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ISPITIVANJE KARAKTERISTIKA POVRSINE MASINSKI OBRADIVIH
DENTALNIH MATERIJALA I NJIHOVOG UTICAJA NA ADHEZIJU
MIKROORGANIZAMA 1Z USNE DUPLJE

SAZETAK

UVOD: Masinski obradivi dentalni materijali zauzimaju vaznu ulogu u stomatologiji. 1zrada zubnih
nadoknada od ovih materijala zasniva se na digitalnom otiskivanju vilice upotrebom intraoralnog
skenera ili digitalnom otiskivanju radnog modela, dobijenog na osnovu uzetog otiska vilice na
konvencionalan na¢in upotrebom intraoralnog ili ekstraoralnog skenera. Na osnovu snimka se na
monitoru kompjutera dobija trodimenzionalni prikaz vilice na kom se vrsi digitalno planiranje
nadoknade koje se zatim izrezuju iz pripremljenih blokova ili diskova materijala. Uvodenjem
sistema masinske obrade materijali su unapred pripremljeni pod kontrolisanim uslovima ¢ime je u
procesu izrade nadoknade eliminisana zavisnost od manuelnih vestina. Zahvaljujuéi tome,
nadoknade odlikuju odli¢na mehanicka i estetska svojstva, biokompatibilnost i preciznost naleganja
na oralna tkiva. Uprkos brojnim prednostima, nijedan od ovih materijala primenjen u oralnoj sredini
nije posteden adhezije mikroorganizama na svojoj povrSini §to je od znacCaja za dugotrajnost
nadoknade i o¢uvanje zdravlja. Glavni etioloski faktor u nastanku infekcija usne duplje poput
karijesa, infekcija parodontalnih i peri-implantatnih tkiva, kao i infekcija oralne sluzokoze
izazvanih protezom predstavljaju mikroorganizmi. Na njihovo prisustvo uticu karakteristike
povrsine materijala od kojeg je zubna nadoknada izradena (povrSinska hrapavost i povrSinska
slobodna energija), hemijski sastav materijala, povrSinska slobodna energija mikroorganizama,
prisustvo pljuvacke, prisustvo drugih mikroorganizama i stanje oralnih tkiva.

RADNA HIPOTEZA/CILJEVI: Radna hipoteza disertacije je da maSinski obradivi dentalni
materijali, iako na isti nacin pripremljeni, zavr$no mehanicki obradeni i ispolirani prema uputstvu
proizvodaca, ispoljavaju razli¢itosti u karakteristikama povrsine koje dovode do povecane sklonosti
ka adheziji mikroorganizama na povrSini jednog materijala u poredenju s drugim. Ciljevi
istrazivanja su bili da se ispitaju i uporede karakteristike povrsine materijala, da se ispita i uporedi
formiran biofilm na povr§inama materijala u in vitro i in situ uslovima, kao i da se ispita povezanost
izmedu karakteristika povrSine materijala i formiranog biofilma u in vitro i in situ uslovima.

MATERIJALI I METODE: U istrazivanje je uklju¢eno pet maSinski obradivih dentalnih
materijala iz kojih je formirano Sest grupa: kompozit na bazi smole (KBS), poli (metil metakrilat)
(PMMA), poli (etar etar keton) (PEEK), cirkonija polirana (CP), cirkonija glazirana (CG) i kobalt-
hrom legura (CoCr). Za svaku grupu pripremljeno je po 79 uzoraka (n = 79), ukupno 474 uzorka,
oblika diska, pre¢nika 5 mm i debljine 2 mm. U prvom delu studije ispitivane su karakteristike
povrSine materijala, merenjem povrSinske hrapavosti, kontaktnih uglova i izra¢unavanjem
povrsinske slobodne energije, kao i analizom povrsinske morfologije u 3D upotrebom mikroskopa
atomskih sila (engl. atomic force microscope (AFM)) i u 2D upotrebom skenirajuceg elektronskog
mikroskopa (engl. scanning electron microscope (SEM)). Drugi deo je podrazumevao ispitivanje
formiranog monomikrobnog biofilma Sest mikroorganizama (Streptococcus mutans, Streptococcus
oralis, Veillonella parvula, Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gingivalis i Candida
albicans) na povrSinama materijala u in vitro uslovima, metodom brojanja formiranih kolonija
(engl. colony forming units (CFU)), testom vijabilnosti celija mikroorganizama (engl. cell viability
assay) i vizuelizacijom biofilma na povr§inama materijala u 2D upotrebom SEM. U tre¢em delu
istrazivanja izvrseno je ispitivanje ukupno formiranog biofilma na povr§inama materijala u in situ
uslovima nakon nosenja uzoraka materijala pomocu intraoralnih splintova od strane dvadeset
zdravih ucesnika u trajanju od 24 h. Najpre je izvrSeno odredivanje broja bakterija na povrSinama
materijala metodom lancane reakcije polimeraze u realnom vremenu (engl. real-time polymerase
chain reaction (real-time PCR)), nakon Cega je analiza dopunjena vizuelizacijom biofilma na
povr§inama materijala u 2D upotrebom SEM.






REZULTATI: CG grupa je pokazala znacajno vise vrednosti srednjeg aritmetiCkog odstupanja
(Ra) i najveée visine neravnina profila merenja povrSinske hrapavosti (Rz), kao i najizraZeniju
razliku u vrhovima (engl. peaks) i dolinama (engl. valleys) profila merenja u poredenju sa drugim
grupama. AFM i SEM snimci demonstrirali su konusne formacije okruzene ravnom povrs$inom.
Grupe CP i PMMA su pokazale znac¢ajno nize vrednosti Ra i Rz i manje strme profile merenja u
poredenju sa drugim grupama dok su AFM i SEM snimci prikazali homogene povrsine sa
granulastim strukturama. Izmedu grupa je uocena znacajna razlika u vrednostima kontaktnih uglova
destilovane vode (KUV), etilen glikola (KUE) i dijodmetana (KUD), kao i vrednosti povrsinske
slobodne energije (engl. surface free energy (SFE)). Najvise vrednosti KUV i KUE pokazala je
PEEK grupa dok je najvisa vrednost KUD zabelezena u grupi CoCr, te su za PEEK i CoCr
izraCunate najnize vrednosti SFE. CG grupa je demonstrirala najnize vrednosti KUV i KUE, kao i
najvisu vrednost SFE. Izmedu grupa postoji znacajna razlika u broju i vijabilnosti mikroorganizama
na njihovim povrsinama u in vitro uslovima. Najvise vrednosti su otkrivene u grupi CG, nasuprot
grupama CP i KBS koje su demonstrirale najnize vrednosti §to je potvrdeno i na SEM
mikrografima. Uocena je slaba do umerena pozitivna povezanost izmedu Ra i CFU/ml dok izmedu
SFE i CFU/ml mikroorganizama na povr§inama materijala u in vitro uslovima nije ustanovljena
povezanost. Rezultati real-time PCR kao dela in situ analize pokazali su znacajno veci broj
bakterija na povrsinama uzoraka grupa CG i PEEK, suprotno od uzoraka grupa CoCr, CP i KBS
koji su posedovali nizak afinitet ka istim $to je potvrdeno i analizom SEM mikrografa. Izmedu Ra i
broja bakterija zabeleZena je slaba pozitivha povezanost dok izmedu SFE i broja bakterija na
povrSinama materijala u in situ uslovima nije uo¢ena povezanost.

ZAKLJUCCI: Glazirana cirkonija poseduje hrapaviju povr$inu u poredenju sa drugim ispitivanim
masinski obradivim dentalnim materijalima. U poredenju sa drugim materijalima, nizu vrednost
povrsinske slobodne energije i hidrofobniji karakter povrSine pokazuju poli (etar etar keton) i
kobalt-hrom legura dok visu vrednost povrSinske slobodne energije i hidrofilniji karakter povrSine
pokazuje glazirana cirkonija. Hrapavije povrsine ispitivanih materijala poseduju vise vrednosti
povrsinske slobodne energije i vecu hidrofilnost. Glazirana cirkonija i poli (etar etar keton)
pokazuju najvec¢u sklonost ka adheziji mikroorganizama u in vitro i in situ uslovima dok najmanju
podloznost istom pokazuju polirana cirkonija i kompozit na bazi smole. Na hrapavijim povr§inama
ispitivanih materijala javlja se pove¢ana akumulacija mikroorganizama u in vitro i in situ uslovima.
Ne uocCava se direktan uticaj povrSinske slobodne energije i hidrofilnosti povrSine ispitivanih
materijala na adheziju mikroorganizama na njihovim povr§inama u in vitro i in situ uslovima.
Adhezija mikroorganizama usne duplje na povrSinama ispitivanih materijala u in situ uslovima ne
pokazuje zavisnost isklju¢ivo od karakteristika materijala, ve¢ i od individualnih osobina svakog
pojedinca.

Kljuéne redi: Masinski obradivi dentalni materijali; PovrSinska hrapavost; Kontaktni ugao;
Povrsinska slobodna energija; Mikroskop atomskih sila; Skenirajuci elektronski mikroskop; Broj
formiranih kolonija; Test vijabilnosti Celija; Reakcija lan¢ane reakcije polimeraze u realnom
vremenu.

Naucna oblast: StomatoloSke nauke
UZa naucna oblast: Stomatoloska protetika

UDK broj:






STUDY ON THE SURFACE CHARACTERISTICS OF DENTAL CAD/CAM MATERIALS
AND THEIR INFLUENCE ON MICROBIAL ADHESION IN THE ORAL CAVITY

ABSTRACT

INTRODUCTION: Computer-aided design/computer-aided manufacturing (CAD/CAM) materials
play an important role in dentistry. The fabrication of dental restorations made of these materials is
based on digital jaw impression using the intraoral scanner or digital impression of the stone master
cast, obtained after conventional jaw impression using intraoral or extraoral scanner. Thereafter, a
3D view of the jaw is displayed on the computer, which enables digital planning of the restoration,
followed by its cutting procedure from prepared materials blocks or discs. Introduction of
CAD/CAM system led to material preparation in advance under the controlled conditions,
eliminating the dependence on manual skills during the fabrication of dental restoration. Thanks to
this the restorations are characterized with excellent mechanical and esthetic properties,
biocompatibility and marginal adaptation to the oral tissues. Despite numerous advantages, neither
of these materials applied in the oral environment is repulsive to microbial adhesion on its surface,
which is important for the restoration durability and health maintenance. The main etiological factor
in the occurrence of the oral infections, such as caries, periodontal and peri-implant infections, as
well as denture-related oral mucosal infections are microorganisms. Their presence is influenced by
the restoration material’s surface characteristics (surface roughness and surface free energy),
material’s chemical composition, surface free energy of microorganisms, the presence of saliva, the
presence of other microorganisms and the condition of the oral tissues.

HYPOTHESIS/AIMS: The dissertation hypothesis is that CAD/CAM dental materials, although
prepared in the same way, finished and polished according to the manufacturer's instructions,
exhibit differences in surface characteristics that lead to an increased microbial adhesion on the
surface of one material, compared to another. The aims were to analyse and compare materials
surface characteristics, to analyse and compare biofilm formation on materials surfaces under in
vitro and in situ conditions, as well as to analyse the correlation between surface characteristics and
biofilm formation on materials surfaces under in vitro and in situ conditions.

