklanjanja biofilma i
dekontaminacije povrSine implantata. Njith mozemo podijeliti u Cetiri glavne skupine:
mehanicka sredstva, fizikalne metode, kemijska i farmakoloska sredstva. Neke metode, poput

mehanickog ¢iS¢enja 1 kemijske dekontaminacije, upotrebljavaju se u obama pristupima, i
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nekirurSkom 1 kirurSkom, no njihova ucinkovitost Cesto je veca U kirurSkom pristupu zbog

bolje vizualizacije i izravnijeg pristupa kontaminiranoj povrsini implantata (65,67).

1.4.2.1. Mehanicka sredstva

Mehanic¢ke metode predstavljaju temeljni pristup u uklanjanju biofilma s povrSine implantata
u terapiji periimplantitisa (67,68). Njihov je osnovni cilj u¢inkovita eliminacija bakterijskog
biofilma i mineraliziranih naslaga putem izravnog kontakta instrumenta s povr§inom
implantata, uz istodobno oCuvanje integriteta same povrsine. U ovu skupinu ubrajaju se rucne
kirete, rotirajue Cetkice te ultrazvu¢ni nastavci, ¢iji se ucinak primarno temelji na
mehanickom djelovanju vrha instrumenta. Uredaje za zra¢no poliranje takoder mozemo
ubrojiti u mehanicke metode zbog prevladavajucega abrazivnog ucinka Cestica na biofilm
unato¢ uporabi komprimiranog zraka kao nositelja energije (67-69). Svaka vrsta instrumenata
ima svoje prednosti i ograni¢enja, neki su ucinkovitiji u uklanjanju tvrdih naslaga, dok su
drugi manje abrazivni i bolje ¢uvaju povrsinu implantata, ali S ograni¢enom ucinkovitoséu U
uklanjanju tvrdih naslaga (70-74). U praksi se Cesto upotrebljava kombinacija vise metoda,
prilagodenih vrsti implantata, obliku defekta i stadiju bolesti, kako bi se postigli §to bolji
terapijski rezultati (68).

Karbonske i plasti¢ne kirete u klini¢koj se praksi upotrebljavaju za kontrolu periimplantatnog
biofilma, osobito u situacijama u kojima je o€uvanje integriteta i izvorne morfologije
povrSine implantata terapijski prioritet. U usporedbi s metalnim instrumentima, ukljucujuci
titanske kirete, njihova je primjena povezana s minimalnim rizikom od mikroskopskih
oStecenja, ogrebotina 1 promjena povrSinske hrapavosti implantata, §to je klinicki vazno jer
mehanic¢ka oSte¢enja mogu pogodovati povecanoj bakterijskoj adheziji 1 otezati kontrolu
upale (71,74,75). Takva svojstva Cine karbonske i plasticne kirete osobito pogodnima za
implantate s modificiranom povrSinom U kojih je o€uvanje povrSinske morfologije vazno za
odrzavanje povoljnih bioloskih uvjeta i stabilnost povrsina ukljuéenih u cijeljenje (75). lako
je njihova mehanicka ucinkovitost u uklanjanju tvrdih, mineraliziranih naslaga ogranicena,
karbonske 1 plasticne kirete ostaju instrumenti izbora u fazi odrzavanja, u lijecenju
periimplantatnog mukozitisa, kao 1 tijekom inicijalne nekirurSke terapije blazih oblika
periimplantitisa (69,76). U slucajevima uznapredovalog periimplantitisa, njihova se primjena
najéeSc¢e provodi u sklopu Sirega, multimodalnog terapijskog pristupa u kombinaciji s drugim

metodama dekontaminacije (69,76).
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Rotiraju¢e cetkice u odnosu na ru¢ne instrumente, poput kireta, omogucuju ucinkovitije
uklanjanje bakterijskog biofilma, posebno na tesko dostupnim povrSinama implantata, poput
dubokih navoja i unutarnjih dijelova kostanih defekata (68,70). Zahvaljujuéi stalnom
mehanickom pokretu 1 kontroliranom pritisku, ¢iS¢enje je ujednacenije i manje ovisno o
individualnoj tehnici terapeuta, $to doprinosi vecoj predvidivosti klini¢kog ishoda (70,72).
Rotiraju¢e Cetkice za dekontaminaciju dentalnih implantata mogu biti izradene od razlicitih
materijala, a izbor materijala znacajno utje¢e na ucinkovitost i sigurnost postupka. Titanske
cetkice imaju jaci mehanicki ucinak i prikladne su za tvrdokorne naslage, ali uz ve¢i rizik od
oSte¢enja povrSine implantata (71,74). Ichioka i sur. u istrazivanju navode kako su nakon
uklanjanja biofilma ¢etkicom s nikal-titanskim vlaknima na povrsini titanskih diskova vidljivi
tragovi oStec¢enja (77). Takoder se upotrebljavaju vlakna od poliestera i drugih polimera,
¢esto u kombinaciji s abrazivnim ¢esticama za dodatnu ucéinkovitost (72,75). Noviji pristupi
ukljuéuju i cCetkice s vlaknima od hitozana. Hitozan je prirodni polisaharid dobiven
deacetilacijom hitina iz ljuski morskih rakova te je poznat po svojoj visokoj bioloskoj
inertnosti, biorazgradivosti i blagim antimikrobnim svojstvima (69,76). In vitro istrazivanja
pokazala su da hitozanska vlakna ne uzrokuju znaajne promjene u hrapavosti titanske
povrsine, dok istodobno osiguravaju ucinkovito uklanjanje biofilma s tesko dostupnih
podru¢ja uklju¢ujuci navoje, mikroudubine i slozene povrsinske konfiguracije (69,76). U
usporedbi s titanskim cetkicama, koje mogu uzrokovati promjene na povrsini dentalnih
implantata, hitozanske Cetkice nude klini¢ki relevantnu alternativu kad je cilj oCuvanje
implantatne povrSine, osobito kod implantata s modificiranom povr§inom kod kojih je
ponovna reoseointegracija ¢esto moguca samo uz ocuvanje integriteta povrSinske strukture
(69,73,74).

1.4.2.2. Fizikalne metode

Fizikalne metode obuhvacaju terapijske pristupe koji se temelje na primjeni razlicitih oblika
energije za dekontaminaciju povrSine implantata pri ¢emu mehanicki kontakt ne predstavlja
dominantan mehanizam djelovanja. Njihova je svrha uklanjanje ili inaktivacija bakterijskog
biofilma uz minimalno oStecenje povrSine implantata. U ovu skupinu ubrajaju se laserske
tehnologije, fotodinamska terapija, terapija plazmom te novija elektroliticka metoda
dekontaminacije. Navedene metode djeluju termic¢kim, fotokemijskim ili elektrokemijskim
mehanizmima, c¢ime omogucéuju ucinkovitu redukciju mikroorganizama bez izravne

mehanicke abrazije povrsine (67,68).
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Laserski sustavi predstavljaju obecavajucu dopunsku metodu u lijeCenju periimplantitisa jer
omogucuju selektivno djelovanje na bakterijski biofilm uz ocuvanje strukturalnog integriteta
povrSine implantata (67,78). Ucinak laserskih sustava temelji se na njihovim fizikalnim
svojstvima — valnoj duljini, apsorpciji u vodi i hidroksiapatitu, nacinu interakcije s titanom te
intenzitetu i trajanju djelovanja laserske energije (67). Od laserskih sustava, erbijevi laseri
Er:-YAG (erbium-doped yttrium-aluminum—garnet) i Er,Cr:YSGG (erbium, chromium:
yttrium—scandium—gallium—garnet) najdosljednije se izdvajaju kao oni koji osiguravaju
ucinkovito uklanjanje biofilma, a pritom ¢uvaju morfologiju povrSine implantata pokazujuci
visok stupanj bioloske sigurnosti za okolna tkiva (78-80).

Ugljik dioksidni (CO-) laseri odlikuju se visokom apsorpcijom u vodi i hidroksiapatitu, §to ih
¢ini uéinkovitima pri zahvatima na mekim 1 tvrdim tkivima, medutim, njihova sposobnost
uklanjanja tvrdih naslaga i ¢vrsto vezanog biofilma s implantata slabija je u usporedbi s
erbijevim laserima (78). Neodimijem dopirani laseri (Nd:YAG) i veéina diodnih lasera
pokazuju ograni¢enu djelotvornost u uklanjanju biofilma te veéi rizik od prekomjernog
zagrijavanja i promjene strukture povrSine implantata (67,78). Unato¢ brojnim prednostima
laserskih sustava, osobito erbijevih, njihova klini¢ka ucinkovitost i dugoro¢na pouzdanost i
dalje ovise o precizno definiranim protokolima ukljuujuéi valnu duljinu, snagu, nacin
primjene i duljinu izlozenosti. Stoga su potrebna dodatna, dobro dizajnirana klinicka
istrazivanja kako bi se potvrdila predvidljivost laserskih postupaka u dugom roku 1 kako bi se
ti protokoli ujednacili u svakodnevnoj praksi (67,78,80).

Istodobno, s napretkom laserskih tehnologija u posljednjih nekoliko godina razvile su se i
novije, konceptualno razli€ite fizikalne metode dekontaminacije implantata, medu kojima se
osobito istice elektroliticka metoda.

Pri elektrolitickoj dekontaminaciji titanski implantat djeluje kao katoda unutar kontroliranoga
elektrokemijskog sustava, dok se preko glave rasprSivaca, postavljene na koronarni dio
implantata, kontinuirano dovodi otopina za ¢iscenje, koja sluzi kao elektrolit (81). Primjenom
niskoga istosmjernog napona na povrsini implantata odvija se katodna redukcija vode, pri
¢emu nastaje molekularni vodik u obliku mikromjehuriéa koji izbijaju izravno iz
mikrohrapavih struktura i udubina implantata (81). Klju¢na prednost metode proizlazi upravo
iz mjesta njihova nastanka: mjehuri¢i se formiraju ispod biofilma, izmedu povrsine
implantata i mikrobnog sloja. Tako stvaraju lokalizirane mikro-mehanicke sile koje odvajaju,
fragmentiraju 1 potiskuju biofilm iz najdubljih mikropora i nepravilnosti povrSine, Sto je
osobito vazno U implantata s izrazenom topografijom (81). Kako reakcija napreduje,

nastajanje hidroksidnih iona ¢ini povrSinu implantata lokalno alkalnom, S$to dodatno
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destabilizira biofilm i remeti adhezivna svojstva bakterijskih kolonija. Otopina za ¢iSéenje
odrzava stabilan elektrokemijski okoli§ bez stvaranja agresivnih nusprodukata. Klini¢ki je
uocljiv pokazatelj ucinkovite elektrolize karakteristicno ,,pjenusanje” oko implantata, koje
nastaje kao posljedica stvaranja vodikovih mjehuri¢a, kljuénog mehanizma odgovornog za
podizanje i fragmentaciju biofilma u kontakthom sloju (81). Istodobno, kontinuirani tok
otopine ispire odvojene naslage, dok implantat ostaje bioloski Cist, bez toplinskih,
mehanickih ili kemijskih oStecenja.

Dostupna in vitro istrazivanja upucuju na visoku ucinkovitost elektrolitickog ¢is¢enja u
uklanjanju biofilma, uz istodobno izrazen antimikrobni ucinak (81,82). Randomizirano
kontrolirano klini¢ko istrazivanje pokazalo je da ova metoda omogucuje ucinkovitu
dekontaminaciju implantne povrsine, §to je povezano sa znacajnim poboljsanjem klinickih i
radioloskih parametara periimplantitisa te odrzivo$éu postignutih rezultata tijekom 18
mjeseci pracenja (83). Nadalje, prikaz slucaja ukazuje na mogucnost reoseointegracije
dentalnih implantata u ljudi nakon primjene elektrolitickog ciS¢enja u kombinaciji s
regenerativnom terapijom (84). Pri tome primjena elektrolitickog ciS¢enja u skladu s
preporuc¢enim protokolom niti dovodi do mjerljivih promjena u topografiji povrsine titanskih
implantata niti utjece na njihovu mehanicku stabilnost (85).

lako pregled dostupnih klinickih istrazivanja upucuje na to da je metoda sigurna i klinicki
primjenjiva, nuzna su daljnja, metodoloSki snazna istrazivanja kako bi se pouzdano
procijenila njezina dugorofna ucinkovitost, predvidljivost te jasno definirala klini¢ka
vrijednost i granice primjene (86). U tome bi svoju ulogu mogla imati i dodatna in vitro
istrazivanja jer omogucéuju kontrolirano, ponovljivo i standardizirano okruZenje u kojem se
mogu izolirati kljuéni mehanizmi djelovanja, optimizirati parametri te objektivno usporediti

elektroliticku metodu s konvencionalnim metodama dekontaminacije.

1.4.2.3. Kemijska sredstva

Kemijska sredstva predstavljaju vazan dodatak mehanickim 1 fizikalnim postupcima u
lijeCenju periimplantitisa. Zbog slozene mikrostrukture povrSine implantata, bakterijski
biofilm moZe ostati zastiCen unutar navoja i manjih udubljenja na povrsini, Sto oteZava
njegovo potpuno uklanjanje. Stoga se kemijska sredstva najces¢e primjenjuju kao adjuvantna
terapija radi inaktivacije preostalih patogena i neutralizacije endotoksina, uz istodobno
stvaranje povoljnijih uvjeta za ponovnu interakciju kosti s povrSinom implantata i

potencijalnu reoseointegraciju. Kemijska sredstva koja se najéesce upotrebljavaju ukljucuju
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sterilnu  fizioloSku otopinu, vodikov peroksid (H20:), limunsku, fosfornu 1
etilendiamintetraoctenu kiselinu (EDTA) te klorheksidin glukonat. Svako od navedenih
sredstava odlikuje se specificnim mehanizmom djelovanja te razli¢itim profilom
ucinkovitosti 1 sigurnosti.

Sterilna fiziolo§ka otopina, iako nema izravan antimikrobni uéinak, upotrebljava se kao
sredstvo za ispiranje i mehanicko uklanjanje bakterijskih i nekroticnih ostataka nakon
provedene mehanicke obrade povrSine implantata (67).

Djelovanje H20- temelji se na stvaranju reaktivnih kisikovih spojeva koji oste¢uju nukleinske
kiseline, lipide i proteine stani¢nih membrana mikroorganizama. U terapiji periimplantitisa
H-O. smatra se relativno sigurnim sredstvom kada se primjenjuje u odgovaraju¢im
koncentracijama te se najceSCe upotrebljava kao pomoc¢no sredstvo u kombinaciji s
mehani¢kom dekontaminacijom (67).

Limunska kiselina slaba je organska kiselina ¢ije se antimikrobno djelovanje pripisuje
snizenju unutarstanicnog pH nakon prolaska nedisociranog oblika kroz bakterijsku stani¢nu
membranu. Medutim, novija istrazivanja pokazuju da i njezin potpuno ionizirani oblik (CA*")
moze znacajno naruSiti vitalnost bakterijskih stanica keliranjem metalnih iona i
destabilizacijom stani¢ne membrane (87). Osim antimikrobnog ucinka limunska kiselina
moze poboljsati hidrofilnost povrSine implantata i adheziju krvnih stanica, Sto moze imati
povoljan ucinak u ranoj fazi cijeljenja (67). Zahvaljujuci tim svojstvima, limunska kiselina
smatra se ucCinkovitim sredstvom za dekontaminaciju povrSina implantata uz relativno
oCuvanu biokompatibilnost, pod uvjetom primjene odgovarajue koncentracije i vremena
djelovanja (79).

EDTA, kao keliraju¢i agens, razgraduje strukturu biofilma i destabilizira vezu bakterijskih
kolonija s povr§inom implantata pri ¢emu pokazuje nisku razinu citotoksicnosti. lako je broj
dostupnih dokaza koji podupiru primjenu EDTA-¢ za dekontaminaciju povrsine implantata
ogranic¢en, dosada$nji rezultati ukazuju na povoljan bioloski odgovor tkiva te na potencijal
EDTA-e da pojaca antimikrobno djelovanje drugih kemoterapijskih sredstava (67).
Zahvaljuju¢i Sirokom antimikrobnom spektru, kemijskoj stabilnosti 1 produzenom
antimikrobnom ucinku, poznatom kao substantivnost, klorheksidin predstavlja jedno od
najcesce upotrebljavanih kemijskih sredstava u svakodnevnoj stomatoloskoj praksi (79,88).
Klorheksidin je kationski bisbiguanidni antiseptik ¢ija je klinicka vaznost u dentalnoj
medicini prepoznata tijekom 1970-ih godina, nakon ¢ega je 1976. uveden u klinicku primjenu
u obliku otopine za ispiranje usne Supljine (88). Danas se klorheksidin primjenjuje u

razli¢itim farmaceutskim oblicima ukljucujuc¢i otopine, gelove, sustave S kontroliranim
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otpustanjem (Cipove) 1 lakove, kao adjuvantno sredstvo u kontroli oralnog biofilma i1 upalnih
procesa (79,88).

Mehanizam djelovanja klorheksidina temelji se na njegovoj kationskoj prirodi. Pozitivno
nabijene molekule klorheksidina elektrostatski se vezu na negativno nabijene povrSine
bakterijskih stanica. Nakon adsorpcije klorheksidin pasivnom difuzijom prodire kroz stani¢nu
stijenku, oStecuje citoplazmatsku membranu i povecava njezinu propusnost, Sto dovodi do
gubitka intracelularnih komponenti i inhibicije membranskih enzima. Dodatno, zbog afiniteta
prema negativnho nabijenim oralnim povrSinama, ukljucujuéi sluznicu, zube i salivarne
glikoproteine, klorheksidin ucinkovito inhibira adheziju bakterija te pokazuje produzeno
djelovanje koje moze trajati i do 12 sati.

U kontekstu implantologije primjena klorheksidina, kao adjuvantnog sredstva u nekirurSkom
lijeCenju periimplantnih bolesti, pokazuje ograni¢enu dodatnu korist u odnosu na samo
mehani¢ku terapiju, uz heterogene rezultate medu studijama (89). Dodatno, klorheksidin se
zuba i protetskih nadomjestaka, poremecaji osjeta okusa te moguca citotoksi¢nost prema
fibroblastima i osteoblastima, osobito pri dugotrajnoj ili neselektivnoj primjeni (88). lako se
klorheksidin u klini¢koj praksi uglavnom preporucuje kao privremena adjuvantna mjera,
njegova primjena u in vitro istrazivanjima mogla bi se smatrati opravdanom s metodoloskog i
znanstvenog stajaliSta. Kao jedno od najopseZnije istraZzenith antimikrobnih sredstava u
dentalnoj medicini, klorheksidin osigurava stabilan, dobro dokumentiran i reproducibilan
ucinak, Sto ga C¢ini prikladnom referentnom metodom za usporedbu ucinkovitosti

konvencionalnih i novijih dekontaminacijskih pristupa.

1.4.2.4. Farmakoloska sredstva

Antibiotici u lijecenju periimplantitisa predstavljaju dopunsku terapijsku opciju koja moze
poboljSati ishod lije€enja u jasno definiranim klinickim situacijama, ali samo kada su
integrirani u cjelovit terapijski pristup usmjeren na ucinkovitu kontrolu biofilma i etioloskih
¢imbenika bolesti (65). Za razliku od kemijskih sredstava za dekontaminaciju, koja djeluju
nespecificno i lokalno, antibiotici ostvaruju specifi¢no farmakolosko djelovanje te se mogu
primjenjivati lokalno i sistemski. Unato¢ tomu oni ne mogu zamijeniti temeljnu terapiju
periimplantitisa, koja podrazumijeva mehanicko uklanjanje biofilma, kemijsku i/ili fizikalnu

dekontaminaciju povrSine implantata te kontrolu etioloskih c¢imbenika bolesti (65,90).
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Mehanizam djelovanja antibiotika temelji se na ciljanom ometanju temeljnih metabolickih 1
strukturnih funkcija bakterijskih stanica uklju¢enih u periimplantnu infekciju. Beta-laktamski
antibiotici, poput amoksicilina, vezu se na penicilin-vezujuée proteine ¢ime inhibiraju sintezu
peptidoglikanske stani¢ne stijenke, uzrokuju gubitak njezina strukturnog integriteta te dovode
do osmotskog bubrenja i lize bakterijske stanice. Metronidazol djeluje tako da se u
anaerobnim bakterijama reducira u reaktivne metabolite koji oSte¢uju DNA i1 onemogucuju
replikaciju, Sto dovodi do smrti bakterijske stanice. Tetraciklini i klindamicin inhibiraju
sintezu proteina vezanjem na ribosomske podjedinice, 30S, odnosno 50S, ¢ime se zaustavlja
rast i proliferacija bakterija. Doksiciklin, uz antibakterijski ucinak, inhibira matriks-
metaloproteinaze te time smanjuje razgradnju kolagena i oSte¢enje periimplantnih tkiva (91).

Lokalna primijena antibiotika, najéeS¢e u obliku gelova, bioapsorbiraju¢ih mikrosfera ili
impregniranih vlakana omogucuje postizanje vrlo visokih koncentracija lijeka izravno u
periimplantnom dzepu uz minimalnu sistemsku izloZenost i smanjen rizik nuspojava (91,92).
Zbog toga lokalni antibiotici u odabranim klinickim situacijama imaju povoljniji omjer
koristi i rizika u odnosu na sistemski primijenjene antibiotike.

Sistemski antibiotici, poput amoksicilina, metronidazola, njihove kombinacije ili
azitromicina, najéeS¢e se primjenjuju u sklopu kirurS8ke terapije u tezim oblicima
periimplantitisa, osobito kada je prisutan znacajan gubitak kosti, znakovi generalizirane
infekcije ili izraZeni sistemski rizi¢ni ¢imbenici pacijenta (65). lako sistemska antibiotska
terapija moze rezultirati kratkoro¢nim smanjenjem bakterijskog optereCenja, supuracije i
progresije gubitka kosti, dostupni dokazi upucuju na to da ona ne dovodi do trajnog
poboljsanja kljucnih klinickih parametara, poput dubine sondiranja i krvarenja pri sondiranju
(90,93). Europska federacija za parodontologiju (EFP) u smjernicama iz 2023. godine jasno
navodi da se ni sistemski ni lokalni antibiotici ne preporucuju za rutinsku primjenu, vecé
isklju¢ivo kao dio individualno prilagodenoga terapijskog plana s jasno definiranim
indikacijama (65). Dodatno, zbog ograni¢ene dugoro¢ne ucinkovitosti, moguc¢ih nuspojava i
rastuceg problema antimikrobne rezistencije, njthova uporaba mora biti selektivna, klinicki

opravdana i u skladu s nac¢elima odgovorne antibiotske terapije (90,93).

Terapijski pristupi u lijeCenju periimplantitisa obuhvacaju razli¢ite mehanicke, fizikalne,
kemijske 1 farmakoloske metode, pri ¢emu svaka od njih ima odredene prednosti i
ograni¢enja. Izbor odgovaraju¢e metode trebao bi se temeljiti na cjelovitoj klini¢koj i

radioloSkoj procjeni uzimajué¢i u obzir stupanj i morfologiju periimplantnog defekta, tip i
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povrsinske karakteristike implantata, prisutnost lokalnih 1 sistemskih rizi¢nih ¢imbenika te
mogucénost dugorocnog odrzavanja periimplantnog zdravlja.