MATERIALS AND METHODS: The research included five CAD/CAM dental materials, from
which six groups were created: resin-based composite (RBC), poly (methyl methacrylate) (PMMA),
poly (ether ether ketone) (PEEK), zirconia polished (ZP), zirconia glazed (ZG) and cobalt-
chromium alloy (CoCr). For each group 79 (n = 79) disc-shaped specimens, with 5 mm diameter
and 2 mm thickness were prepared, resulting in a total of 474 specimens. In the first part of the
study, the materials surface characteristics were analysed, by measuring the surface roughness,
contact angles and calculating the surface free energy, as well as by analysing the surface
morphology in 3D using atomic force microscope (AFM), and in 2D using scanning electron
microscope (SEM). The second part included the examination of the single-species biofilm of six
microorganisms (Streptococcus mutans, Streptococcus oralis, Veillonella parvula, Fusobacterium
nucleatum, Porphyromonas gingivalis and Candida albicans) formed on the materials surfaces
under in vitro conditions using the colony forming units (CFU) and cell viability assay analyses,
supported with the SEM 2D visualization of biofilm formed on materials surfaces. In the third part
of the research, the examination of the biofilm formed on the materials surfaces was performed
under in situ conditions after 24 h of wearing of the intraoral splints with materials specimens by
twenty healthy participants. First, the determination of the bacterial number on the specimens
surfaces was performed using the real-time polymerase chain reaction (real-time PCR), then the
analysis was complemented with the SEM 2D visualization of the biofilm formed on the materials
surfaces.






RESULTS: ZG group presented significantly higher values of the mean arithmetic deviation (Ra)
and the highest distance between unevenness of the surface roughness measurement profile (Rz), as
well as the most pronounced difference between the peaks and valleys in the measurement profile,
compared to the other groups. AFM and SEM demonstrated conical formations surrounded by a flat
surface. ZP and PMMA groups revealed significantly lower Ra and Rz values and less steep
measurement profiles, compared to the other groups, while AFM and SEM displayed homogeneous
surfaces with granular structures. There is a significant difference among groups in the values of the
contact angles of distilled water (CAW), ethylene glycol (CAE) and diiodomethane (CAD), as well
as the surface free energy (SFE). The highest CAW and CAE values were revealed in PEEK group,
while the highest CAD value was recorded in the CoCr group. Consequently, the lowest SFE values
were calculated in PEEK and CoCr groups. ZG group demonstrated the lowest values of CAW and
CAE and the highest value of calculated SFE. Among groups a significant difference was recorded
regarding the number and viability of microorganisms on their surfaces under in vitro conditions.
The highest values disclosed ZG group, contrary to the ZP and RBC groups that demonstrated the
lowest values, which was also confirmed by SEM 2D micrographs. There is a weak to moderate
positive correlation between Ra and CFU/ml, while no correlation was found between SFE and
CFU/ml of microorganisms on materials surfaces under in vitro conditions. The in situ real-time
PCR results revealed a significantly higher number of bacteria on the surfaces of the ZG and PEEK
specimens, while CoCr, ZP and RBC specimens possessed less susceptibility to them, which was
also confirmed by the SEM 2D micrographs. A weak positive correlation was observed between Ra
and the number of bacteria, while no correlation was disclosed between SFE and the number of
bacteria on the materials surfaces under in situ conditions.

CONCLUSIONS: Glazed zirconia possess a rougher surface, compared to the other tested
CAD/CAM dental materials. In comparison with the other materials, poly (ether ether ketone) and
cobalt-chromium alloy show a lower value of surface free energy and a more hydrophobic surface,
while glazed zirconia reveals a higher surface free energy value and a higher surface hydrophilicity.
Rougher surfaces of the tested materials possess higher values of surface free energy and higher
surface hydrophilicity. Glazed zirconia and poly (ether ether ketone) show the greatest tendency
towards microbial adhesion under both in vitro and in situ conditions, contrary to the polished
zirconia and resin-based composite that show the least susceptibility to it. Rougher surfaces of the
tested materials accumulate more microorganisms under both in vitro and in situ conditions. There
is no direct influence of the surface free energy and surface hydrophilicity of the tested materials on
the microbial adhesion on their surfaces under both in vitro and in situ conditions. Microbial
adhesion on the surfaces of the tested materials under in situ conditions is not only material-
dependent, but also individual-specific.

Keywords: CAD/CAM dental materials; Surface roughness; Contact angle; Surface free energy;
Atomic force microscope; Scanning electron microscope; Colony forming units; Cell viability
assay; Real-time polymerase chain reaction.

Scientific field: Dental sciences
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1. UvOD






1.1 Sistem masinske obrade u izradi zubnih nadoknada

Masinski obradivi dentalni materijali zauzimaju sve znacajniju ulogu u Ssavremenoj
stomatologiji. Postupak izrade zubnih nadoknada od navedene grupe materijala podrazumeva
upotrebu tehnike kompjuterski potpomognutog dizajniranja/kompjuterski potpomognute izrade
(engl. computer-aided design/computer-aided manufacturing (CAD/CAM)).

CAD/CAM tehnologija prvobitno je razvijena 60-ih godina proslog veka za upotrebu u
automobilskoj i vazduhoplovnoj industriji, a tek dve decenije kasnije rada se ideja za njenu primenu
u medicinskom sektoru (Goodacre i sar., 2012). Prvi put u svet stomatologije zvani¢no je uvedena
1985. godine od strane MOrmann & Brandestinni u Nemackoj sa ciljem brze, efikasne i
jednoseansne izrade zubnih nadoknada (Mormann, 2006) dok svoju ekspanziju i izuzetnu
popularnost CAD/CAM tehnologija ostvaruje pre svega u poslednjih nekoliko godina.

Princip izrade zubnih nadoknada upotrebom sistema maSinske obrade zasniva se na
digitalnom otiskivanju vilice pacijenta upotrebom intraoralnog skenera (Slika 1.1a) ili digitalnom
otiskivanju prethodno izradenog radnog modela, dobijenog na osnovu uzetog otiska vilice pacijenta
na konvencionalan na¢in upotrebom intraoralnog (Slika 1.1b) ili ekstraoralnog skenera (Slika 1.1c).
Na osnovu napravljenog snimka se na monitoru kompjutera dobija trodimenzionalni (3D) prikaz
vilice pacijenta (Slika 1.1d) koji omogucava digitalno planiranje zubne nadoknade (Slika 1.1e).
Nakon zavrsene faze planiranja, zubna nadoknada se izrezuje iz prethodno pripremljenih blokova ili
diskova masinski obradivih materijala upotrebom tehnika glodanja (engl. milling), brusenja (engl.
grinding) ili busenja (engl. drilling) (Miyazaki i sar., 2009) (Slika 1.1f).

a)

c)

Slika 1.1. Princip izrade zubnih nadoknada sistemom masinske obrade: (a) Digitalno otiskivanje
vilice pacijenta upotrebom intraoralnog skenera. (b) Digitalno otiskivanje prethodno izradenog
radnog modela, dobijenog na osnovu uzetog otiska vilice pacijenta na konvencionalan nacin
upotrebom intraoralnog skenera. (c) Digitalno otiskivanje prethodno izradenog radnog modela,
dobijenog na osnovu uzetog otiska vilice pacijenta na konvencionalan nacin upotrebom
ekstraoralnog skenera. (d) Trodimenzionalni (3D) prikaz vilice pacijenta na monitoru kompjutera.
(e) Digitalno planiranje zubne nadoknade. (f) lIzrezivanje zubne nadoknade iz prethodno
pripremljenog diska masinski obradivog materijala.



Za potrebe primene u izradi zubnih nadoknada upotrebom CAD/CAM sistema materijali su
unapred pripremljeni, na standardizovan nacin i u prisustvu ta¢no odredenog visokog pritiska i
temperature. Na taj nacin eliminisana je zavisnost od manuelnih vestina koje su od znacaja prilikom
konvencionalnog nacina izrade zubne nadoknade. To se prvenstveno odnosi na odsustvo mesanja
polimernog praha i monomerne tecnosti u izradi nadoknada od dentalnih polimernih materijala,
mesanja keramiCkog praha i tec¢nosti prilikom izrade nadoknada od keramickih sistema, kao i
modelovanja u vosku ili postupaka livenja nadoknada ili delova nadoknada izradenih od legura
metala (Van Noort, 2012).

Zahvaljuju¢i tome, omogucéena je izrada zubnih nadoknada koje se odlikuju odli¢nim
mehanickim svojstvima, pruzajuci adekvatan odgovor na funkcionalne zahteve pacijenata. Brojni
literaturni podaci pokazali su da CAD/CAM nadoknade poseduju vecu Evrstocu (Alt 1 sar., 2011),
vecu otpornost na savijanje (Aguirre 1 sar., 2020) i smanjen rizik od poroznosti (Stawarczyk 1 sar.,
2015), pri ¢emu ne oSteCuju u veéem iznosu gled antagonistickih zuba prilikom okluzije u
poredenju s konvencionalno izradenim nadoknadama (Stawarczyk i sar., 2013b).

Usled optimizacije procesa izrade, navedena grupa materijala poseduje i odli¢ne bioloske
karakteristike. Prethodne studije na masSinski obradivim polimernim i keramickim materijalima
prikazale su nizak potencijal istih za razvoj alergijske reakcije i nisku citotoksi¢nost prema
humanim fibroblastima ¢ime se nameéu kao reSenje u izradi dugotrajnih zubnih nadoknada
(Grenade i sar., 2016).

Osim toga, nisu zanemarljive ni estetske osobine masinski obradivih materijala. Pokazano je
da ova grupa materijala poseduje izrazitu stabilnost boje 1 oCuvanje sjaja nakon duzeg vremena
prisustva u oralnoj sredini gde su nadoknade konstantno izlozene dejstvu brojnih hemijskih agenasa
poput onih unetih putem hrane i pi¢a (Al-Qarni i sar., 2020).

Izmedu ostalog, zubne nadoknade izradene od ove vrste materijala pokazuju i izrazitu
preciznost. Naime, digitalnim planiranjem omogucéeno je kasnije pozicioniranje nadoknade na
Cvrsta ili meka tkiva usne duplje u idealnom polozaju, te je izmedu njih moguce uspostaviti

harmoni¢an odnos Sto pacijentu omogucava laku adaptaciju na njeno prisustvo (Boitelle 1 sar.,
2014).

Takode, kao Ccinjenica koja prevashodno favorizuje CAD/CAM sistem uzima se i
nezanemarljiva usteda vremena u radu. Zubne nadoknade izradene na ovaj naCin, u zavisnosti od
njihovog obima i sloZenosti, mogu biti izradene u samo jednoj poseti pacijenta uz adekvatnu
saradnju lekara i zubnog tehnicara. Eliminisano je vreme neophodno za laboratorijske faze izrade
poput izlivanja modela, modelovanja nadoknade i visesatnog livenja, hladenja ili polimerizacije
nadoknade (Kattadiyil i sar., 2015). Kao jos jedan od primera moze se uzeti i redukcija vremena
neophodnog za dostavljanje otisaka od lekara do zubnog tehnicara ukoliko zubni tehni¢ar ne boravi
u istoj prostoriji gde i lekar, zahvaljuju¢i mogucnosti slanja digitalnog snimka vilice pacijenta
putem interneta neposredno nakon skeniranja.

Upotreba sistema maSinske obrade u dana$nje vreme zapazena je u svim granama
stomatologije. U stomatoloSkoj protetici se s velikim uspehom koristi u izradi fiksnih nadoknada,
mobilnih nadoknada, implantatno-nosenih nadoknada i implantatnih suprastruktura (Alghazzawi,
2016).