S obzirom na kontinuirani porast primjene dentalnih implantata, kao i ¢injenicu da postoje
pacijenti s implantatima koji su u funkciji ve¢ nekoliko desetljeca, prevencija i lijeCenje
periimplantatnih bolesti predstavljaju velik izazov za znanstvenike i klini¢are (6,94-96).
UnatoC razvoju i dostupnosti razli¢itih terapijskih modaliteta, trenutacno ne postoji jasan
konsenzus o superiornosti pojedinog pristupa ili metode u lijeCenju periimplantitisa
(67,68,79,81,97).

Prema dostupnoj literaturi nema podataka o in vitro istrazivanjima koja u standardiziranim
uvjetima izravno usporeduju elektroliticku metodu dekontaminacije s konvencionalnim
metodama poput klorheksidina, hitozanske cetkice, njihove kombinacije te plasti¢ne Kirete.
Takoder, dostupni podaci ne upucuju na postojanje istrazivanja u kojima su navedene metode
ispitivane na modelima biofilma formiranog od mikroorganizama A. baumannii i S. aureus s
izrazenim potencijalom stvaranja biofilma i sudjelovanja u perzistentnim infekcijama. U
skladu s tim sustavna i kontrolirana usporedba ovih metoda u reproducibilnim in vitro
uvjetima mogla bi doprinijeti objektivnijem vrednovanju njihove ucinkovitosti te pruziti

utemeljenu osnovu za daljnju klini¢ku evaluaciju i razvoj terapijskih smjernica.
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2. HIPOTEZE I CILJEVI ISTRAZIVANJA
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U kontekstu ograni¢ene ucinkovitosti postojecih terapijskih pristupa 1 izostanka jasnog
konsenzusa o optimalnoj metodi lijeCenja periimplantitisa, postoji potreba za istrazivanjima
koja omogucuju objektivnu i usporedivu procjenu ucinkovitosti razliitih metoda
dekontaminacije povrSine dentalnih implantata. Elektroliticka metoda dekontaminacije
namece se kao potencijalno obecavajuéi pristup zbog svojega specificnog mehanizma
djelovanja.

Provedba in vitro istrazivanja omogucuje primjenu kontroliranih i standardiziranih uvjeta,
preciznu kvantifikaciju bakterijskog optere¢enja te izravnu usporedbu konvencionalnih
metoda dekontaminacije i novije elektroliticke metode. Cilj je ovakvog pristupa dobiti jasno
usporedive podatke o ucinkovitosti uklanjanja bakterijskog biofilma s povrSine implantata te
procijeniti potencijal elektroliticke dekontaminacije kao suvremenoga terapijskog pristupa.
Dobiveni rezultati mogu pridonijeti boljem razumijevanju moguénosti primjene pojedinih
metoda i posluziti kao znanstvena osnova za daljnja istrazivanja i optimizaciju terapijskih

protokola u lije€enju periimplantitisa.

2.1. Primarni cilj istraZivanja
Utvrditi ucinkovitost uklanjanja biofilma, odnosno smanjenja broja jedinica koje tvore
koloniju (colony-forming unit - CFU) A. baumannii i S. aureus koristeé¢i se elektrolitickim i

konvencionalnim metodama dekontaminacije povrsine dentalnih implantata.

2.2. Sekundarni cilj istraZivanja

Usporediti u¢inkovitost uklanjanja biofilma s obzirom na vrstu bakterije.

2.3. Hipoteze istraZivanja:
1. Elektroliticka dekontaminacija povrSine dentalnih implantata ucinkovitija je od
konvencionalnih metoda.

2. Ne postoji statisti¢ki znacajna razlika u uklanjanju biofilma s obzirom na vrstu bakterije.
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3. MATERIJALI I POSTUPCI
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Istrazivanje je provedeno u skladu s etickim nacelima 1 vazeéim propisima. Prije pocetka
istrazivanja ishodeno je odobrenje Etickog odbora Stomatoloskog fakulteta SveuciliSta u
Zagrebu (br. 05-PA-30-22-11/2023), koje je doneseno na redovitoj sjednici odrzanoj 23.
listopada 2023. godine. Tema doktorske disertacije obranjena je 16. rujna 2024. godine.
Nakon obrane teme Fakultetsko vijeCe Stomatoloskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu
donijelo je odluku o prihvacanju izvjeS¢a Povjerenstva za ocjenu teme doktorskog rada na

svojoj II. sjednici odrzanoj 31. listopada 2024. godine.

3.1. Postupak istraZivanja

Istrazivanje je provedeno u laboratoriju Klinickog zavoda za klinicku mikrobiologiju,
prevenciju i kontrolu infekcija Klinickog bolnickog centra Zagreb u kontroliranim in vitro
uvjetima. U ispitivanje je uklju¢eno ukupno 150 dentalnih implantata promjera 4,0 mm i
duljine 10 mm (GC Aadva Standard Implants; GC Tech Europe GmbH, Breckerfeld,
Njemacka). Odabrani implantati pripadaju skupini implantata koji se ugraduju u razini kosti
(eng. bone-level) te su izradeni od titanske legure TisAlsV (Grade 5) (98). Povrsina
implantata obradena je postupkom Aanchor® Surface Technology, koji ukljucuje pjeskarenje
Cesticama aluminijeva oksida i kiselinsko jetkanje, ¢ime se postiZe mikrohrapava povrSina
(98). Implantati imaju cilindri¢no tijelo s progresivnim navojima duz cijele duljine te
mikronavoje u cervikalnom podrucju.

Veli¢ina uzorka odredena je primjenom Lehrove formule (99).

16

TL=F

Ovdje smo za A pretpostavili vrijednost 0,8 §to prema Cohenu odgovara velikim efektima
(100). Za formiranje bakterijskog biofilma upotrijebljeni su klini¢ki izolati A. baumannii i S.
aureus, prethodno izolirani iz klini¢kih uzoraka u KBC-u Zagreb. Bakterije su uzgajane
odvojeno na krvnom agaru obogac¢enom s 5 % ov¢je krvi u aerobnim uvjetima pri temperaturi
od 35 °C tijekom 48 sati. Nakon inkubacije po jedna kolonija svake bakterije inokulirana je u
10 mL mozdano-sr¢anog bujona te inkubirana u aerobnim uvjetima pri 35 °C tijekom 24 sata.
Dobivene bakterijske suspenzije potom su pomijeSane U omjeru 1:1 kako bi se dobila

polimikrobna suspenzija.
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U 150 sterilnih Eppendorfovih epruveta zapremnine 1,5 mL dodano je po 500 pL
pripremljene bakterijske suspenzije. Implantati su sterilnim instrumentima izvadeni iz
originalnog sterilnog pakiranja te pojedinacno uronjeni u epruvete s bakterijskom

suspenzijom A. baumannii i S. aureus (Slika 5).

Slika 5. Titanski dentalni implantat uronjen u Eppendorfovu epruvetu s mijeSanom

bakterijskom suspenzijom A. baumannii i S. aureus.

Epruvete su inkubirane u aerobnim uvjetima pri temperaturi od 37 °C tijekom sedam dana,
¢ime je omoguceno formiranje i sazrijevanje mijeSanoga bakterijskog biofilma. Svakih 48
sati u svaku epruvetu je dodano 250 pL svjeze bakterijske suspenzije kako bi se osigurao
kontinuirani bakterijski rast.

Nakon zavrSetka inkubacije implantati su nasumicno rasporedeni u Sest skupina (n = 25):
negativnu kontrolnu skupinu, pozitivnu kontrolnu skupinu te Cetiri eksperimentalne skupine,

ovisno o primijenjenoj metodi uklanjanja bakterijskog biofilma (Slika 6).
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150 dentalnih titanskih

implantata
Suspenzija A.
baumannii
i S. aureus
Negativna kontrolna Pozitivna kontrolna Skupina 1 Skupina 2 Skupina 3 Skupina 4
skupina n=25 skupina n=25 n=25 n=25 n=25 n=25
Bez postupka. 0.2 % klorheksidin Hitozanska Eetkica Hitozanska Cetkica i Karbonska kireta Elektroliticko
dekontaminacije klorheksidin Ciscenje

Slika 6. Shematski prikaz raspodjele implantata u kontrolne i eksperimentalne skupine prema

primijenjenim metodama dekontaminacije bakterijskog biofilma.

Implantati su sterilnim pincetama izvadeni iz suspenzije, isprani sterilnom fizioloSkom
otopinom te njezno osusSeni sterilnom gazom kako bi se uklonio visak tekucéine, uz ocuvanje
formiranog biofilma. Tijekom svih postupaka implantati su bili fiksirani na sterilni drzac¢
kako bi se sprijecilo njihovo pomicanje ili rotacija.

Implantati negativne kontrolne skupine (n = 25) nisu bili podvrgnuti nijednom postupku
dekontaminacije. Implantati pozitivne kontrolne skupine (n = 25) ispirani su 0,2%-tnom
otopinom klorheksidina (CHX) tijekom jedne minute pomocu Strcaljke zapremnine 20 mL i
igle promjera 22G (Slika 7). Vrh igle bio je postavljen na udaljenosti od 3 do 5 mm od
povrsine implantata, pod kutom od 60° do 90° u odnosu na uzduznu os implantata. Nakon
tretmana klorheksidinom implantati su ispirani sterilnom fizioloSkom otopinom tijekom jedne

minute kako bi se uklonili ostaci antiseptika.
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Slika 7. Strcaljka, igla i otopina klorheksidina upotrijebljeni za ispiranje povrsine implantata
tijekom postupka dekontaminacije.

Implantati iz skupine 1 (n = 25) tretirani su hitozanskom cetkicom (Labrida BioClean™,
Labrida AS, Oslo, Norveska) postavljenom na kolje¢nik (ER10M, TEQ-Y, NSK Inc.,
Kanuma Tochigi, Japan) (Slika 8). Cetkica je tijekom cijelog postupka bila postavljena
paralelno s uzduZznom osi implantata, uz kontinuirani kontakt vlakana s povrSinom
implantata. Tretman je trajao dvije minute, nakon Cega je povrSina implantata isprana

sterilnom fizioloskom otopinom.
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Slika 8. Mechanic¢ko ciS¢enje povrSine implantata hitozanskom cEetkicom postavljenom u

kolje¢nik.

Implantati skupine 2 (n = 25) podvrgnuti su istom mehanickom tretmanu hitozanskom
Cetkicom, uz dodatni postupak ispiranja 0,2%-tnom otopinom klorheksidina, kako je
prethodno opisano kod implantata iz pozitivne kontrolne skupine.

Implantati iz skupine 3 (n = 25) tretirani su plasticnom kiretom oja¢anom karbonskim
vlaknima (Hawe Light-Curette, KerrHawe SA, Bioggio, Svicarska), primjenom okomitih

pokreta radnim rubom instrumenta prema povrsini implantata (Slika 9).
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Slika 9. Uklanjanje bakterijskog biofilma s povrSine implantata plasti¢cnom kiretom ojacanom

karbonskim vlaknima.

Implantati iz skupine 4 (n = 25) dekontaminirani su elektrolitickom metodom pomocu
uredaja GalvoSurge® (GalvoSurge, GalvoSurge Dental AG, Widnau, Svicarska). Sustav za
elektroliticko ¢iS¢enje sastoji se od upravljacke jedinice, izvora napajanja, potporne Sipke s
drzacem cijevi te jednokratnog seta koji ukljucuje bocu s otopinom za ¢iSéenje i sustav cijevi
s integriranom glavom rasprSivac¢a. Otopina za ciSCenje temelji se na vodenoj otopini
hidroksikarbonske kiseline u obliku natrijeve soli, koja se tijekom postupka kontinuirano
dovodi do povrSine implantata pomocu peristalticke pumpe. Glava rasprsivaca, koja sadrzi
titansku elektrodu (anodu) i spuzvasti nastavak, postavljena je na implantat tako da je spojka
bila u kontaktu s unutrasnjoS¢u implantata, ¢ime je osigurana elektricna vodljivost sustava
(Slika 10). Tijekom postupka glava rasprSiva¢a odrzavana je u stabilnom kontaktu s

implantatom uz blagi vertikalni pritisak.
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Nakon aktivacije uredaja otopina za ¢iS¢enje pumpana je iz boce kroz sustav cijevi do glave
rasprSivaca, gdje se ravnomjerno raspodjeljivala oko implantata. Istodobno je na implantat
primijenjen niski napon, ¢ime je pokrenut elektrokemijski proces na granici implantat —
elektrolit. Ovaj proces rezultirao je stvaranjem vodikovih mjehuri¢a na povrsini implantata
(katodna reakcija). Tijekom cijelog postupka osigurana je kontinuirana opskrba otopinom i
vizualna kontrola stvaranja mjehuri¢a, $to predstavlja indikator pravilnog odvijanja

elektroliticke reakcije. Ukupno trajanje dekontaminacije iznosilo je 2 minute za svaki

implantat, nakon ¢ega je uredaj automatski prekidao proces.

Slika 10. Glava rasprsivaca elektrolitickog uredaja postavljena na implantat tijekom postupka

dekontaminacije.

Kako bi se sprijecila unakrsna kontaminacija, drza¢ implantata dezinficiran je 70%-tnom
otopinom etanola i sterilnom fizioloSkom otopinom nakon svakog pojedina¢nog tretmana.
Tijekom cijelog postupka upotrebljavani su sterilni instrumenti i sterilne rukavice.

Uzorci su prikupljeni sterilnim papirnatim Stapi¢ima izvodenjem pet vodoravnih poteza

izmedu drugog i petog navoja implantata, gledano od koronarno prema apikalno (Slika 11).
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Slika 11. Uzorkovanje bakterijskog biofilma s povrSine implantata sterilnim papirnatim

Stapi¢em izmedu navoja implantata.

Svaki S$tapi¢ uronjen je u zasebnu Eppendorfovu epruvetu koja je sadrzavala 200 pL
fizioloske otopine puferirane fosfatom (PBS). Epruvete su vorteksirane 40 sekundi pri brzini
od 2850 rpm (Slike 12 i 13).
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CORNING

Slika 12. Vorteksiranje Eppendorfovih epruveta koje sadrze papirnate Stapice fiziolosSkom

otopinom puferiranom fosfatom (PBS).

Slika 13. Mikrotitarske plo¢ice za serijska razrjedenja i krvni agar upotrijebljen za
inokulaciju uzoraka.
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Nakon vorteksiranja provedena su serijska deseterostruka razrjedenja uzoraka. U tu svrhu 20
uL vorteksirane fosfatno puferirane fizioloske otopine (PBS) dodavano je u 180 uL Mueller—
Hinton (MH) bujona u prvoj jazici mikrotitarske plocice, nakon ¢ega je 20 pL dobivene
suspenzije preneseno u sljedeéu jazicu. Postupak je ponavljan do postizanja konacnog
razrjedenja od 1 x 107%. Iz svake jazice uzeto je po 20 uL MH bujona i preneseno na
prethodno oznaceni dio plo¢ice krvnog agara. Nerazrijedeni PBS uzorak nanesen je u
sredi$nji, posebno oznaceni dio plocice krvnog agara. Tako pripremljene plo¢ice inkubirane
su u aerobnim uvjetima pri temperaturi od 37 °C tijekom 48 sati. Nakon zavrsetka inkubacije
pristupilo se kvantifikaciji vijabilnih bakterijskih kolonija. Brojenje kolonija provedeno je
vizualnom inspekcijom iskusnog istrazivaca, pri ¢emu je broj izbrojenih kolonija pomnozen s
odgovaraju¢im faktorom razrjedenja kako bi se dobio konacan broj jedinica koje tvore
koloniju. Osoba koja je provela vizualnu inspekciju i kvantifikaciju nije imala informaciju o
grupama, odnosno vrstama intervencije na implantatima. Reprezentativni primjeri plo¢ica

krvnog agara s bakterijskim kolonijama prikazani su na slikama 14-18.

Slika 14. Krvni agar s bakterijskim kolonijama dobivenima iz uzoraka pozitivne kontrolne

skupine.
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Slika 15. Krvni agar s bakterijskim kolonijama dobiven iz uzorka uzetog s povrSine

implantata nakon dekontaminacije hitozanskom ¢éetkicom.
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Slika 16. Krvni agar s bakterijskim kolonijama dobiven iz uzorka uzetog s povrSine

implantata nakon dekontaminacije hitozanskom ¢etkicom i klorheksidina.

37



Ante Jordan, disertacija

Slika 17. Krvni agar s bakterijskim kolonijama dobiven iz uzorka uzetog s povrSine

implantata nakon tretmana plasticnom kiretom oja¢anom karbonskim vlaknima.
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Slika 18. Krvni agar s bakterijskim kolonijama dobiven iz uzorka uzetog s povrSine

implantata nakon dekontaminacije elektrolitickom metodom.
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3.2. Statisticka obrada podataka

Dobiveni rezultati (broj bakterijskih kolonija, CFU) za A. baumannii i S. aureus uneseni su u
unaprijed pripremljene tablice te analizirani primjenom standardnih statistickih metoda u
programu Microsoft Excel (Microsoft Corporation, Redmond, Washington, Sjedinjene
Americ¢ke Drzave; izvor: https://office.microsoft.com/excel).

Podaci su najprije analizirani metodama deskriptivne statistike. Za svaku ispitivanu skupinu
izraCunate su mjere srediSnje tendencije (aritmeticka sredina i medijan) te mjere rasprsenosti
(standardna devijacija), uz prikaz minimalnih i maksimalnih vrijednosti. Rezultati su
prikazani tabli¢no, a distribucija podataka dodatno je vizualizirana pomoc¢u Box-and-Whisker
dijagrama.

Za ispitivanje razlika u razini bakterijske kontaminacije izmedu skupina primijenjena je
jednofaktorska analiza varijance (one-way ANOVA). Analiza je provedena zasebno za svaku
bakterijsku vrstu. U prvom koraku analizirane su razlike izmedu svih skupina, ukljucujuci
negativnu kontrolnu skupinu, dok su u dodatnoj analizi procijenjene razlike isklju¢ivo izmedu
skupina implantata tretiranih metodama dekontaminacije.

S obzirom na Sirok raspon vrijednosti CFU i izrazenu varijabilnost podataka, provedena je
dodatna analiza na logaritamski transformiranim vrijednostima (logio CFU). Time je smanjen
utjecaj ekstremnih vrijednosti te je pobolj$ana priblizna normalnost distribucije i homogenost
varijanci medu skupinama.

Za detaljniju procjenu razlika izmedu pojedinih metoda dekontaminacije provedene su
medusobne usporedbe skupina primjenom analize varijance na logaritamski transformiranim
podacima, pri ¢emu su izraCunate pripadne p-vrijednosti za svaki par skupina kako bi se
dobili statisticki podaci za svaku medusobnu usporedbu. Razina statisticke znacajnosti za sve

analize postavljena je jedinstveno na p < 0,05.
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4. REZULTATI
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4.1. Deskriptivna analiza podataka

Metodama opisne (deskriptivne) statistike analizirana je razina kontaminacije, odnosno broj
bakterijskih kolonija dviju bakterijskih vrsta na povrSinama implantata u svim ispitivanim
skupinama (Tablice 1 i 2) radi procjene ucinkovitosti razli¢itih metoda dekontaminacije i

njihove medusobne usporedbe.

Tablica 1. Deskriptivna statistika broja bakterijskih kolonija A. baumannii na povrsini

implantata prema ispitivanim skupinama.

. Pozitivna .
Negativna kontrolna | Hitozanska Hitozanska itic
. kontrolna : e etkica i Kireta Elektroliticka
Pokazatelj skupina skupina Cetkica CHX2 (n=25) metoda
(n=25) (CHX?) (n=25) (n=25) (n=25)
(n=25)
Aritmeticka
sredina
CFU? 121.280,00 399,08 6.124,80 12.599,84 | 33.138,40 55,20
Minimalan
broj CFU! 1.000,00 0,00 60,00 4,00 20,00 0,00
Maksimalan
broj CFU! 1.000.000,00 1.000,00 | 100.000,00 | 200.000,00 | 200.000,00 1.000,00
Standardna
devijacija 266.983,85 427,40 19.783,18 43.825,98 | 62.235,26 198,73
Medijan
CFU! 40.000,00 200,00 800,00 70,00 400,00 4,00

1 CFU - broj jedinica koje tvore koloniju, 2 CHX — klorheksidin

Tablica 2. Deskriptivna statistika broja bakterijskih kolonija S. aureus na povrsini implantata

prema ispitivanim skupinama.

. Pozitivnha .
Negativna kontrolna | Hitozanska Hitozanska itic
. kontrolna : e Setkica i Kireta Elektroliticka
Pokazatelj - skupina Cetkica _ metoda
skupina 5 _ CHX? (n=25) N=25
(n=25) (CHX?) (n=25) (n=25) (n=25)
(n=25)
Aritmeticka
sredina
CFU! 313.480,00 1.132,80 1.980,80 9.360,20 207.576,00 71,32
Minimalan
broj CFU! 3.000,00 20,00 20,00 2,00 100,00 0,00
Maksimalan
broj CFU! 2.000.000,00 | 10.000,00 | 10.000,00 | 100.000,00 | 2.000.000,00 400,00
Standardna
devijacija 598.901,15 2.043,26 2.750,92 27.624,09 574.962,28 96,19
Medijan
CFU! 30.000,00 400,00 1.000,00 100,00 2.000,00 50,00

1 CFU - broj jedinica koje tvore koloniju, 2 CHX — klorheksidin
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Sve ispitivane metode dekontaminacije dovode do smanjenja broja bakterijskih kolonija u
odnosu na negativnu kontrolnu skupinu. Medutim, kod obje bakterijske vrste uocCava se
izrazena varijabilnost rezultata unutar pojedinih skupina, §to se ocituje velikim rasponima
vrijednosti te poviSenim standardnim devijacijama. Razlike izmedu aritmeticke sredine i
medijana dodatno upucuju na asimetri¢nu raspodjelu podataka, uz prisutnost ekstremnih
vrijednosti. U tom kontekstu medijan se pokazuje kao robusniji pokazatelj srediSnje
tendencije, osobito u skupinama s ve¢im rasponom vrijednosti.

Medu svim ispitivanim metodama elektrolitiCka metoda pokazuje najnize vrijednosti CFU,

kako prema aritmetickoj sredini tako i prema medijanu.

4.2. Graficki prikaz raspodjele podataka

Graficki prikazi raspodjele logaritamski transformiranih vrijednosti (logio CFU) prikazani su

na slikama 19-22. Zbog izrazene asimetrije i Sirokog raspona vrijednosti logaritamski prikaz

omogucuje jasniji prikaz medusobnih odnosa izmedu skupina.