1.2 Masinski obradivi dentalni materijali

U masinski obradivom obliku dostupan je niz materijala, pokrivaju¢i sirok spektar indikacija
u savremenoj stomatologiji. Medu najces¢e korisc¢ene ubrajaju se dentalni polimerni materijali
poput kompozita na bazi smole, poli (metil metakrilata) i poli (etar etar ketona), keramicki
materijali poput cirkonijum-dioksidne keramike (cirkonije), kao i legure metala poput kobalt-hrom
legure.

1.2.1 Masinski obradivi kompozit na bazi smole

Kao jednog od najzastupljenih materijala u stomatologiji karakteristike kompozita na bazi
smole (KBS) se iz godine u godinu znac¢ajno unapreduju. Ovaj materijal se zahvaljuju¢i povoljnim
estetskim 1 mehanickim svojstvima 1 lakoj pristupacnosti namece kao odlicno reSenje u izradi
zubnih nadoknada.

Ipak, pojedini nedostaci konvencionalno izradenih KBS motivisali su nau¢nu zajednicu da u
proteklim godinama posegne za usavrSavanjem karakteristika ovog materijala. Medu njegovim
negativnim karakteristikama izdvaja se kontrakcija tj. dimenziono skupljanje materijala tokom
procesa polimerizacije (o¢vrs¢avanja). Kao posledica, u samom materijalu nastaju unutrasnji naponi
koji mogu dovesti do formiranja mikropukotina na povrSini zubne nadoknade izradene od ovog
materijala ili na spoju nadoknade i zubnog tkiva s§to predstavlja predisponiraju¢e mesto za
kolonizaciju mikroorganizama (Kim EJ i sar., 2016). Takode, nakon svetlosne polimerizacije
kompozitne nadoknade pokazano je da se svega 50-70% monomera polimerizuje, ostavljajuci
preostale nepolimerizovane (rezidualne) monomere da iscure iz nadoknade u oralnu sredinu
pacijenta (Michelsen i sar., 2012).

Osim toga, nadoknade izradene od ranijih KBS pokazivale su neadekvatne mehanicke
osobine, podloznost abraziji i pucanje usled okluzalnih sila nakon odredenog vremena prisustva u
usnoj duplji (Kréamer i sar., 2009). Kao posledica toga, ali i uticaja hemijskih agenasa iz hrane i pica
brzo je dolazilo do o$tecenja njihove povrSinske morfologije sa poslediénim negativnim uticajem na
estetske karakteristike poput gubitka sjaja i apsorpcije boje i pigmenata (Ferracane, 2011).

Ekspanzija mikro- i nanotehnologije u oblasti stomatoloSkih materijala dovela je do razvoja
modernih kompozita koji se odlikuju prisustvom &estica mikro- i nanometarske veli¢ine. Cestice
ovih dimenzija omogucile su pre svega unapredenje mehanickih svojstava materijala poput vece
¢vrstoce (Mitra i sar., 2003) i pruzile su moguénost lakse procedure zavr$ne mehanicke obrade i
poliranja, a time i unapredenje bioloskih i estetskih karakteristika materijala (YYadav i sar., 2016).

Paralelno sa razvojem mikro- i naotehnologije, ekspanzija sistema masinske obrade dovela
je do stvaranja materijala sa znac¢ajno unapredenim karakteristikama. Zahvaljuju¢i optimizovanom
procesu polimerizacije sa minimalizovanim iznosom kontrakcije, CAD/CAM KBS pokazuje vecu
¢vrstocu i nizi stepen abrazije u poredenju sa konvencionalno izradenim predstavnicima (Ruse i
Sadoun, 2014). Medutim, uopsteno stanoviSte je da ovaj materijal jo§ uvek nije dorastao
mehanickim i estetskim svojstvima drugih materijala poput predstavnika keramickih sistema (Ling i
sar., 2021).

U dana$nje vreme masinski obradivi KBS se uspesno primenjuje u stomatoloskoj protetici u
izradi privremenih fiksnih nadoknada, a pojedini proizvodaci preporucuju svoje proizvode i za
izradu inleja (engl. inlay), onleja (engl. onlay), overleja (engl. overlay), pa ¢ak i krunica i mostova
manjeg raspona (Marchesi i sar., 2021; Miyazaki i sar., 2009).



1.2.2 Masinski obradivi poli (metil metakrilat)

Poli (metil metakrilat) (PMMA) je u proslosti Siroko istrazen i definisan kao odli¢no resenje
u izradi zubnih nadoknada zahvaljuju¢i pristupacnosti, niskoj ceni i jednostavnoj reparaturi
nadoknada izradenih od ovog materijala.

Uvodenjem sistema masSinske obrade karakteristike materijala znaCajno su poboljSane,
najviSe zahvaljujuéi ¢injenici da je materijal prethodno pripremljen na standardizovan nacin i uz
strogu kontrolu uslova. Time je, kao $to je ranije objasnjeno, eliminisano ru¢no mesanje polimernog
praha i monomerne tecnosti ¢ime se u toku rada kao rezultat oslobada znatno manja koli¢ina
rezidualnog monomera u poredenju sa konvencionalnim oblikom i stvaraju uslovi za bolje fizicke i
hemijske osobine samog materijala (Steinmassl i sar., 2017).

Ipak, primena CAD/CAM PMMA je 1 dalje ograni¢ena u klinickoj praksi zahvaljujuci
podloznosti habanju i lomu (Rodriguez i sar., 2013) i otezanom postupku zavr$ne mehanicke obrade
i poliranja S§to posledi¢no dovodi do poroznosti, nemoguénosti postizanja zadovoljavajuce
povrsinske morfologije i afinitetu ka apsorpciji vlage i pigmenata (De Oliveira Limirio i sar., 2021).

Masinski obradivi PMMA zauzima vaznu ulogu u mobilnoj stomatoloskoj protetici u izradi
totalnih, parcijalnih i implantatno-noSenih proteza (Goodacre i sar., 2012), kao i u fiksnoj
stomatoloskoj protetici u izradi priviemenih zubnih nadoknada (Huettig i sar., 2016).

1.2.3 Masinski obradivi poli (etar etar keton)

Velika potraznja pacijenata i lekara za izradom zubnih nadoknada koje u sebi ne sadrze
legure metala motivisala je istrazivaCe i firme stomatoloSkih materijala da razviju materijal koji
predstavlja alternativu istim, istovremeno ispunjavajuci zahteve sa mehani¢kog 1 estetskog aspekta
(Ruchika i sar., 2019). To je dovelo do razvoja poli (etar etar ketona) (PEEK), biokompatibilnog,
sintetickog, termoplasti¢nog polimera Koji se decenijama Koristi kao biomaterijal u ortopediji (Toth
i sar., 2006) dok je popularnost u svetu stomatologije stekao u poslednjih nekoliko godina
(Liebermann i sar., 2016).

Uvodenjem raznorodnih Cestica punilaca u njegov osnhovni sastav materijal je stekao
zadovoljavaju¢e mehanicke karakteristike, od kojih se izdvajaju modul elasti¢nosti u skladu sa
prirodnom Kkosti i nizak stepen ostecenja gledi antagonisti¢kih zuba (Diken Tlrksayar i sar., 2022).
Takode, njegova biokompatibilnost, hemijska inertnost, stabilnost pri visokim temperaturama,
izuzetna otpornost na koroziju i druge biohemijske procese u oralnoj sredini, kao i nizak alergeni
potencijal namecu se kao odlucujuée u izboru ovog materijala za izradu brojnih zubnih nadoknada
(Jin i sar., 2019).

Medutim, i pored brojnih prednosti materijal se s mehanickog aspekta i dalje karakterise kao
inferioran u poredenju sa keramickim sistemima. Osim toga, zapaZene su i poteskoce u postizanju
optimalnih estetskih svojstava materijala zahvaljuju¢i njegovoj biserno-beloj, neprozirnoj boji i
niskoj translucenciji zbog cega je njegova primena u izradi monolitnih restauracija i dalje
ograniena. Ipak, PEEK pokazuje izuzetnu vezu sa visokoestetskim materijalima poput
predstavnika keramickih sistema, te se zadovoljavajuca estetska svojstva nadoknada koje u sebi
sadrze PEEK mogu posti¢i kombinovanjem substrukture izradene od ovog materijala koja se zatim
fasetira (prekriva) kerami¢kim materijalom (Najeeb i sar., 2016).



Masinski obradivi PEEK se namecée kao resenje u implantoprotetici u izradi implantatnih
suprastruktura, zahvaljujuci sposobnosti odli¢éne apsorpcije okluzalnih sila i prenosenja istih preko
implantata do alveolarne kosti (Zhao X i sar., 2020). Takode, koristi se i u izradi privremenih ili
definitivnih fiksnih nadoknada u vidu pojedinac¢nih (solo) kruna ili mostova manjeg raspona
(Stawarczyk i sar., 2013a), a nije zanemarljiva ni njegova uloga u mobilnoj protetici gde se
upotrebljava u izradi totalnih i parcijalnih proteza (Costa-Palau i sar., 2014), kao i substruktura
implantatno-nosenih proteza koje se zatim fasetiraju kompozitom na bazi smole ili poli (metil
metakrilatom) (Jin i sar., 2019; Malo i sar., 2018).

1.2.4 Masinski obradiva cirkonijum-dioksidna keramika (cirkonija)

Brojni keramicki sistemi poput cirkonijum-dioksidne (ZrOz) keramike (cirkonije) uvedeni
su u stomatologiju kao materijali u kojima su objedinjene izvanredne mehanicke 1 estetske
karakteristike. Konkretno, materijal koji se koristi za izradu zubnih nadoknada predstavlja
itrijumome-stabilizovani tetragonalni cirkonija polikristal (engl. yttrium-stabilized tetragonal
zirconia polycrystal (Y-TZP)).

Naime, cirkonija se u prirodi moze naci u tri razli¢ita oblika (faze). Na sobnoj temperaturi
javlja se nestabilna monoklini¢ka faza. Ukoliko bi doslo do zagrevanja materijala do 1170 °C doslo
bi do njegove transformacije iz nestabilne monoklini¢ke u stabilnu tetragonalnu fazu dok bi
eventualnim daljim zagrevanjem do 2370 °C materijal presao iz tetragonalne u kubi¢nu fazu.
Postupkom hladenja materijala do sobne temperature materijal se transformiSe unazad, najpre iz
kubi¢ne u tetragonalnu pa iz tetragonalne u monoklini¢ku fazu. Prilikom vracanja u nestabilnu
monoklinicku fazu dolazi do povecanja zapremine materijala za oko 5%, kao 1 nastanka 1 Sirenja
mikropukotina u njemu usled temperaturnih varijacija. Kako bi se to sprecilo, materijalu se dodaje
itrijum-trioksid (Y203) ¢ime se na sobnoj temperaturi omoguéava zadrzavanje materijala u stabilnoj
tetragonalnoj fazi, u kojoj do pomenutih promena nec¢e doc¢i (Chevalier i sar., 2006; Denry i Kelly,
2008).