7.00
6,00
B Negativna konfrolna slupina
200 m Pozitivna kontrolna skupina
(CHX)
4.00
’ [ Hitozanska fetlkica
3,00 B Hitozanska cetiica i CHX
2,00 M Eireta
1.00 M Elektrolitizka metoda
0,00

Slika 19. Box-and-Whisker prikaz logaritamski transformiranih vrijednosti (logio CFU)

bakterije A. baumannii po ispitivanim skupinama.
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M Hitozanska fetldca
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M Elektrolititka metoda

Slika 20. Box-and-Whisker prikaz logaritamski transformiranih vrijednosti (logio CFU)

bakterije S. aureus po ispitivanim skupinama.
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Slika 21. Logaritamski prikaz broja bakterijskih kolonija A. baumannii nakon primjene

razli¢itih metoda dekontaminacije.
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Slika 22. Logaritamski prikaz broja bakterijskih kolonija S. aureus nakon primjene razli¢itih
metoda dekontaminacije.

4.3. Inferencijalna analiza

Jednofaktorskom analizom varijance (ANOVA) utvrdene su statisticki znacajne razlike u
broju bakterijskih kolonija medu implantatima iz svih Sest skupina za obje bakterijske vrste
(A. baumannii: p = 0,01093; S. aureus: p = 0,00169). Dodatna analiza provedena medu
skupinama implantata tretiranih metodama dekontaminacije, uz iskljuCenje negativne
kontrolne skupine, takoder je pokazala postojanje statisticki znaCajnih razlika u broju
bakterijskih kolonija medu implantatima, odnosno razliku u ucinku medu metodama
dekontaminacije (A. baumannii: p = 0,00629; S. aureus: p = 0,01655). Radi dodatne provjere
rezultata ista analiza provedena je na logaritamski transformiranim podacima (logio CFU),
kako bi se smanjio utjecaj izrazenih odstupanja 1 velikih standardnih devijacija. Rezultati
dobiveni analizom logaritamski transformiranih podataka pokazali su isti obrazac statisticke
znacajnosti medu usporedivanim skupinama kao i analiza na izvornim podacima, bez
promjena u interpretaciji dobivenih razlika.

Rezultati parnih usporedbi za A. baumannii prikazani su u Tablici 3., a za S. aureus u Tablici
4.
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Tablica 3. p-vrijednosti dobivene parnim usporedbama izmedu metoda dekontaminacije za A.

baumannii na temelju logaritamski transformiranih podataka (logie CFU). Vrijednosti

oznacavaju statisticku znacajnost razlika izmedu pojedinih parova metoda (razina znacajnosti

p <0,05).

Hitozanska
Cetkica

Pozitivna kontrolna

A. baumannii skupina (CHXY)

Hitozanska
Cetkica 1
CHXt

Kireta

Elektroliticka
metoda

Pozitivna
kontrolna
skupina
(CHXY)

0,00021

0,69750

0,00587

0,00003

Hitozanska
Cetkica

Hitozanska
Cetkica 1
CHX?

Kireta

Elektroliticka
metoda

1 CHX — klorheksidin

0,00345

0,94968

2,13E-13

0,02378

0,00004

1,45E-08
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Tablica 4. p-vrijednosti dobivene parnim usporedbama izmedu metoda dekontaminacije za S.
aureus na temelju logaritamski transformiranih podataka (logie CFU). Prikazane vrijednosti

omogucuju identifikaciju statisticki znacajnih razlika izmedu pojedinih metoda.

Hitozanska Hvltozgnslfa . Elektroliticka
Y Cetkica 1 Kireta
Cetkica CHXL metoda

Pozitivna kontrolna
skupina (CHX?)

S. aureus
(log podaci)

Pozitivna
kontrolna
skupina
(CHXY)

0,07280 0,25607 0,00099 4,30E-06

Hitozanska

Cetkica 0,01660

0,02452 1,52E-09

Hitozanska
Cetkica 1
CHX1

0,00036 0,01477

Kireta 2,80E-09

Elektroliticka
metoda

1 CHX - klorheksidin

Za A. baumannii utvrdene su statisticki znacajne razlike izmedu elektroliticke metode i svih
ostalih ispitivanih metoda dekontaminacije. Takoder su uocCene znacajne razlike izmedu
odredenih parova konvencionalnih metoda, dok u nekim usporedbama nije postignuta
statisticka znacajnost.

Slican obrazac primijecen je i kod S. aureus, gdje elektroliticka metoda pokazuje statisti¢ki
znacajno nize vrijednosti CFU u odnosu na sve ostale metode. Medutim, razlike izmedu

pojedinih konvencionalnih metoda nisu u svim slu¢ajevima bile statisticki znacajne.

4.4. Usporedba izmedu bakterijskih vrsta

Usporedba rezultata izmedu bakterijskih vrsta pokazuje da su opéi obrasci ucinkovitosti

dekontaminacijskih metoda usporedivi za A. baumannii i S. aureus. U obje bakterijske vrste
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elektroliticka metoda dosljedno postize najnize vrijednosti broja bakterijskih kolonija, dok
ostale metode pokazuju medusobno djelomicno preklapanje rezultata.

lako se apsolutne vrijednosti i rasponi CFU razlikuju izmedu bakterijskih vrsta, dobiveni
rezultati ne ukazuju na sustavnu varijaciju u ucinkovitosti ispitivanih metoda izmedu
bakterijskih modela. Analiza je provedena unutar svake bakterijske vrste zasebno, u skladu s
ciljevima istrazivanja usmjerenima na procjenu ucinkovitosti pojedinih metoda
dekontaminacije u definiranim eksperimentalnim uvjetima. Dobiveni rezultati stoga se

interpretiraju u okviru takvoga analitickog pristupa.
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5. RASPRAVA
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Uklanjanje biofilma i u¢inkovita dekontaminacija povrSine implantata predstavljaju klju¢ne
korake u prevenciji 1 lijeCenju periimplantitisa. Unato¢ razvoju brojnih dekontaminacijskih
metoda i terapijskih protokola, do danas nije identificirana metoda koja bi u svim klinickim
uvjetima pokazala jasnu i dosljednu superiornost. Ova cinjenica odrazava kompleksnu
prirodu periimplantatnih infekcija u kojima interakcija mikroorganizama, povrSinskih
karakteristika implantata i imunoloskog odgovora domacina stvara izrazito zahtjevne
terapijske uvjete. Stoga istrazivanje uc¢inkovitosti novih terapijskih pristupa ostaje od iznimne
vaznosti.

Cilj ovog in vitro istrazivanja bio je usporediti u¢inkovitost novije elektroliticke metode
dekontaminacije s odabranim konvencionalnim metodama ukljuujué¢i ispiranje
klorheksidinom, mehanic¢ko cis¢enje hitozanskom cetkicom, kombinaciju klorheksidina i
hitozanske cetkice te mehani¢ko uklanjanje biofilma plasticnom kiretom. Takav pristup
omogucuje usporedbu novoga terapijskog koncepta s metodama koje se duze primjenjuju u
klinickoj praksi, ¢ime se rezultati istrazivanja mogu lakSe interpretirati u kontekstu njihove
potencijalne klinicke primjenjivosti. To je osobito vazno u svjetlu sve vece potrebe za
predvidljivim, minimalno invazivnim i biokompatibilnim terapijskim strategijama u lijecenju
periimplantatnih bolesti.

Odabir konvencionalnih metoda uklju¢enih u ovo istrazivanje temelji se na njihovoj Siroj
primjeni u svakodnevnoj klinickoj praksi te relativnoj jednostavnosti njihove primjene.
Nasuprot tome, noviji terapijski pristupi, poput elektroliticke dekontaminacije, jo§ uvijek se
postupno integriraju u standardne terapijske protokole unato¢ obecavajuéim rezultatima.
Upravo zbog toga postoji potreba za dodatnim eksperimentalnim i klini¢kim istrazivanjima
koja bi mogla pruziti ¢vr§¢e dokaze o njihovoj stvarnoj u€inkovitosti.

Pri uklanjanju biofilma i dekontaminaciji implantata iznimno je vazno da primijenjene
metode ne uzrokuju znacajne promjene povrSinske strukture implantata. UspjeSna
reoseointegracija 1 regeneracija periimplantatnih mekih tkiva cesto ovise o terapijskim
postupcima koji bi trebali biti visoko u€inkoviti u eliminaciji mikroorganizama, ali i dovoljno
postedni da ne naruSavaju integritet povrSine implantata. Drugim rijeima, optimalna metoda
dekontaminacije trebala bi posti¢i ravnotezu izmedu antimikrobne ucinkovitosti i ocuvanja
fizikalno-kemijskih svojstava povrSine implantata. Prethodna sli¢na in vitro istrazivanja
pokazala su da odredeni mehanicki instrumenti, poput titanskih kireta i1 Cetkica, mogu
uzrokovati mikroskopska oSteenja povrSine implantata, odnosno titanskih diskova,
ukljucujuéi ogrebotine i djelomi¢no narusavanje zastitnoga oksidnog sloja (75,76,101). Takve

promjene povrsinske morfologije mogu imati klinicke implikacije jer mogu smanyjiti
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sposobnost ponovne adhezije stanica periimplantatnog tkiva i povecati rizik od ponovne
bakterijske kolonizacije. Upravo zbog potrebe postizanja ravnoteze izmedu antimikrobne
ucinkovitosti i ouvanja integriteta povrSine implantata, u ovo su istrazivanje ukljucene
metode koje, prema dostupnim podacima, minimalno utje€u na povrs§insku morfologiju te ne
narusavaju strukturna i fizikalno-kemijska svojstva titanskih implantata.

Pri odabiru bakterijskih vrsta upotrijebljenih u istrazivanju bilo je vazno ukljuciti
mikroorganizme sposobne za rast u mijeSanim kulturama, §to omogucuje pouzdano
kvantificiranje bakterijskog optere¢enja metodom brojenja kolonija te osigurava visoku
razinu ponovljivosti eksperimentalnog modela. Odabrane bakterije morale su imati
kompatibilne uvjete inkubacije 1 rasta, ali i dovoljno razli¢ita fenotipska obiljezja (gram-
pozitivne i gram-negativne) kako bi se kolonije mogle jasno razlikovati tijekom
kvantifikacije. Bakterije A. baumannii i S. aureus ispunjavale su sve navedene Kriterije.

Obje bakterijske vrste poznate su po izrazitoj sposobnosti stvaranja biofilma na biotickim i
abiotickim povrSinama, ukljucujuéi titan, Sto predstavlja kljuan cimbenik u razvoju
kroni¢nih i perzistentnih infekcija. Formiranje biofilma omogucuje tim mikroorganizmima
povecanu otpornost na nepovoljne okoliSne uvjete 1 antimikrobne agense, ¢ime se znacajno
otezava njihova eradikacija u klinickim uvjetima (102,103). Vaznu ulogu u tom procesu ima
protein povezan s biofilmom (eng. biofilm-associated protein, Bap), koji sudjeluje u
medustani¢nim interakcijama te u formiranju 1 sazrijevanju biofilma. Zanimljivo je da je Bap
protein prvi put identificiran kod bakterije A. baumannii, a pokazuje znacajnu strukturnu i
funkcionalnu sli¢nost s Bap proteinom prisutnim kod S. aureus (103). S klini¢kog stajalista,
obje bakterijske vrste mogu biti prisutne u usnoj Supljini te se povezuju s razli€itim oralnim
infekcijama ukljucujuci periimplantitis, parodontitis te infekcije pulpe i korijenskog kanala
(61,81,104). Njihov patogeni potencijal, medutim, nadilazi podru¢je dentalne medicine,
budué¢i da su povezane s brojnim teSkim sistemskim infekcijama ukljucujuéi infekcije
kirur§kih rana, gnojne infekcije koZe i mekih tkiva, osteomijelitis, pneumoniju i endokarditis
(61,81,102,104). U tom kontekstu, A. baumannii i S. aureus ubrajaju se medu patogene
visokog prioriteta prema klasifikaciji Svjetske zdravstvene organizacije te pripadaju skupini
tzv. ESKAPE patogena (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa i Enterobacter spp.) (105).
Ovi mikroorganizmi predstavljaju ozbiljan globalni javnozdravstveni problem zbog izrazene
sposobnosti razvoja antimikrobne rezistencije, ¢ime uzrokuju teSke bolnic¢ke infekcije i
znaCajne zdravstvene i ekonomske posljedice (102,106). Uzimajuéi u obzir navedene

karakteristike ovih mikroorganizama, njihova primjena u eksperimentalnom modelu ovog
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istrazivanja omogucuje procjenu uc¢inkovitosti razli¢itih metoda dekontaminacije u uvjetima
koji dijelom simuliraju kompleksnost klinickih infekcija povezanih s biofilmom. Rezultati
ovog istrazivanja stoga mogu imati potencijalnu primjenjivost i izvan podrucja dentalne
medicine. Posebice bi mogli biti relevantni za medicinske specijalistike poput ortopedije,
traumatologije i maksilofacijalne kirurgije, u kojima infekcije uzrokovane bakterijama A.
baumannii i S. aureus predstavljaju znacajan izazov u lije¢enju bolesnika s titanskim
implantatima, endoprotezama i osteosintetskim materijalima (60,107,108).

U skladu s primarnim ciljem ovog in vitro istrazivanja rezultati su pokazali da sve ispitivane
metode dekontaminacije dovode do smanjenja broja bakterijskih kolonija za obje ispitivane
bakterijske vrste u odnosu na negativnu kontrolnu skupinu, odnosno implantate u kojih nije
proveden postupak uklanjanja biofilma. Dobiveni rezultati ukazuju na to da klorheksidin,
mehanicko ¢iS¢enje hitozanskom cetkicom, kombinacija hitozanske Cetkice i klorheksidina,
primjena plasti¢ne kirete te elektroliticka metoda, unato€ razlikama u mehanizmu djelovanja i
nacinu primjene, dovode do smanjenja bakterijskog opterecenja na pjeskarenoj i kiselinom
jetkanoj mikrohrapavoj povrSini titanskih implantata.

Takav nalaz u skladu je s rezultatima sli¢nih in vitro istrazivanja koja su takoder pokazala
smanjenje bakterijskog opterecenja nakon dekontaminacije povrSine implantata ili titanskih
diskova primjenom razli¢itih mehanic¢kih, kemijskih i kombiniranin  metoda
(75,76,81,82,101,109,110). Ova podudarnost rezultata upucuje na to da je upotrijebljeni
eksperimentalni model metodoloski usporediv s modelima primijenjenima u prethodnim
istrazivanjima. Vazno je naglasiti da se ispitivane metode medusobno razlikuju s obzirom na
mehanizam djelovanja, tehnicku slozZenost, trajanje postupka i1 potencijalne troSkove
primjene. Unato¢ tim razlikama, sve metode dovele su do smanjenja bakterijskog opterecenja
u odnosu na netretirane implantate, iako u razli¢itom stupnju ucinkovitosti.

Ovi nalazi imaju potencijalne klini¢ke implikacije. Smanjenje bakterijskog opterecenja na
povrsini implantata moze doprinijeti kontroli infekcije i modulaciji lokalnoga upalnog
odgovora u periimplantatnim tkivima, osobito u ranim fazama bolesti. Medutim, potrebno je
naglasiti da se radi o in vitro modelu te da se izravni klini¢ki uéinci, ukljucujuéi utjecaj na
upalni odgovor i progresiju periimplantatnih bolesti, ne mogu jednozna¢no zakljuciti bez
dodatnih in vivo i klinickih istrazivanja.

U tom kontekstu posebno je vazno istaknuti da i konvencionalne metode dekontaminacije,
poput primjene plasticnih kireta, rotiraju¢ih cetkica ili antiseptickih otopina poput
klorheksidina, pokazuju sposobnost smanjenja bakterijskog optere¢enja. To moze imati

prakti¢nu vrijednost u klinickim uvjetima u kojima nije dostupna sofisticirana ili tehnoloski
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napredna oprema omogucuju¢i provedbu inicijalnog lijeCenja u razliitim razinama
zdravstvene skrbi.

Osim klinickih implikacija, ovakav pristup moze imati i potencijalne ekonomske prednosti.
Pravodobna intervencija i primjena minimalno invazivnih terapijskih postupaka mogli bi
pridonijeti smanjenju ukupnih troSkova lijeCenja periimplantatnih bolesti. Ipak, takve
pretpostavke zahtijevaju potvrdu u klini¢kim i zdravstveno-ekonomskim istrazivanjima.

U nastavku interpretacije dobivenih rezultata posebno se istiCe nalaz da se u uvjetima
provedenog in vitro istrazivanja elektroliticka metoda pokazala najucinkovitijom u smanjenju
bakterijskog opterecenja za obje ispitivane bakterijske vrste. U usporedbi s konvencionalnim
metodama dekontaminacije, ukljucuju¢i primjenu 0,2%-tnog klorheksidina, mehanicko
¢iS¢enje hitozanskom cetkicom, kombinaciju hitozanske cetkice i klorheksidina te primjenu
plasti¢éne kirete, elektroliticka metoda bila je povezana s nizim vrijednostima broja
bakterijskih kolonija, pri ¢emu su u provedenim analizama utvrdene statisticki znacajne
razlike u odnosu na sve ostale ispitivane metode.

Nadalje, u okviru provedenih analiza nije uoCen jasan obrazac razlika u ucinkovitosti
elektroliticke metode s obzirom na vrstu bakterije. Takav nalaz moze upudivati na relativno
Sirok antimikrobni ucinak metode, neovisno o specificnoj bakterijskoj vrsti. Medutim,
potrebno je naglasiti da u ovom istrazivanju nije provedena formalna analiza interakcije
izmedu vrste bakterije 1 metode dekontaminacije, zbog Cega se navedeni zakljucak treba
tumaciti s odgovaraju¢im oprezom. Konzistentnost dobivenih rezultata dodatno je potvrdena
analizom logaritamski transformiranih podataka, kojom je smanjen utjecaj izraZene
varijabilnosti u broju bakterijskih kolonija. Nakon provedene transformacije elektroliticka
metoda zadrzala je prednost u odnosu na ostale ispitivane metode, Sto dodatno podupire
robusnost opazenog ucinka. Sli¢ne rezultate navode i Zipprich i sur. (81), koji su pokazali da
elektroliticka metoda postize vecu ucinkovitost u uklanjanju bakterija u usporedbi s drugim
fizikalnim metodama dekontaminacije ukljucujuéi zraéno poliranje, primjenu diodnog lasera i
plazma dekontaminaciju. U navedenom istrazivanju elektroliti¢ko ¢iS¢enje bilo je povezano s
gotovo potpunom dekontaminacijom implantatne povrsine (81). Podudarnost nalaza izmedu
tog istrazivanja i rezultata dobivenih u ovom radu dodatno podupire pretpostavku da
elektroliticka metoda predstavlja jedan od najucinkovitijih pristupa dekontaminaciji
implantata u eksperimentalnim uvjetima.

Dobiveni rezultati mogu se objasniti specificnim mehanizmom djelovanja elektroliticke
metode. Tijekom postupka vodena otopina hidroksikarbonske kiseline u obliku natrijeve soli

rasprSuje se ravnomjerno oko povrSine implantata, dok se istodobno primjenjuje niski
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elektricni napon. Kao posljedica dolazi do stvaranja mikromjehuri¢a vodika izravno na
povrsini implantata. Mikromjehuri¢i fizicki podizu i odvajaju bakterijski biofilm od povrsine
implantata. Takav mehanizam potencijalno omogucuje dopiranje do teSko dostupnih podrucja
implantata ukljucujuéi navoje i mikroutore, ¢ime se moze posti¢i temeljitija dekontaminacija
bez agresivnoga mehanickog djelovanja na povrSinu implantata. Kombinacija kemijskog
djelovanja otopine, ravnomjerne raspodjele na povrSini implantata 1 fizikalnog ucinka
mikromjehurica predstavlja vjerojatno objasnjenje za uocenu relativnu prednost elektroliticke
metode u odnosu na ostale ispitivane postupke.

U klinickom kontekstu ovakav nacin djelovanja mogao bi imati odredene potencijalne
prednosti. Temeljitija redukcija bakterijskog optereCenja moze pridonijeti ucinkovitijoj
kontroli infekcije te smanjenju prisutnosti rezidualnih bakterijskih stanica na povrSini
implantata. Budu¢i da metoda ne ovisi o izravhom mehanickom kontaktu s povr§inom
implantata, potencijalno se smanjuje i rizik od o$tecenja povrSinske mikrostrukture
implantata. Ocuvanje integriteta povrSine implantata ima posebno znacenje s obzirom na
njegovu ulogu u procesima ponovne oseointegracije. Dodatna potencijalna prednost
elektroliticke metode odnosi se na vecu reproducibilnost rezultata. Zahvaljujuéi kontroliranim
uvjetima elektrokemijskog procesa i ravnomjernoj raspodjeli otopine, moze se smanjiti
utjecaj operatera, koji je ¢esto izrazen U manualnih metoda dekontaminacije. Time se otvara
mogucnost postizanja veceg stupnja standardizacije postupaka u klinickoj praksi.

Unato¢ navedenim prednostima elektroliticka metoda ima i1 odredena ograni¢enja. U ovom
istrazivanju upotrijebljen je sustav GalvoSurge® (GalvoSurge Dental AG, Widnau,
Svicarska), ¢ija primjena zahtijeva implantate koji su elektricki vodljivi, zbog ¢ega je metoda
ograniCena na metalne implantate. Keramicki implantati 1 druge, elektricki nevodljive
povrsine nisu pogodne za ovakav pristup. Nadalje, za optimalnu primjenu metode potrebno je
osigurati izravan pristup povrSini implantata, $to moZe zahtijevati uklanjanje protetskih
nadomjestaka i nadogradnji te time povecati sloZenost terapijskog postupka. Metoda takoder
zahtijeva specificnu opremu, potroSni materijal i odgovaraju¢u edukaciju osoblja, a moguca
su i tehnicka ograni¢enja povezana s dostupnoscu prostora za pravilno pozicioniranje glave
rasprsivaca.

U literaturi su opisani i rezultati koji ukazuju na odredena ogranicenja elektroliticke metode.
Alonso-Espariol i sur. (82) pokazali su slabiji antimikrobni u¢inak elektroliticke metode u
usporedbi s fitoterapeuticima, kurkuminom i ksantohumolom. Takoder je zabiljeZena
neujednaCenost u uklanjanju biofilma, pri ¢emu su nakon tretmana postojala podrucja

potpuno ocis¢ena od biofilma uz susjedna podru¢ja s rezidualnim ostacima biofilma i
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nevitalnim bakterijama (82). Razlike izmedu navedenih rezultata i rezultata dobivenih u
ovom istrazivanju, kao i onih koje su opisali Zipprich i suradnici, vjerojatno se mogu
objasniti razlikama u eksperimentalnim modelima. U istrazivanju Alonso-Espafiola i
suradnika upotrijebljeni su titanski diskovi promjera 12 mm i debljine 3 mm, dobiveni
strojnim rezanjem titanskih Sipki, $to se znacajno razlikuje od stvarne geometrije dentalnih
implantata. Elektroliticka metoda ponajprije je razvijena za implantate manjeg promjera od
navedenih titanskih diskova, u kojih glava raspr§ivaca omoguéuje potpuno obuhvacanje
opsega platforme implantata. Time se osigurava ravnomjerno otjecanje otopine duz cijele
njegove povrsine. Kod vecih, ravnih povrsina, poput titanskih diskova, takva ravnomjernost
nije uvijek ostvariva, §to moZe rezultirati neujednacenom dekontaminacijom. Ova
metodoloska razlika moze objasniti pojavu jasno razgraniCenih zona potpune
dekontaminacije uz susjedna podrucja s rezidualnim biofilmom. Navedeni nalazi dodatno
naglasavaju vaznost odabira eksperimentalnog modela koji $to vjernije simulira klinicke
uvjete pri evaluaciji u€inkovitosti metoda dekontaminacije implantata.