Ovakvo stabilno jedinjenje odlikuju izuzetne mehanicke karakteristike od kojih se izdvaja
visoka ¢vrsto¢a. Medutim, zubne nadoknade od cirkonije neretko dovode do abrazije 1 pucanja gledi
antagonistickih zuba, kao i zubnih nadoknada u suprotnoj vilici izradenih od drugog materijala
(Passos i sar., 2014). Cirkoniju odlikuje i dobra biokompatibilnost, te je pokazana niska toplotna
provodljivost i visoka otpornost na koroziju i druge hemijske procese u usnoj duplji (Manicone i
sar., 2007). Zahvaljuju¢i mle¢no-beloj boji, materijal je godinama vazio kao neprihvatljiv za izradu
kerami¢kim materijalom poput feldspatne keramike. Medutim, odlamanje (engl. chipping) sloja
fasetne keramike javljalo se u sve vecoj ucCestalosti, te poslednjih godina dolazi do ekspanzije
monolitnog oblika cirkonije iz kojih se mogu izraditi zubne nadoknade adekvatnih estetskih osobina
bez potrebe za kombinovanjem sa drugim materijalima (Guess i sar., 2012).

Izrada nadoknada od cirkonije podrazumeva upotrebu prethodno pripremljenih
presinterovanih blokova i diskova koji su mekani i tro$ni i samim tim pogodni za manipulaciju
nakon ¢ega svoj definitivan oblik i ¢vrstocu dobijaju procesom sinterovanja. Retko se koriste ve¢
sinterovani (o¢vrsli) diskovi Cija bi obrada bila teSka uz potencijalno izazivanje ponovne
transformacije materijala iz tetragonalne u monoklini¢ku fazu i nastanak mikropukotina i drugih
defekata u njemu (Al-Amleh i sar., 2010).

Masinski obradiva cirkonija upotrebljava se u stomatoloskoj protetici u izradi fiksnih
nadoknada, substruktura implantatno-nosenih mobilnih i fiksnih nadoknada, implantatnih
suprastruktura, pa ¢ak i samih implantata (Limmer i sar., 2014).



1.2.5 Masinski obradiva kobalt-hrom legura

Znacajno povecanje cene zlata 70-ih godina proslog veka podstaklo je razvoj alternativnih,
baznih legura metala poput kobalt-hrom (CoCr) legure (Niinomi, 2008). Uvodenjem sistema
masinske obrade karakteristike CoCr legure su optimizovane, a materijal, slicno poput drugih legura
metala, pokazuje visok modul elasti¢nosti koji mu obezbeduje potrebnu ¢vrsto¢u u tankom sloju.
Na ovaj nac¢in omogucena je izrada zubnih nadoknada adekvatnih mehanic¢kih osobina bez potrebe
za povecanjem njenih dimenzija i tezine $to je od enormnog znacaja kada je ograni¢en prostor za
izradu iste (Delucchi i sar., 2021).

Osim prednosti s mehani¢kog aspekta, CoCr legura pokazuje i dobre bioloSke osobine, te je
pokazano skoro potpuno odsustvo razvoja alergijske reakcije na njeno prisustvo ¢ime je potisnuta
upotreba alergene nikl-hrom (NiCr) legure iz stomatologije (Al Jabbari i sar., 2014). Medutim, iako
u poredenju sa konvencionalno izradenim materijalom CAD/CAM CoCr legura poseduje manju
sklonost ka biohemijskim procesima u oralnoj sredini, prisustvo galvanske korozije zubne
nadoknade izradene od ovog materijala 1 posledi¢no oslobadanje jona metala u usnu duplju 1 dalje
postoji (Bechir i sar., 2021). Ova pojava, zajedno sa drugim nedostacima poput poteSkoce u
postupcima zavr$ne mehanicke obrade i poliranja i dalje karakteriSe CoCr leguru kao manje
pozeljnu u poredenju sa plemenitim legurama metala (Cevik i sar., 2022).

Masinski obradiva CoCr legura u danasnje vreme predstavlja odli¢an izbor u izradi metalo-
keramickih fiksnih zubnih nadoknada, delova dvostrukih kruna i substruktura implantatno-nosenih
mobilnih nadoknada koje se zatim fasetiraju kompozitom na bazi smole, poli (metil metakrilatom)
ili keramickim materijalom (Barazanchi i sar., 2020; Kalra i sar., 2015; Kamada i sar., 2017).

1.3 Formiranje oralnog biofilma na povrSini zubne nadoknade

Uprkos brojnim prednostima u poredenju sa konvencionalno izradenim materijalima,
nijedan od pomenutih masinski obradivih dentalnih materijala primenjen u oralnoj sredini nije
posteden adhezije mikroorganizama na svojoj povrsini.

U dinami¢nom okruzenju usne duplje adekvatna temperatura, visoka vlaznost i obilje
hranljivih materija doprinose formiranju sloZzene organizovane mikrobne zajednice, poznate kao
oralni biofilm (Dewhirst i sar., 2010). S obzirom da su mikroorganizmi skloni akumulaciji kako na
povrsinama mekih i ¢vrstih tkiva usne duplje, tako i na povrSini zubne nadoknade, neosporna je
¢injenica da je otpornost materijala za izradu zubne nadoknade na adheziju mikroorganizama od
izuzetnog znacaja za njenu dugotrajnost i ouvanje oralnog i1 opsSteg zdravlja.

U fizioloskim uslovima, prisustvo raznovrsnih mikroorganizama u oralnom biofilmu
formira harmonic¢an odnos sa tkivima domacina i povr§inom zubne nadoknade ograni¢avajuci rast
patogenih sojeva. Medutim, poremecaj ove ravnoteze moze dovesti do prelaska iz fizioloskog u
patolosko stanje, biorazgradnje materijala, naruSavanja integriteta zubne nadoknade i olakSavanja
razvoja oralnih bolesti (Kumar i Mason, 2015).

Prisustvo oralnog biofilma predstavlja nedvosmisleno presudan etioloski faktor u
etiopatogenezi infekcija usne duplje. Njegovo formiranje na povr$ini zubne nadoknade predstavlja
proces koji se odvija u nekoliko faza (Slika 1.2).



Prva faza podrazumeva stvaranje pljuvacne pelikule. Naime, neposredno nakon unosenja
zubne nadoknade u usnu duplju njena povrSina biva prekrivena pljuvaénom pelikulom. Pljuvaé¢nu
pelikulu ¢ini sloj organskih molekula poreklom iz pljuvacke poput glikoproteina, enzima i lipida
koji predstavljaju receptorska mesta za koje ¢e se adherirati primarni kolonizatori (Marsh i sar.,
2016).

Nedugo zatim zapodinje primarna kolonizacija mikroorganizama za povr§inu zubne
nadoknade oblozenu pljuvacnom pelikulom. U ovu grupu mikroorganizama svrstavaju se Gram-
pozitivne bakterije poput predstavnika roda Streptoccocus, kao §to su Streptococcus mutans,
Streptococcus oralis, Streptococcus sanguinis i Streptococcus gordonii i predstavnika roda
Actinomyces, kao S§to su Actinomyces viscosus i Actinomyces naeslundii. Pomenute bakterije
pokazuju izuzetan afinitet ka pojedinim molekulima u sastavu pljuvacne pelikule medu kojima se
izdvajaju prolinom bogati proteini, a - amilaza i sijalina kiselina (Fiorillo, 2020; Foster i
Kolenbrander, 2004). U pocetku, veza primarnih kolonizatora sa ovim molekulima zasniva se na
slabim, vodoni¢nim, hidrofobnim, van der Valsovim, kiselo-baznim ili elektrostatickim
interakcijama. Medutim, kako vreme odmice veza mikroorganizama za receptorska mesta pljuvaéne
pelikule, kao i medusobna veza izmedu samih mikroorganizama postaje sve jaca (Hannig C i
Hannig M, 2009).

Nakon formiranja inicijalnog biofilma na povrsini zubne nadoknade, ukoliko ne dode do
njegovog mehanickog uklanjanja pravilnim sprovodenjem oralne higijene dolazi do razvoja i
umnozavanja prethodno adheriranih primarnih kolonizatora i istovremene adhezije novih,
sekundarnih kolonizatora. Sekundarni kolonizatori predstavljaju mikroorganizme koji poseduju
sposobnost vezivanja za polisaharide ili proteine na povrSinama primarnih kolonizatora sto je
poznato kao mikrobioloska koagregacija (Kolenbrander i sar., 2010). Prethodne studije pokazale su
da postoji najmanje 18 rodova mikroorganizama iz usne duplje koji mogu biti okarakterisani kao
sekundarni kolonizatori pokazuju¢i neki oblik koagregacije. Od predstavnika se mogu izdvojiti
rodovi Fusobacterium, Porphyromonas, Treponema, Tannerella i Aggregatibacter (Foster i
Kolenbrander, 2004; Kolenbrander i sar., 2002).

U cetvrtoj fazi dolazi do sazrevanja biofilma. Naime, mikroorganizmi u oralnom biofilmu
luce pojedine produkte Cime stvaraju ekstracelularni matriks, heterogenu strukturu u kojoj su
prisutni idealni uslovi za razvoj, razmnoZavanje i dalju medusobnu koagregaciju mikroorganizama
(Wang i sar., 2014). U ovoj fazi mikroorganizmi unutar biofilma ne funkcioniSu vise kao nezavisni
entiteti ve¢ kao koordinisana, dobro organizovana, metabolicki aktivna zajednica. Osim toga,
izuzev koli¢ine menja se i sastav mikroorganizama u samom biofilmu pa je u prethodnim studijama
pokazano da u zrelom biofilmu preovladuju uglavnom Gram-negativne bakterije (Valen i Scheie,
2018).

U poslednjoj fazi formiranja biofilma javlja se fenomen disperzije biofilma. Naime, u
nedostatku hranljivih materija na mestu formiranja oralnog biofilma na povr$ini zubne nadoknade
odreden broj mikroorganizama prinuden je da napusti biofilm u potrazi za novim mestom u usnoj
duplji. Svemu tome doprinosi i spirajuéi efekat pljuvacke $to posledi¢no ograni¢ava nekontrolisano
povecanje volumena oralnog biofilma (Kaplan, 2010).
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Povrsina zubne nadoknade

Slika 1.2. Faze formiranja oralnog biofilma na povrsini zubne nadoknade.

1.4 Infekcije usne duplje izazvane mikroorganizmima oralnog biofilma
1.4.1 Karijes

Karijes predstavlja lokalizovanu, ireverzibilnu destrukciju tvrdih zubnih tkiva i smatra se
najcesce zastupljenim oboljenjem u stomatologiji i primarnim uzrokom gubitka zuba tokom Zivota.
U zavisnosti od stepena destrukcije bolest moze biti okarakterisana prisustvom plitkih ili dubokih
lezija, beliastih promena na povrSini gledi ili Sirokih, braon ili crnih polja razmeksale gledi 1
dentina, kao i odsustvom ili prisustvom bola na nadrazaje razli¢itog intenziteta (Pitts i sar., 2017).

lako se smatra multifaktorijalnom boles¢u, kao glavni etioloski faktor uzima se prisustvo
supragingivalnog biofilma na povrSinama tvrdih zubnih tkiva u kom dominiraju uglavnom aerobne
ili fakultativno-anaerobne Gram-pozitivne bakterije. Od kariogenih bakterija kao predstavnici se
izdvajaju pripadnici roda Streptococcus, kao $to su Streptococcus mutans i Streptococcus sobrinus,
kao i bakterije roda Lactobacillus, poput Lactobacillus casei i Lactobacillus paracasei (Loesche,
1986; Marsh, 2010). Kariogene bakterije u oralnom biofilmu poseduju sposobnost fermentacije
ugljenih hidrata unetih putem hrane i pi¢a ¢ime se kao proizvod njihovog metabolizma luce razne
organske kiseline. Te kiseline zatim uti¢u na sniZzavanje lokalne pH vrednosti u oralnoj sredini ispod
grani¢ne vrednosti pri kojoj dolazi do nastanka procesa demineralizacije i destrukcije tvrdih zubnih
tkiva (Featherstone, 2000).