Usporedba ucinkovitosti konvencionalnih metoda dekontaminacije pokazuje da se obrasci
njihovih medusobnih odnosa djelomi¢no razlikuju izmedu bakterijskih vrsta A. baumannii i
S. aureus. Kod A. baumannii klorheksidin je pokazao statisti¢ki znacajno nize vrijednosti
broja bakterijskih kolonija u odnosu na hitozansku cetkicu 1 kiretu, dok se nije statisticki
znaCajno razlikovao od kombinacije hitozanske cetkice i1 klorheksidina. Kod S. aureus
klorheksidin se nije statisticki znacajno razlikovao ni od hitozanske cetkice ni od
kombinirane metode, dok je u odnosu na kiretu pokazao statisti¢ki znac¢ajno bolji u¢inak. Ovi
nalazi upucuju na to da ucinkovitost pojedinih konvencionalnih metoda nije u potpunosti
jednaka za obje ispitivane bakterijske vrste. Ipak, takve razlike treba tumaciti oprezno. Na
temelju provedenih analiza moze se govoriti o razlikama u opazenim obrascima u¢inkovitosti
unutar svake bakterijske vrste, ali se ne moze sa sigurnoSéu zakljuciti da ucinkovitost
pojedinih metoda sustavno ovisi 0 vrsti bakterije budu¢i da u ovom istraZivanju nije
provedena formalna analiza interakcije izmedu vrste bakterije 1 metode dekontaminacije.
Stoga se ovi nalazi ponajprije mogu promatrati kao indicija moguce bioloSke uvjetovanosti
odgovora na dekontaminacijske postupke nego kao njezina konacna potvrda. Uocene razlike
mogu se, barem djelomicno, objasniti razlikama u bioloskim svojstvima bakterijskih vrsta
ukljucujuéi gradu stani¢ne ovojnice, povrsinska fizikalno-kemijska obiljeZja te organizaciju i
kohezivnost biofilma. A. baumannii, kao gram-negativna bakterija, posjeduje vanjsku
membranu bogatu lipopolisaharidima koja nosi izraZzen negativni povrsinski naboj, §to moze

pogodovati interakciji s kationskim antisepticima poput klorheksidina. Takve elektrostatske
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interakcije dovode do destabilizacije bakterijske membrane i povecanja njezine
permeabilnosti. Nadalje, A. baumannii moze stvarati kohezivne biofilmove bogate
ekstracelularnom polimernom matricom, §to potencijalno otezava njihovo uklanjanje
mehani¢kim metodama, osobito na mikrohrapavim povrSinama implantata. Takve razlike
mogu utjecati i na osjetljivost na kemijske antiseptike i na uspjesnost mehanic¢kog uklanjanja
biofilma s mikrohrapave povrSine implantata. Budu¢i da navedeni mehanizmi u ovom radu
nisu bili predmet izravnog ispitivanja, ovo tumacenje treba smatrati bioloski razumnom
hipotezom, a ne izravno dokazanim objasnjenjem.

Naposljetku, dobiveni rezultati dodatno naglasavaju kompleksnost interakcija izmedu
bakterijskog biofilma, povrSine implantata i primijenjene metode dekontaminacije. Oni
upucuju na to da se ucinkovitost dekontaminacijskih postupaka ne moze promatrati iskljucivo
kao svojstvo same metode, nego vjerojatno ovisi i o karakteristikama mikroorganizama koji
sudjeluju u formiranju biofilma. U klinickom kontekstu to moze utjecati na buduéi razvoj
individualiziranijih pristupa dekontaminaciji, no za donoSenje ¢vrstih terapijskih preporuka
potrebna su dodatna istrazivanja.

Nadalje, uoceno je da je kombinacija mehanicke metode (hitozanska Cetkica) i kemijske
dekontaminacije (klorheksidin) rezultirala statisticki znafajno nizim bakterijskim
optere¢enjem u usporedbi s isklju¢ivo mehani¢kim metodama (hitozanska Cetkica 1 kireta)
kod obje ispitivane bakterijske vrste. Slican obrazac opisan je 1 u istrazivanju Sousa i
suradnika (75), u kojem je pokazano da kombinacija mehanicke dekontaminacije s dodatnim
antimikrobnim postupcima, ukljucuju¢i kemijske i fotodinamske pristupe, dovodi do
znaajnog smanjenja bakterijskog opterecenja u odnosu na primjenu isklju¢ivo mehanickih
metoda. lako se eksperimentalni uvjeti i upotrijebljeni protokoli razlikuju, navedeni nalazi
podupiru primijeéen trend poveéane ucinkovitosti kombiniranih pristupa.

Takav ucinak moZe se objasniti potencijalnim komplementarnim djelovanjem razli¢itih
mehanizama dekontaminacije. Ekstracelularni polimerni matriks biofilma predstavlja
mehanicku 1 difuzijsku barijeru koja ograni¢ava prodor antimikrobnih sredstava te smanjuje
dostupnost bakterijskih stanica u dubljim slojevima biofilma. U kombiniranom pristupu,
mehanicka dekontaminacija, u naSem istrazivanju ostvarena primjenom hitozanske cetkice,
dovodi do narusavanja strukture biofilma i uklanjanja povrsSinskih slojeva, ¢ime se moze
povecati izlozenost preostalih bakterijskih stanica kemijskom agensu. Posljedi¢no, takva
destabilizacija matriksa moze omoguciti bolju penetraciju kemijskog sredstva u dublje

slojeve biofilma.
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U kontekstu odabira kemijskih sredstava za dekontaminaciju implantata nuzno je posti¢i
ravnotezu izmedu njihove antimikrobne ucinkovitosti i bioloSke sigurnosti za periimplantna
tkiva. U istrazivanju Alagl i suradnika (110), u kojem su implantati takoder kontaminirani
bakterijama iz skupine ESKAPE patogena (A. baumannii i P. aeruginosa), procjenjivana je
ucinkovitost viSe dekontaminacijskih pristupa ukljucuju¢i erbium laser, fotodinamsku
terapiju, diodni laser te 0,12%-tnu otopinu Kklorheksidina. Unato¢ razlikama u koncentraciji
klorheksidina u odnosu na ovo istrazivanje (0,12 % prema 0,2 %), rezultati obaju istraZivanja
upuduju na njegovu izraZzenu sposobnost smanjenja bakterijskog opterecenja u odabranih
bakterija iz skupine ESKAPE patogena. Pri tome je vazno uzeti u obzir razlike u
eksperimentalnim uvjetima, koje mogu utjecati na izravnu usporedivost rezultata.

Unato¢ Sirokom spektru djelovanja i dokazanoj antimikrobnoj aktivnosti, klorheksidin
pokazuje i odredeni stupanj citotoksi¢nosti prema fibroblastima i osteoblastima, osobito pri
vi§im koncentracijama i duljem kontaktu s tkivom (88). Ovo je znacajno u kirurS§kom
lijeenju periimplantitisa, gdje neposredni kontakt antiseptika s periimplantatnim tkivima
moze utjecati na njihovu regenerativnu sposobnost (88). Nadalje, Monje i sur. (67) navode da
primjena klorheksidina u terapiji periimplantitisa ne donosi znacajnu dodatnu klinicku korist
te da trenutatno ne postoje uvjerljivi dokazi koji bi potvrdili njegov doprinos procesu
reoseointegracije. U skladu s tim, Europska federacija za parodontologiju preporucuje
primjenu klorheksidina ponajprije kao privremenu adjuvantnu mjeru u nekirur§kom pristupu
lije€enju periimplantitisa, dok se njegova rutinska primjena u kirurSkom pristupu ne
preporucuje (65).

S obzirom na navedena ograni¢enja klorheksidina, opravdanim se namece istraZivanje
potencijala alternativnih kemijskih 1 bioloski aktivnih sredstava za dekontaminaciju
implantatnih povrsina. U tom kontekstu rezultati istrazivanja Alonso-Espafiola i suradnika
(82) ukazuju na potencijalnu ucinkovitost fitoterapeutika, poput kurkumina i ksantohumola,
koji su u njihovom in vitro modelu pokazali izrazen antimikrobni u¢inak uz ocuvanje
vitalnosti fibroblasta. Ovi rezultati upucuju na moguéu visoku citokompatibilnost takvih
spojeva. Medutim, potrebno je naglasiti da se radi o eksperimentalnim uvjetima te da je broj
dostupnih istrazivanja ogranicen, zbog ¢ega se njihova klinicka primjenjivost i usporedna
ucinkovitost u odnosu na standardne metode tek trebaju dodatno istraziti.

Dodatni primjer kemijske dekontaminacije opisan je u in vitro istrazivanju Citterio i
suradnika (111), u kojem je otopina sulfonirane fenolne kiseline i sumporne kiseline pokazala
sposobnost znacajne redukcije bakterijskog biofilma na kontaminiranim povrSinama

implantata. PovrSine implantata tretirane navedenim kemijskim sredstvom, osobito u
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kombinaciji s mehanickom dekontaminacijom zracnom abrazijom, omogucile su prianjanje i
urednu morfologiju osteoblastima slicnih MG-63 stanica (humana osteosarkomska stani¢na
linija) bez znakova izrazene citotoksi¢nosti. lako navedena otopina nije izravno primjenjiva u
klini¢koj praksi, rezultati ovog istrazivanja imaju vrijednost kao dokaz nacela ucinkovitosti
kemijske dekontaminacije u kontroliranim uvjetima (111).

U cjelini, rezultati ovog istrazivanja, zajedno s nalazima iz dostupne literature, podupiru
koncept multimodalnog pristupa dekontaminaciji implantata. U takvom pristupu kemijska
sredstva nadopunjuju mehanic¢ko uklanjanje biofilma radi smanjenja bakterijskog optereéenja
uz istodobno ocuvanje bioloskog potencijala periimplantatnih tkiva. Ovakav koncept osobito
je relevantan u kirurSkom lijeenju periimplantitisa, gdje temeljita dekontaminacija
implantata predstavlja jedan od klju¢nih preduvjeta za postizanje povoljnog terapijskog
ishoda. Stoga postoji jasna potreba za daljnjim istrazivanjima koja ¢e omoguciti procjenu
dugorocne ucinkovitosti, sigurnosti 1 klini¢ke opravdanosti razli¢itih kemijskih
dekontaminacijskih protokola u lijeCenju periimplantatnih bolesti.