Izuzev nastanka Karijesa na intaktnim zubnim tkivima, od velike je vaznosti i dobra kontrola
stvaranja sekundarnog (rekurentnog) karijesa. Sekundarni karijes predstavlja karijes koji se razvija
na zubnim tkivima na kojima je prethodno izradena zubna nadoknada. S obzirom da je najces¢e u
vezi sa neadekvatno izradenom zubnom nadoknadom ili nadoknadom sacinjenom od materijala sa
visokim afinitetom ka adheziji kariogenih bakterija, od klju¢nog znacaja je poznavanje prirode
koriS¢enog dentalnog materijala sa mikrobioloSkog aspekta.
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1.4.2 Infekcije parodontalnih i peri-implantatnih tkiva

Pored karijesa, najvaznija i najzastupljenija oboljenja u usnoj duplji predstavljaju infekcije
parodontalnih tkiva, kao $to su gingivitis i parodontitis i infekcije peri-implantatnih tkiva poput
peri-implantatnog mukozitisa i peri-implantitisa.

Gingivitis predstavlja lokalizovano, reverzibilno, inflamatorno oboljenje gingive koje
karakterise prisustvo nekoliko, najcesée bezbolnih, simptoma poput otoka gingive, crvenila i
prisustva krvarenja gingive na blagu provokaciju. Uslovljen je prisustvom mikroorganizama u
gingivalnom sulkusu ¢ijom akumulacijom dolazi do formiranja subgingivalnog biofilma.
Zahvaljujuc¢i reverzibilnom karakteru, ukoliko se adekvatno sprovedu mere oralne higijene
gingivitis se moze izle€iti ¢cime se sprecava dalje napredovanje bolesti (Murakami 1 sar., 2018).

Ukoliko ne dode do uklanjanja biofilma iz gingivalnog sulkusa sledi Sirenje infekcije u
druga tkiva parodoncijuma kao $to su periodoncijum, cement i alveolarna kost i sledstvenog razvoja
parodontitisa. Parodontitis se pored znakova inflamacije gingive odlikuje i prisustvom
parodontalnih dZepova ¢ija dubina zavisi od stadijuma bolesti i obima resorpcije alveolarne kosti.
Osim prisustva parodontalnih dzepova, bolest moze pratiti i labavljenje zuba u odredenom stepenu,
kao i eventualna pojava gnojnog eksudata Cesto pra¢ena neprijatnim zadahom. Parodontitis je
ireverzibilnog karaktera, te se uspostavljanjem adekvatne oralne higijene ne mogu povratiti
izgubljena parodontalna tkiva pa je ponekad u terapiji neophodna i primena hirurskih procedura
(Tonetti i sar., 2018).

Oko ugradenih implantata se takode moze javiti infekcija mekih 1 ¢vrstih tkiva koja ga
okruzuju. Sli¢no poput oboljenja parodontalnih tkiva oko prirodnih zuba razlikuju se dve vrste
infekcije, poznate kao peri-implantatni mukozitis i peri-implantitis. Peri-implantatni mukozitis
predstavlja inflamatorno oboljenje mekih tkiva oko ugradenog implantata koje nalik na gingivitis
oko prirodnih zuba karakteriSu simptomi poput otoka sluzokoze, crvenila i prisustva krvarenja
sluzokoZe na blagu provokaciju (Mombelli i sar., 2012).

Takode, ukoliko se peri-implantatni mukozitis ne izle¢i, bolest moze napredovati u peri-
implantitis, bolest koja se odlikuje prisustvom inflamacije kako u mekim tkivima, tako i u
alveolarnoj kosti oko ugradenog implantata. U uznapredovalim stadijumima bolesti moze do¢i i do
gubitka ugradenog implantata, te se peri-implantitis moze smatrati i ekvivalentnim parodontitisu
oko prirodnih zuba (Lafaurie i sar., 2017).

Razvoj subgingivalnog biofilma moze takode pote¢i i od prethodne kolonizacije
mikroorganizama na povr$ini zubne nadoknade. Iz ovog razloga je u cilju razumevanja, spre¢avanja
i kontrole infekcija parodontalnih i peri-implantatnih tkiva od vitalnog znafaja poznavanje
karakteristika materijala za izradu zubnih nadoknada i ugradenih implantata s aspekta njihove
prijemcCivosti ka kolonizaciji mikroorganizama. lzuzev toga, u cilju prevencije infekcija peri-
implantatnih tkiva od izuzetne vaznosti je i formiranje izlaznog profila zubne nadoknade izradene
na implantatu ¢iji bi dizajn trebalo da onemoguéi zadrzavanje mikroorganizama i akumulaciju
biofilma u subgingivalnom regionu kojem je tesko pristupiti prilikom sprovodenja oralne higijene
(Ahnisar., 2019).

Brojni literaturni podaci pokazali su da infekcije parodontalnih i peri-implantatnih tkiva
poseduju zajednicke etioloske faktore i faktore rizika za nastanak dok su rezultati pojedinih studija
demonstrirali visok rizik nastanka infekcija peri-implantatnih tkiva kod prethodno parodontalno
kompromitovanih pacijenata ¢ime ukazuju na dodatan oprez prilikom planiranja implantoloske
terapije u takvim slucajevima (Baelum i Ellegaard, 2004; Olmedo-Gaya i sar., 2016).
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Glavni etioloski faktor predstavljaju mikroorganizmi oralnog biofilma koji u skladu s
prisustvom odredenih faktora rizika i pod odredenim uslovima iniciraju nastanak ovih bolesti. Za
razliku od etiologije karijesa gde je uzrok bolesti supragingivalni plak sa¢injen od uglavnom
aerobnih ili fakultativno-anaerobnih Gram-pozitivnih bakterija, u etiologiji infekcija parodontalnih i
peri-implantatnih tkiva glavnu ulogu igra prisustvo subgingivalnog biofilma akumuliranog u
gingivalnim sulkusima, parodontalnim dzepovima ili peri-implantatnim prostorima. Brojna
istrazivanja jo$ iz proSlog veka pokazala su da vise od 800 razli¢itih vrsta mikroorganizama moze
biti prisutno u subgingivalnom plaku sa dominacijom fakultativno- ili striktno-anaerobnih Gram-
negativnih bakterija, a u manjem procentu i spiroheta, pa ¢ak i virusa (Listgarten, 1976; Listgarten,
1994).

Ipak, konkretnu klasifikaciju bakterija izazivaca infekcija parodontalnih i peri-implantatnih
tkiva pruzio je Socransky (Socransky i Haffajee, 2005) koji je bakterije u odnosu na osobine,
faktore virulencije koje poseduju i prema prisustvu u parodontalnim dzepovima svrstao u razlicite
komplekse oznacene bojama (Slika 1.3).

Bakterije subgingivalnog biofilma koje pripadaju Zzutom kompleksu poseduju slabiji
patogeni potencijal. Medutim, ove bakterije su odgovorne za inicijalnu kolonizaciju povrs$ina tkiva,
a budu¢i da je razumevanje njihove interakcije sa tkivom domacina ili povr§inom zuba i/ili zubne
nadoknade od krucijalnog znacaja za kontrolu razvoja biofilma i stopu prezivljavanja zubnih
nadoknada, poznavanje pripadnika ovog kompleksa je od velike vaznosti (Hao i sar., 2018). 1z
zutog kompleksa se mogu izdvojiti predstavnici roda Streptococcus, kao $to su Sreptococcus oralis,
Sreptococcus mitis, Sreptococcus sanguinis i Sreptococcus gordonii.

Pomenute bakterije zutog kompleksa, ali i druge Gram-pozitivne fakultativno-anaerobne
bakterije poput predstavnika plavog kompleksa, kao §to je Actinomyces naeslundii, odgovorne su za
direktnu inicijalnu adheziju za parodontalna i peri-implantatna tkiva, kao i povrSinu zubne
nadoknade prekrivenu pljuvacnom pelikulom. Obezbedujuéi prvi kontakt, stvaraju pozeljne uslove
za adheziju drugih patogenih sojeva, te nedugo zatim dolazi do sekundarne kolonizacije, mikrobne
koagregacije i sazrevanja biofilma (Kolenbrander i sar., 2010; Palmer i sar., 2007).

Bakterije ljubicastog kompleksa poput Veillonella parvula, kao i zelenog kompleksa poput
Eikenella corrodens i pripadnika roda Capnocytophaga takode zauzimaju vaznu ulogu u
subgingivalnom plaku uzrokujué¢i nastanak infekcija parodontalnih i peri-implantatnih tkiva.
Posebno se izdvaja V. parvula, Gram-negativna striktno-anacrobna bakterija koja ucestvuje u
formiranju biofilma u ulozi sekundarnog kolonizatora. Ova bakterija poseduje sposobnost adhezije
za prethodno prisutne primarne kolonizatore od kojih se posebno izdvaja njihova brza i laka
koagregacija sa prisutnim streptokokama poput Strep. oralis (Whittaker i sar., 1996).

Medu pripadnicima narandzastog kompleksa izdvajaju se Gram-negativne striktno-
anaerobne bakterije poput Fusobacterium nucleatum, Prevotella intermedia i Eubacterium
nodatum. F. nucleatum ispoljava mozda i najvazniju ulogu u formiranju subgingivalnog biofilma i
patogenezi infekcija parodontalnih i peri-implantatnih tkiva, sluze¢i kao most za povezivanje
primarnih kolonizatora, kao §to su predstavnici roda Streptococcus sa sekundarnim kolonizatorima,
kao $to je Porphyromonas gingivalis (Kolenbrander i sar., 2002). Epitet organizatora biofilma ova
bakterija duguje svom izduzenom obliku koji joj pruza moguénost lake komunikacije sa drugim
mikroorganizmima (Brennan i Garrett, 2019). Takode, F. nucleatum poseduje sposobnost lucenja
brojnih adhezina, molekula koji obezbeduju direktnu vezu sa sliénim molekulima na povrSini druge
bakterije. Medu njima se izdvaja RadD adhezin, poznat po direktnoj vezi za SpaP adhezinom Strep.
mutans ¢ime se ostvaruje direktna ¢vrsta veza ove dve bakterije u biofilmu (Guo i sar., 2017).
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Osim toga, za razliku od drugih bakterija poput predstavnika rodova Prevotella, Veillonella
ili Capnocytophaga koje unutar biofilma imaju sposobnost koagregacije iskljué¢ivo za pripadnike
sojeva Streptococcus ili Actinomyces, F. nucleatum pokazuje afinitet ka svim drugim oralnim
bakterijama, kao i gljivicama poput Candida albicans (Wu i sar., 2015). Pored uloge mosta u
povezivanju bakterija unutar biofilma, F. nucleatum poseduje i sinergisticko dejstvo sa drugim
bakterijama od kojih se posebno izdvaja njegova funkcija u pojacavanju invazivnog potencijala
P. gingivalis (Metzger i sar., 2009).