Pri izravnoj usporedbi dviju isklju¢ivo mehanickih metoda dekontaminacije u ovom
istrazivanju nisu uocene konzistentne statisticki znacajne razlike izmedu hitozanske cetkice i
plasti¢ne kirete za obje ispitivane bakterijske vrste. Dok je kod S. aureus hitozanska Cetkica
pokazala statisti¢ki znacajno vecu ucinkovitost u smanjenju bakterijskog optereéenja u
odnosu na kiretu, takva razlika nije potvrdena kod A. baumannii. Ovi nalazi upucuju na to da
relativna ucinkovitost pojedinth mehanickih metoda moZze wvarirati ovisno o
eksperimentalnom modelu i karakteristikama bakterijskog biofilma ukljucujuéi bakterijsku
vrstu. UoCena razlika kod S. aureus moze se djelomi¢no objasniti konstrukcijskim i
funkcionalnim obiljeZjima primijenjenih instrumenata. Vlakna hitozanske cetkice manjih su
dimenzija u odnosu na radne vrhove plasti¢ne kirete, Sto moze omoguciti bolji prodor u
navoje 1 mikroudubine implantatne povrSine. Dodatno, rotacijsko djelovanje cetkice
potencijalno omogucuje ravnomjerniju raspodjelu mehanicke sile na povrsini implantata, dok
ucinkovitost ruénih instrumenata, poput kireta, u vecoj mjeri ovisi o manualnoj tehnici
operatera. Navedena objasnjenja predstavljaju biomehanicki i klini¢ki razuman okvir za
interpretaciju dobivenih rezultata, ali nisu izravno ispitivana u ovom radu.

Rezultati ovog istrazivanja djelomi¢no su u skladu s rezultatima Khana i suradnika (69), koji
ukazuju na opca ograni¢enja mehanickih metoda dekontaminacije u uklanjanju biofilma s
implantatnih povr$ina, osobito u usporedbi s naprednijim terapijskim pristupima. Medutim,
vazno je naglasiti da se eksperimentalni uvjeti 1 metodoloski pristupi medu istrazivanjima

razlikuju, §to ograni¢ava moguénost izravne usporedbe rezultata.
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Hitozanska cetkica pokazuje odredene prednosti u ocuvanju integriteta povrSine implantata,
Sto potvrduju 1 nalazi De Lauretis 1 suradnika (112), koji nisu zabiljezili znac¢ajna oStec¢enja
povrsine nakon njezine primjene. Ovakvo svojstvo moze biti klini¢ki vazno, osobito u
kontekstu o¢uvanja mikro- i nanotopografije implantata koja ima klju¢nu ulogu u procesima
oseointegracije. S druge strane, prisutnost mogucih ostataka polimernog materijala nakon
primjene hitozanske Cetkice te njihova interakcija s periimplantatnim tkivima predstavljaju
aspekt koji zahtijeva dodatna istrazivanja. Procjena biokompatibilnosti i dugoro¢nih ucinaka
takvih ostataka vazna je za potpunu evaluaciju sigurnosti ove metode u klini¢koj primjeni.

S druge strane, plasti¢na kireta u ovom je istraZivanju pokazala relativno najnizu uéinkovitost
dekontaminacije medu ispitivanim metodama za obje bakterijske vrste, uz izraZzenu
varijabilnost rezultata. Ovi nalazi u skladu su s opazanjima Al-Hashedi i suradnika (113), koji
navode da plasti¢ne kirete mogu dovesti do djelomi¢nog uklanjanja biofilma, ali ne i do
potpune eliminacije ¢vrsto adheriranog sloja na povrsini implantata. Takvi rezultati upucuju
na ograni¢enu sposobnost ove metode u uklanjanju biofilma, osobito u uvjetima kompleksne
mikrostrukture implantatne povrSine. Ograni¢ena ucinkovitost plasti¢nih kireta moze se
djelomi¢no objasniti njihovim konstrukcijskim obiljeZjima. Sirina radnih vrhova &esto
premasuje razmak izmedu navoja odredenih modela implantata, zbog cega instrument
primarno dolazi u kontakt s vrSnim dijelovima navoja, dok biofilm smjeSten u dubljim
dijelovima navoja i mikroporama implantatne povrSine moze ostati nedostupan. S druge
strane, odredene prednosti plasti¢nih kireta istaknute su u istrazivanju Tan i suradnika (71),
koji navode da takvi instrumenti, zahvaljuju¢i o¢uvanju izvorne povrSinske morfologije 1
odsutnosti kontaminacije metalnim cesticama, mogu predstavljati prikladan izbor za
dekontaminaciju cirkonskih implantata. Unato¢ navedenim prednostima, rezultati ovog
istrazivanja, zajedno s dostupnim podatcima iz literature, upucuju na ograni¢enu uc¢inkovitost
plasticnih kireta u dekontaminaciji mikrohrapavih titanskih implantatnih povrSina. U
klinickom kontekstu to sugerira da primjena ovih instrumenata moZe zahtijevati pazljivo
razmatranje uzimaju¢i u obzir materijal implantata, morfologiju povrSine, stadij
periimplantne bolesti i ciljeve terapijskog postupka.

Prednosti ovog istrazivanja proizlaze iz nekoliko metodoloskih obiljezja koja ga razlikuju od
slicnih in vitro istrazivanja u podru¢ju dekontaminacije implantatnih povrsina. Prije svega, u
eksperimentalnom modelu upotrijebljeno je ukupno 150 originalnih dentalnih implantata. U
slicnim in vitro istrazivanjima kao eksperimentalni modeli upotrijebljeni su titanski diskovi
(75,77,82,109). lako titanski diskovi omogucuju visoku razinu eksperimentalne

standardizacije, njihova jednostavna geometrija ne odrazava u potpunosti slozenu
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morfologiju dentalnih implantata. Nasuprot tome, implantati upotrijebljeni u ovom
istrazivanju, sa svojim navojima, mikroutorima i mikrohrapavom povrSinom dobivenom
pjeskarenjem 1 kiselinskim jetkanjem, znatno vjernije oponaSaju stvarne klinicke uvjete
dekontaminacije. Time se povecava translacijska vrijednost dobivenih rezultata i njihova
potencijalna primjenjivost u klinickoj praksi. Druga vazna prednost istraZzivanja odnosi se na
mikrobioloski model upotrijebljen za formiranje biofilma. U ovom istraZzivanju upotrijebljene
su dvije bakterijske vrste, dok su u slicnim prethodnim istrazivanjima biofilmovi formirani
koriStenjem monokultura (77,101,109). Primjena dviju bakterijskih vrsta omogucuje
stvaranje kompleksnijeg eksperimentalnog biofilma te u odredenoj mjeri bolje simulira
medusobne interakcije bakterija koje se odvijaju unutar polimikrobnih zajednica
karakteristicnih za periimplantatne infekcije. Tre¢a metodoloska prednost odnosi se na
primjenu standardiziranoga eksperimentalnog protokola koji ukljuuje kontroliranu
inokulaciju implantata, jasno definirane uvjete inkubacije te kvantitativnu procjenu
bakterijskog optere¢enja metodom brojenja kolonija. Takav pristup omogucuje visoku razinu
reproduktivnosti rezultata te smanjuje utjecaj varijabilnih ¢imbenika koji bi mogli utjecati na
interpretaciju dobivenih podataka.

Unato¢ navedenim prednostima, ovo istrazivanje ima i odredena ogranicenja koja su
uobicajena za in vitro eksperimentalne modele. Jedno od glavnih ograni¢enja odnosi se na
Cinjenicu da laboratorijski uvjeti omogucuju optimalan pristup svim povrSinama implantata
tijekom postupka dekontaminacije. U klinickim uvjetima pristup povr$ini implantata Cesto je
ograni¢en anatomskim ¢imbenicima, prisutno$¢u protetskih konstrukcija, kao i smanjenom
vizualizacijom operativnog polja. Takve okolnosti mogu zna€ajno utjecati na ucinkovitost
primijenjenih instrumenata 1 metoda dekontaminacije. Dodatno, u klini€kom okruZenju na
ucinkovitost dekontaminacije mogu utjecati i razli¢iti bioloSki c¢imbenici ukljucujuéi
prisutnost sline, krvi, upalnog eksudata i ostataka mekih tkiva, koji nisu prisutni u
kontroliranim laboratorijskim uvjetima. Ti ¢imbenici mogu mijenjati fizikalno-kemijska
svojstva povrSine implantata 1 utjecati na u¢inkovitost pojedinih metoda dekontaminacije.

Jo§ jedno ograni¢enje odnosi se na mikrobioloski model upotrijebljen u ovom istrazivanju.
lako uporaba dviju bakterijskih vrsta predstavlja metodoloski napredniji pristup u odnosu na
monokulture, takav model ipak ne odrazava potpunu mikrobnu raznolikost oralne mikroflore
prisutne u periimplantatnim biofilmovima. U stvarnim klini¢kim uvjetima periimplantatni
biofilm moze sadrzavati razliCite bakterijske vrste koje sudjeluju u slozenim metabolickim 1

ekoloskim interakcijama.
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Takoder, treba uzeti u obzir da su u ovom istrazivanju upotrijebljeni implantati istog tipa i
istog proizvodaca. Buduéi da na trziStu postoji velik broj implantatnih sustava s razlicitim
povrSinskim karakteristikama, kemijskim sastavom i topografijom, moguée je da bi
ucinkovitost pojedinih metoda dekontaminacije mogla varirati ovisno o specificnim
svojstvima implantatne povrSine. Konacno, in vitro eksperimentalni model ne ukljucuje
sloZzene bioloske ¢imbenike koji su prisutni u usnoj Supljini ukljucujuci imunoloski odgovor
domacina, dinamiku oralne mikroflore te kontinuirane promjene u sastavu sline i
periimplantatnog mikrookruzenja.

Uzimajuéi u obzir rezultate ovog istrazivanja i identificirana metodoloska ogranicenja,
daljnja istrazivanja trebala bi biti usmjerena na potvrdu ucinkovitosti i klinicke primjenjivosti
razli¢itih pristupa dekontaminaciji implantatnih povrSina u stvarnim klinickim uvjetima.
Posebnu vaznost imaju in vivo i dugoro¢na klini¢ka ispitivanja koja bi omogucila procjenu
stabilnosti periimplantnin tkiva nakon provedenih dekontaminacijskih postupaka te

evaluaciju potencijalne reoseointegracije implantata nakon uklanjanja biofilma.
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6. ZAKLJUCAK
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Na temelju provedenog in vitro istrazivanja moze se zakljuCiti da sve ispitivane metode
dekontaminacije dovode do smanjenja bakterijskog optere¢enja na povrSini titanskih
implantata kontaminiranih bakterijama A. baumannii i S. aureus.

Elektroliticka metoda pokazala je najvecu ucinkovitost, uz statisticki znaCajno nize
vrijednosti broja bakterijskih kolonija u usporedbi s upotrijebljenim konvencionalnim
metodama, ukljucujuéi primjenu 0,2%-tnog klorheksidina, mehanicko ¢iS¢enje hitozanskom
¢etkicom, njihovu kombinaciju te plasti¢nu kiretu. Ovi rezultati ukazuju na njezinu visoku
sposobnost redukcije biofilma na mikrohrapavoj povrsini implantata.

U skupini konvencionalnih metoda uocene su razlike u ucinkovitosti. Kemijska
dekontaminacija klorheksidinom i kombinirani pristup pokazali su vec¢u ucinkovitost u
odnosu na pojedine isklju¢ivo mehanicke metode, dok su mehanicki postupci sami po sebi
imali ograni¢en ucinak u uklanjanju biofilma. Istodobno, razlike izmedu pojedinih metoda
nisu bile ujednacene za obje bakterijske vrste, $to upucuje na kompleksnost odnosa izmedu
svojstava biofilma i u¢inkovitosti dekontaminacijskog postupka.

Dobiveni rezultati imaju  vrijednost u razumijevanju ucinkovitosti pojedinih
dekontaminacijskih pristupa u kontroliranim uvjetima te predstavljaju osnovu za daljnju
evaluaciju u slozenijim eksperimentalnim i klinickim modelima. Buducéa istraZivanja trebala
bi biti usmjerena na potvrdu ovih rezultata u in vivo i klinickim uvjetima, procjenu
dugoro¢nih ucinaka na povrsinu implantata i periimplantatna tkiva te optimizaciju terapijskih

protokola za lijeCenje periimplantatnih bolesti.
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