Bakterije crvenog kompleksa opisane su kao vrste koje pokazuju najveci patogeni potencijal
u nastanku infekcija parodontalnih i peri-implantatnih tkiva zahvaljujuci prisustvu ovih bakterija u
velikom broju u dubokim parodontalnim dzepovima (Kamma i sar., 1995; Kigure i sar., 1995). U
Clanove ove grupe ubrajaju se Gram-negativne striktno-anaerobne bakterije poput Porphyromonas
gingivalis, Treponema denticola i Tannerella forsythia. Ove tri bakterije direktno su zavisne jedna
od druge zahvaljujuéi Cinjenici da svaka od njih lu¢i odredene faktore rasta koji stimuliSu rast i
razvoj druge dve. S tim u vezi, prethodna istrazivanja demonstrirala su jako sinergisti¢ko dejstvo
izmedu P. gingivalis i T. denticola (Grenier, 1992; Nilius i sar., 1993), kao i to da je bakterija
P. gingivalis skoro uvek prisutna u parodontalnim dzepovima u kojima je ve¢ uocena prethodna
kolonizacija T. forsythia (Gmr i sar., 1989). Od pomenutih bakterija izdvaja se P. gingivalis, kasni
kolonizator koji pokazuje sposobnost lu¢enja velikog broja faktora virulencije zbog ¢ega se smatra
glavnim etioloskim agensom u nastanku teskog oblika hroni¢nog parodontitisa (How 1 sar., 2016).
Takode, pojava ove bakterije u tkivima oko ugradenog implantata dovodi do ubrzanog nastanka
inflamacije u okolnoj alveolarnoj kosti i posledi¢ne inhibicije oseointegracije ugradenog implantata
Sto predstavlja glavni razlog nastanka peri-implantitisa i neuspeha implantoloske terapije (GréRner-
Schreiber i sar., 2009).

Actinomyces
species
V. parvula
A. odontolyticus
S. mitis
S. oralis _ C rochie
S. sanguis C. gracilis
Streptococcus sp.
i
Sl laiid S. constellatus E. nodatum T. denticola
C. showae
A. actino. b S. noxia

Slika 1.3. Klasifikacija mikroorganizama izazivaca infekcija parodontalnih i peri-implantatnih tkiva
(Preuzeto iz Socransky i Haffajee, 2005).
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1.4.3 Infekcije sluzokoze usne duplje izazvane prisustvom mobilne zubne nadoknade

Izuzev prethodno opisanih bolesti, sa aspekta stomatologije od krucijalnog znacaja je i
razumevanje infekcija sluzokoze usne duplje izazvanih prisustvom mobilne zubne nadoknade. Pod
ovim pojmom podrazumeva Se najceS¢e protezni stomatitis koji se javlja kod cak dve trecine
nosilaca mobilnih zubnih nadoknada (Sadig, 2010). Bolest karakteriSe inflamacija delova oralne
sluzokoze koji su u kontaktu sa bazom proteze dok se od simptoma najcesce javljaju crvenilo i blagi
otok uz retku pojavu svraba i peckanja sluzokoze (Wilson, 1998).

lako je, sliéno poput karijesa i infekcija parodontalnih i peri-implantatnih tkiva vise ¢inilaca
ukljuceno u etiopatogenezu ove bolesti, smatra se da je prisustvo gljiviéne vrste Candida albicans
kojoj doprinosi neadekvatno CiS¢enje proteze uz njeno kontinuirano nosenje presudno za nastanak
proteznog stomatitisa (Gendreau i Loewy, 2011).

U fizioloskim uslovima, C. albicans predstavlja sastavni deo oralne flore dok njeno
prisustvo u usnoj duplji za razliku od brojnih drugih mikroorganizama ne zavisi od prisustva zuba
Sto je od izuzetne vaznosti za bezube pacijente (Yigit i sar., 2011). Medutim, u patoloskim uslovima
I stanju imunosupresije dolazi do ubrzanog razmnozavanja ove gljivice i njenog oportunistickog
dejstva koje podrazumeva da je C. albicans u velikoj meri povezana i sa drugim infekcijama usne
duplje, kao $to su hroni¢ni parodontitis (Suresh Unniachan i sar., 2020) i peri-implantitis (Alrabiah i
sar., 2019).

Takode, C. albicans se s lako¢om akumulira na povrSini mobilne zubne nadoknade, te usled
konstantne ekspozicije nadoknade sluzokozi usne duplje jednostavno moze inicirati njenu
inflamaciju (Kumamoto i Vinces, 2005). 1z tog razloga, pored adekvatnog ¢iS¢enja proteze od
izuzetne vaznosti je i razumevanje materijala od kojeg je izradena, pogotovo s aspekta afiniteta
njegove povrsine ka kolonizaciji pomenute gljivicne vrste.

1.5 Faktori koji uticu na formiranje oralnog biofilma na povrSini zubne nadoknade
1.5.1 Uticaj povrsinske hrapavosti materijala za izradu zubne nadoknade

Na formiranje biofilma na povrSini zubne nadoknade u usnoj duplji uti¢e niz faktora. Kao
najvazniji izdvaja se hrapavost povrsine materijala od kojeg je nadoknada izradena.

Naime, primarna kolonizacija mikroorganizama zapocinje na nepravilnostima morfologije
povrsine zubne nadoknade koje se mogu kretati od sitnih pukotina do krupnih obimnih defekata
vidljivih golim okom poput rascepa i zlebova (Teughels i sar., 2006). Pomenute neravnine dovode
do povecanja ukupne povrsine zubne nadoknade koja je na raspolaganju mikroorganizmima za
kolonizaciju. Takode, nepravilnosti povr§ine pruzaju idealne uslove za njihov rast i razvoj,
uzimajuci u obzir da su mikroorganizmi unutar tih nesavrSenosti sakriveni i samim tim zasti¢eni od
hidrodinamickih procesa ispiranja i ¢iS¢enja prilikom sprovodenja oralne higijene.

U ovom stadijumu veza mikroorganizama i povrSine zubne nadoknade prekrivene
pljuva¢nom pelikulom je slabog reverzibilnog karaktera, te ju je moguce prekinuti adekvatno
sprovedenom oralnom higijenom. Medutim, usled nepristupacnosti tim mestima najcesce je to tesko
izvesti, pa je samim tim mikroorganizmima omogucen neometan razvoj i uévrs¢ivanje veze sa
povr§inom zubne nadoknade obezbedujué¢i sekundarnim kolonizatorima uslove za koagregaciju i
kasnije sazrevanje biofilma (Quirynen i Bollen, 1995).
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1.5.2 Uticaj kontaktnog ugla (ugla kvasenja) i povrSinske slobodne energije materijala za izradu
zubne nadoknade

Drugi vazan faktor koji uti¢e na adheziju mikroorganizama na povrSini zubne nadoknade
predstavljaju kontaktni ugao (ugao kvasenja) i povrsinska slobodna energija (engl. surface free
energy (SFE)) materijala od kojeg je nadoknada izradena.

Kontaktni ugao (ugao kvasenja) materijala predstavlja ugao izmeren izmedu kapi odredene
teCnosti 1 povrSine materijala neposredno nakon njihovog dodira. PovrSine materijala sa
vrednostima kontaktnih uglova razli¢itih te¢nosti nizim od 90° pokazuju poviSene vrednosti SFE, te
se mogu okarakterisati kao hidrofilne (sa vec¢im kvasenjem) dok povrsine sa izmerenim kontaktnim
uglovima vi§im od 90° ukazuju na nize vrednosti SFE i hidrofobni karakter (sa manjim kvasenjem)
(Law, 2014).

U prethodnim studijama na konvencionalno izradenim dentalnim materijalima pokazano je
da su s mikrobioloskog aspekta kontaktni ugao i SFE materijala od podjednakog znacaja kao i
hrapavost njegove povrsine (De-la-Pinta i sar., 2019). Medutim, misljenja na koji na¢in uti¢u na
adheziju mikroorganizama na povr$ini materijala su podeljena.

Rezultati brojnih istrazivanja demonstrirali su da hidrofilni materijali sa poviSenim
vrednostima SFE imaju vecu sklonost ka kolonizaciji bakterija na svojoj povrsini (Hao i sar., 2018;
Teughels i sar., 2006), suprotno od druge grupe autora koja tvrdi da materijali sa hidrofobnim
svojstvom povrSine 1 nizim vrednostima SFE omogucavaju bolje uslove za adheziju
mikroorganizama iz usne duplje (Song i sar., 2015). Tre¢a grupa autora, ipak, konstatuje da su
povrsine sa umereno hidrofilnim ili hidrofobnim ponasanjem sposobnije da vezu bakterije u
poredenju sa ekstremno hidrofobnim ili hidrofilnim povrSinama (Sterzenbach i sar., 2020; Zhang X
i sar., 2013).

1.5.3 Uticaj hemijskog sastava materijala za izradu zubne nadoknade

Opste prihvacena tvrdnja je da je postupak zavrSne mehanicke obrade i poliranja od
presudnog znacaja prilikom postizanja glatke i sjajne topografije povrSine materijala. Medutim, ¢ak

i savrSeno ispolirani materijali takode mogu ispoljiti nepravilnosti u povrsinskoj morfologiji ¢ime
su skloni ve¢em prisustvu mikroorganizama na svojoj povrsini.

Kao glavni razlog za pomenutu tvrdnju uzima se indirektan ili direktan uticaj komponenti
hemijskog sastava materijala na adheziju mikroorganizama na njegovoj povrsini. Indirektan uticaj
predstavlja ¢injenicu da se stomatoloski materijali, pogotovo dentalni polimeri, sastoje od brojnih
sastojaka poput razli¢itih vrsta organskog matriksa i dodatih neorganskih punila u vidu smole,
keramicCkih Cestica, fluora ili metalnih jona. Oni zatim, kombinovani u razli¢itim procentima,
stvaraju manje ili viSe heterogenu povr$inu materijala koju je izuzetno tesko potpuno zaravniti i
uglacati prilikom postupaka zavr$ne mehanicke obrade i poliranja (Ozel i sar., 2017; Sarac i sar.
2006).

Pod direktnim uticajem podrazumevaju se uslovi oralne sredine u kojoj se u prisustvu
pljuvacke adhezija mikroorganizama zasniva na fizicko-hemijskim interakcijama izmedu
mikroorganizma i povrs§ine zubne nadoknade, kao i da svaki sastojak materijala od kojeg je
nadoknada izradena moze na neki nacin favorizovati ili inhibirati formiranje oralnog biofilma na
njenoj povrsini (Cazzaniga i sar., 2017; Souza i sar., 2016).
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Kao jedan od primera opisuje se se tzv. fenomen zaCaranog kruga. Naime, Karakteristike
pojedinih komponenti materijala za izradu zubne nadoknade, kao $to su kompoziti na bazi smole,
mogu doprineti adheziji mikroorganizama. Potom, sazrevanjem biofilma produkti bakterija biofilma
poput enzima esteraza prodiru u strukturu kompozitnog materijala i uti¢u na razgradnju njegovih
delova, te izmedu ostalog dovode i do promena karakteristika povr§ine materijala i favorizovanja
dodatne akumulacije mikroorganizama na istim (Delaviz i sar., 2014).

Takode, legure metala pokazuju afinitet ka pojedinim bakterijama poput predstavnika roda
Streptococcus koji poseduju sposobnost lucenja kiselih supstanci, kao Sto su sulfidi i amonijak.
Pomenuti produkti njihovog metabolizma zatim doprinose snizavanju pH vrednosti u usnoj duplji
Sto izaziva koroziju legure metala i oslobadanje oksida sa povrSine metalne zubne nadoknade u
usnu duplju. Kao posledica toga, izuzev ugrozavanja oralnog i opsteg zdravlja dolazi i do osSte¢enja
povrsine same nadoknade sa posledi¢cnom povec¢anom akumulacijom mikroorganizama (Lu i sar.,
2017; Zhang S i sar., 2016).

Osim toga, kao $to je ranije naglaseno, vazan uticaj na hemijski sastav materijala i samim
tim na Kkarakteristike njegove povrSine i prijemc¢ivost ka mikroorganizmima ispoljava i nacin
pripreme materijala. Poredenjem konvencionalno izradenih i mas$inski obradivih materijala
pokazano je da je uvodenje sistema masSinske obrade omogucilo izradu nadoknada ¢ije su povrsSine
homogenije, manje porozne i posledi¢no manje podlozne adheziji mikroorganizama (Al-Fouzan i
sar., 2017, Bidra i sar., 2013).

1.5.4 Uticaj povrsinske slobodne energije mikroorganizama

Osim povrsinske slobodne energije materijala za izradu zubne nadoknade, u pogledu njenog
afiniteta ka adheziji mikroorganizama od izuzetne vaznosti je i navedena karakteristika povrsine
samog mikroorganizma.

Opste je poznato da mikroorganizmi sa hidrofilnim povrSinama preferiraju povrsine zubnih
nadoknada sa hidrofilnim karakterom dok oni sa hidrofobnim svojstvima povrSine pokazuju vecu
sklonost ka adheziji na hidrofobnim povrSinama zubnih nadoknada. Dakle, $to su medusobno
pribliznije vrednosti povrsinskih slobodnih energija materijala i mikroorganizma, veéa je
verovatnoc¢a njihovog spoja (An i Friedman, 1998).

Kao razlog se ovu konstataciju pojedini autori navode Cinjenicu da ukoliko je povrSina
materijala hidrofilna, na njoj ¢e se lakSe zadrzavati sloj te€nosti ¢ime je posledicno otezan direktan

kontakt izmedu te povrSine 1 mikroorganizma sa hidrofobnim karakterom povrSine (Dal Piva i sar.,
2018).

1.5.5 Uticaj prisustva pljuvacke

Kada se testira sklonost zubne nadoknade ka adheziji mikroorganizama bez prisustva
pljuvacke, karakteristike povr$ine materijala u njenom sastavu nedvosmisleno poseduju najveci
uticaj u tom procesu. Medutim, u dinamickom okruZenju usne duplje prisustvo pljuvacke ispoljava
jednaku, ako ne i vazniju ulogu u formiranju biofilma na povr$ini zubne nadoknade.

Uticaj pljuvacke moze biti dvojak. S jedne strane, kao §to je ranije objasnjeno, pojedini
organski molekuli u sastavu prethodno formirane pljuvacne pelikule na povrsini zubne nadoknade
ispoljavaju receptorsku ulogu u adheziji mikroorganizama c¢ime favorizuju nastanak oralnog
biofilma.
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Medutim, pljuvacka poseduje i odbrambenu ulogu. Rezultati prethodnih studija
demonstrirali su uticaj lizozima, specifi¢nih enzima pljuvacke, u razlaganju celijskog zida bakterija,
kao i ulogu laktoferina, glikoproteina u njenom sastavu, koji poseduje sposobnost vezivanja jona Fe
u usnoj duplji oduzimaju¢i ga mikroorganizama za Ciji je rast esencijalan (Dawes i sar., 2015).
Dalje, specifi¢ni pozitivno naelektrisani peptidi u sastavu pljuvacke, kao $to su defenzini, histatini i
staterini, poseduju sposobnost direktne veze za negativno naelektrisanu povr§inu membrane
mikroorganizma formirajuci pore na istoj ¢ime dovode do fatalnog izlaska vitalnih sastojaka iz
¢elije mikroorganizma (Mochon i Liu, 2008). Osim toga, pokazano je da pljuvacka poseduje i
sposobnost menjanja nanotopografije povrsine materijala ¢ime do odredene mere moze popuniti
nepravilnosti povrSine poput mikropukotina i zlebova, te indirektno dovesti i do smanjenja
zadrzavanja mikroorganizama (Hannig i Hannig, 2009). Takode, dobro je poznato i spirajuce
dejstvo pljuvacke u eliminaciji biofilma sa povrSine zubne nadoknade. Medutim, ova uloga nije
efikasna ukoliko se povrsina odlikuje izuzetnim nepravilnostima u kojima su mikroorganizmi
zaSticeni od uticaja pljuvacke (Dawes i sar., 2015).

1.5.6 Uticaj prisustva drugih mikroorganizama

Na adheziju pojedinih mikroorganizama za povrSinu materijala zubne nadoknade znacajno
utice 1 komunikacija sa drugim prisutnim mikroorganizama u usnoj duplji. Kao primer se moZe
uzeti P. gingivalis, sekundarni kolonizator koji je veoma osetljiv na pH vrednost usne duplje nizu
od 6,5. Medutim, u prisustvu F. nucleatum i P. intermedia koji poseduju sposobnost fermentacije
aminokiselina u amonijak i organske kiseline, kiselost sredine usne duplje se smanjuje, te se stvara
neutralno okruzenje pogodno za rast i razvoj P. gingivalis (Takahashi N, 2003). Osim toga,
F. nucleatum Iuci i COz koji obezbeduje neophodne kapnofilne uslove za rast P. gingivalis (Diaz i
sar., 2002) dok metabolizam P. gingivalis u subgingivalnom plaku mozZe biti priliéno ubrzan i u
prisustvu V. parvula zahvaljuju¢i luéenju vitamina K od strane pomenute bakterije (Marcotte i
Lavoie, 1998).

S druge strane, nekoliko istrazivanja na oralnim streptokokama pokazalo je znacajnu
inhibitornu aktivnost Strep. mutans ka drugim predstavnicima roda Streptococcus, kao $to su Strep.
gordonii, Strep. mitis, Strep. sanguinis i Strep. oralis. Razlog za ovo opaZanje pripisuje se
kompeticiji tj. konkurenciji viSe razli¢itih vrsta streptokoka za jedno receptorsko mesto i ¢injenici
da ¢e Strep. mutans inhibirati adheziju drugih streptokoka ukoliko prvi kolonizuje pljuva¢nu
pelikulu na povrsini zubne nadoknade (Becker i sar., 2002). Osim toga, jedni od proizvoda
metabolizma Strep. mutans su mle¢na kiselina i mutacin koji inhibiraju rast i razvoj Strep.
sanguinis (Kreth i sar., 2005) dok zauzvrat Strep. sanguinis i Strep. gordonii u velikim koli¢inama
produkuju H202, na ¢ije prisustvo je Strep. mutans izrazito osetljiv (Baldeck i Marquis, 2008).

1.5.7 Uticaj stanja oralnih tkiva

Uzimajuci u obzir faktore koji utiu na formiranje oralnog biofilma na povrsini zubne
nadoknade u usnoj duplji, ne bi trebalo izostaviti i uticaj stanja oralnih tkiva. Prethodno prisustvo
infekcija oralnih tkiva i imunokompromitovano stanje u usnoj duplji smatraju se rizikom za
nastanak odredenih bolesti.

Konkretno, pacijent koji poseduje veliki broj aktivnih karijesnih lezija na zubnim tkivima
imace Vve¢i rizik za nastanak karijesa na drugim zubima zahvaljujuc¢i obimnom prisustvu kariogenih
bakterija u usnoj duplji dok ¢e pacijenti sa kompromitovanim parodontalnim statusom biti pacijenti
rizika za nastanak hroni¢nih infekcija parodontalnih i peri-implantatnih tkiva.
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2. RADNA HIPOTEZA | CILJEVI
ISTRAZIVANJA






Problematika definisanja masinski obradivog dentalnog materijala sa zadovoljavaju¢im
karakteristikama koje mu omogucavaju harmonic¢an odnos sa ¢vrstim i mekim tkivima usne duplje
uz ogranicavanje adhezije mikroorganizama na svojoj povrsini podstakla je ideju sprovodenja
ovakve vrste istrazivanja.

Do danasnjeg dana nije obavljena studija koja bi se fokusirala na karakteristike povrSine
masinski obradivih dentalnih materijala i uticaj istih na adheziju mikroorganizama nakon zavrsne
mehanicke obrade i poliranja materijala prema uputstvu proizvodaca.

Opseg istrazivanja obuhvatio je ispitivanje karakteristika povrSine razli¢itih masSinski
obradivih dentalnih materijala, ispitivanje formiranog biofilma razli¢itih mikroorganizama na
povrsinama navedenih materijala u in vitro uslovima, kao i ispitivanje ukupno formiranog biofilma
mikroorganizama usne duplje na povr§inama navedenih materijala u in situ uslovima.

2.1 Radna hipoteza

MaSinski obradivi dentalni materijali, iako na isti nafin pripremljeni, zavrSno mehanicki
obradeni i ispolirani prema uputstvu proizvodaca, ispoljavaju razliitosti u karakteristikama
povrsine koje dovode do povecane sklonosti ka adheziji mikroorganizama na povrSini jednog
materijala u poredenju s drugim.

2.2 Ciljevi istrazivanja

1. lIspitati i uporediti karakteristike povrSine (povrsinska hrapavost, kontaktni ugao i povrsinska
slobodna energija) razli¢itih maSinski obradivih dentalnih materijala (kompozit na bazi
smole, poli (metil metakrilat), poli (etar etar keton), cirkonija polirana, cirkonija glazirana i
kobalt-hrom legura).

2. Ispitati povezanost karakteristika povrSine razli¢itih masinski obradivih dentalnih materijala.

3. lspitati i uporediti izmedu razli¢itih maSinski obradivih dentalnih materijala formiran
monomikrobni biofilm razli¢itih mikroorganizama usne duplje (Streptococcus mutans,
Streptococcus oralis, Veillonella parvula, Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas
gingivalis, Candida albicans) na njihovim povr$inama u in vitro uslovima.

4. lspitati povezanost karakteristika povr$ine razli¢itih masinski obradivih dentalnih materijala
i formiranog monomikrobnog biofilma razli¢itih mikroorganizama usne duplje na njihovim
povrsinama U in vitro uslovima.

5. Ispitati 1 uporediti izmedu razli¢itih maSinski obradivih dentalnih materijala ukupno
formiran biofilm mikroorganizama usne duplje na njihovim povrSinama u in situ uslovima.

6. lIspitati povezanost karakteristika povrSine razli¢itih masinski obradivih dentalnih materijala

i ukupno formiranog biofima mikroorganizama usne duplje na njihovim povrSinama u in
situ uslovima.
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3. MATERIJALI | METODE






3.1 Etic¢ki standard

Istrazivanje je sprovedeno na Klinici za stomatolosku protetiku i u Laboratoriji za bazi¢na
istrazivanja Stomatoloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu, na Masinskom fakultetu Univerziteta
u Beogradu, na Fizickom fakultetu Univerziteta u Beogradu, kao i na Rudarsko-geoloskom
fakultetu Univerziteta u Beogradu. Svi sprovedeni postupci bili su u skladu sa etickim standardima
Helsinske deklaracije iz 1964. godine i njenim kasnijim izmenama Kkoji se odnose na istrazivanja
koja ukljucuju humane subjekte. I1zvodenje studije odobrio je Eti¢ki odbor Stomatoloskog fakulteta
Univerziteta u Beogradu (broj odobrenja 36/18).

3.2 Priprema uzoraka

U istrazivanje je ukljuceno pet razlic¢itih masinski obradivih dentalnih materijala: kompozit
na bazi smole, poli (metil metakrilat), poli (etar etar keton), cirkonijum-dioksidna keramika
(cirkonija) i kobalt-hrom legura. Za svaki ispitivani materijal formirana je po jedna grupa uzoraka
izuzev cirkonije koja je podeljena u dve grupe, cirkonija polirana i cirkonija glazirana, dajuci
ukupan broj od Sest grupa uzoraka koris¢enih u studiji. Za svaku grupu pripremljeno je po 79
uzoraka (n = 79), ukupno 474 uzorka oblika diska, prec¢nika 5 mm i debljine 2 mm. Kompletan opis
materijala koris¢enih u studiji, kao i njihov raspored po grupama predstavljen je u tabeli 3.1, sa
prikazom materijala datim na slici 3.1.

Tabela 3.1. MaSinski obradivi dentalni materijali kori$¢eni u studiji.

Materijal Grupa Hemijski sastav Naziv produkta Proizvoda¢
. . . VOCO
0 Hl
Kom_p02|t na KBS 27% ngorgansklh pur_nlaca U Syuctur CAD Kukshaven,
bazi smole polimernom matriksu .
Nemacka
. . : Ivoclar Vivadent
Poli (metil Dvostruko umrezeni . x '
metakrilat) PMMA poli (metil metakrilat) Ivotion dent San,

Lihtenstajn

Bredent group,

Poli (etar etar 20% keramickih punilaca,

keton) PEEK veli¢ina ¢estica 0,3 - 0,5 pm breCAM.BioHPP Zendevn'
Nemacka
Cirkoniiums 88 - 95,5% ZrO»
xony CP 4.5 - 7% Y,03 Ivoclar Vivadent,
dioksidna IPS e.max <
- < 5% HfO2 . . San,
keramika 0 ZirCAD Prime R
(cirkonija) cG <1% AIgOs N Lihtenstajn
< 1,5% drugi oksidi
63% Co Ivoclar Vivadent
Kobalt-hrom CoCr 29% Cr Colado CAD San '
0, )
legura 6% Mo CoCrType 4 Lihtenstajn

< 2% Fe, Mn, Si, Nb

KBS - kompozit na bazi smole; PMMA - poli (metil metakrilat); PEEK - poli (etar etar keton);
CP - cirkonija polirana; CG - cirkonija glazirana; CoCr - kobalt-hrom legura.
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Ivotion Dent

voclar .
| digital:

Colado® CAD CoCr4
te.max i )

98.5- 15 mm

ZirCAD Prime

ivoclar °.
T digital:
voclar
digital:

Slika 3.1. Masinski obradivi dentalni materijali koris¢eni u studiji: (a) Kompozit na bazi smole
(Structur CAD, VOCO, Kukshaven, Nemacka). (b) Poli (metil metakrilat) (Ivotion dent, Ivoclar
Vivadent, San, Lihtenstajn). (c) Poli (etar etar keton) (breCAM.BioHPP, Bredent group, Zenden,
Nemacka). (d) Cirkonijum-dioksidna keramika (cirkonija) (IPS e.max ZirCAD Prime, Ivoclar
Vivadent, San, Lihtenstajn). (e) Kobalt-hrom legura (Colado CAD CoCr Type 4, Ivoclar Vivadent,
San, Lihtenstajn).

3.2.1 Priprema uzoraka od kompozita na bazi smole
Priprema uzoraka od kompozita na bazi smole (KBS) odvijala se u tri koraka:

e Priprema KBS materijala za seCenje;
e lzrada preliminarnih KBS uzoraka;
e lzrada definitivnih KBS uzoraka.

Prvi korak u izradi podrazumevao je pripremu KBS materijala za seCenje u specijalno
dizajniranoj masini (Isomet 4000, Linear Precision Saw, Buehler, Lejk Blaf, Ilinois, SAD) (Slika
3.2a). Naime, KBS disk (Structur CAD, VOCO, Kukshaven, Nemacka), pre¢nika 98,5 mm i
debljine 20 mm (Slika 3.1a), najpre je iseCen u uredaju za frezovanje (Dental laboratory saw A5601
CUT, Dentalfarm, Torino, Italija) do oblika $tapica, popre¢nog preseka 5 mm x 5 mm i debljine 20
mm. Za potrebe sefenja u masini tako pripremljeni Stapi¢i najpre su morali biti pri¢vr§éeni u
metalnu stegu (Slika 3.2b). U cilju postavljanja u stegu, stapi¢ima je prethodno napravljeno postolje
od tvrdog gipsa (Tvrdi gips tip 1V, Galenika, Beograd, Srbija) tako $to je u gotove gumene kalupe
oblika kvadra uliven pripremljen tvrdi gips, te su u tako ispunjene kalupe za vreme radne faze
vezivanja tvrdog gipsa upravno uronjeni KBS Stapici tako da gipsano postolje prekriva najmanje 5
mm duzine Stapica (Slika 3.2c). Nakon zavrSene definitivne faze vezivanja tvrdog gipsa (1 h
kasnije), KBS stapici sa gipsanim postoljem pazljivo su prstima istisnuti iz kalupa (Slika 3.2d).
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U drugom koraku izvrsena je izrada preliminarnin KBS uzoraka. Prethodno pripremljeni
KBS stapi¢i sa gipsanim postoljem postavljeni su u stegu i pri¢vrs¢eni u masini za secenje. Prilikom
seCenja koris¢eno je secivo sa dijamantskim vrhom debljine 0,5 mm (15LC, Buehler, Lejk Blaf,
Ilinois, SAD) (Slika 3.2e) dok je sam proces seenja obavljen brzinom 2500 obrtaja/min i u
prisustvu konstantnog hladenja vodenim mlazom. Prvi presek izvrsen je kako bi se dobila potpuno
ravna povrsina vrha Stapi¢a i kako bi se ustanovio pocetni polozaj masine za secenje (Slika 3.2f).
Naime, polozaj seCiva u masini za seCenje moguce je menjati okretanjem rucice. MaSina je
kalibrisana tako da pet punih krugova prilikom okretanja rucice iznosi 2 mm pomeranja seciva. Na
taj na¢in omoguéeno je da svaki preliminarni KBS uzorak bude debljine ta¢no 2 mm, te su kao
rezultat drugog koraka dobijeni preliminarni KBS uzorci bili oblika kvadra, popre¢nog preseka 5
mm x 5 mm i debljine 2 mm.

Slika 3.2. Priprema uzoraka od kompozita na bazi smole: (a) MaSina za secenje (Isomet 4000,
Linear Precision Saw, Buehler, Lejk Blaf, Ilinois, SAD. (b) Metalna stega. (c) Stapi¢i materijala
uronjeni u gumene kalupe sa tvrdim gipsom. (d) Stapi¢i materijala sa gipsanim postoljem.
(e) Secivo sa dijamantskim vrhom debljine 0,5 mm (15LC, Buehler, Lejk Blaf, llinois, SAD).
(f) Proces seCenja uzoraka.

Trec¢i korak u pripremi uzoraka KBS grupe podrazumevao je izradu definitivnih KBS
uzoraka. Prethodno pripremljeni preliminarni KBS uzorci podlegli su najpre procesu zavr$ne
mehanic¢ke obrade ¢ime su preoblikovani iz oblika kvadra u Zeljeni oblik diska, pre¢nika 5 mm i
debljine 2 mm. Proces zavr$ne mehanicke obrade i poliranja obavljen je prema uputstvu
proizvodaca. Prva faza je podrazumevala upotrebu gumice za poliranje (Politip Polisher Refill
Flame, Ivoclar Vivadent, San, Lihtenstajn) (Slika 3.3a) pricvriéene za kolenjak (Alegra WE-56
LED G, W & H Dentalwerk International, Burmoos, Salcburg, Austrija), koriste¢i kruzne pokrete,
pri brzini 20000 obrtaja/min i bez prisustva hladenja vodenim mlazom. Nakon toga, usledilo je
zavr$no poliranje Cetkicom od kozje dlake (Polishing Brush 110 104 190 White/5, Meisinger,
Ivoclar Vivadent, San, Lihtenstajn) (Slika 3.3b) pri¢vri¢ene za nasadnik (Alegra HE-43, W & H
Dentalwerk International, Burmoos, Salcburg, Austrija), koriste¢i takode kruzne pokrete, pri brzini
20000 obrtaja/min, bez prisustva hladenja vodenim mlazom i u kombinaciji sa pastom za poliranje
(Universal Polishing Paste, Ivoclar Vivadent, San, Lihtenstajn) (Slika 3.3c). Kao krajnji rezultat
napravljeno je 79 definitivnih uzoraka KBS grupe (n = 79) oblika diska, pre¢nika 5 mm i debljine 2
mm.
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Slika 3.3. Instrumenti i materijali za zavr$nu mehani¢ku obradu i poliranje uzoraka od kompozita
na bazi smole: (a) Gumica za poliranje (Politip Polisher Refill Flame, Ivoclar Vivadent, San,
Lihtenstajn). (b) Cetkica od kozje dlake (Polishing Brush 110 104 190 White/5, Meisinger, Ivoclar
Vivadent, San, Lihtenstajn). (c) Pasta za poliranje (Universal Polishing Paste, Ivoclar Vivadent,
San, Lihtenstajn).

3.2.2 Priprema uzoraka od poli (metil metakrilata)
Priprema uzoraka od poli (metil metakrilata) (PMMA) odvijala se takode u tri koraka:

e Priprema PMMA materijala za secenje;
e lzrada preliminarnih PMMA uzoraka;
e lzrada definitivnih PMMA uzoraka.

Prvi i drugi korak u izradi bili su u potpunosti identi¢ni onima prilikom izrade uzoraka KBS
grupe. Najpre je PMMA materijal pripremljen za seCenje u masini. PMMA disk (lvotion dent,
Ivoclar Vivadent, San, Lihtenstajn), precnika 98,5 i debljine 20 mm (Slika 3.1b), upotrebljen je za
izradu PMMA Sstapica koji su bili istih dimenzija i na isti na¢in pripremljeni poput prethodno
opisanih KBS §tapi¢a. Usledila je zatim izrada preliminarnih PMMA uzoraka seCenjem S$tapic¢a U
masini, koristec¢i identi¢no se€ivo, brzinu secenja, prisustvo konstantnog hladenja vodenim mlazom
i identi¢nu kalibraciju masine poput procedure sec¢enja KBS Stapic¢a. Kao rezultat drugog koraka
dobijeni su preliminarni PMMA uzorci koji su takode bili oblika kvadra, popre¢nog preseka 5 mm
x 5 mm i debljine 2 mm.

Poslednji korak u pripremi uzoraka ove grupe podrazumevao je izradu definitivnih PMMA
uzoraka. Prethodno pripremljeni preliminarni PMMA uzorci podlegli su najpre procesu zavr$ne
mehanicke obrade prema uputstvu proizvodaca, upotrebom rotirajucih instrumenata pri¢vrs¢enih za
nasadnik, koriste¢i kruzne pokrete, istu brzinu seenja i odsustvo hladenja vodenim mlazom kao
poput izrade definitivnin KBS uzoraka. Prva faza je podrazumevala grubu mehanicku obradu
upotrebom cetkice od koZe (Polishing Brush 140 104 220 Grey Leather/5, Meisinger, Ivoclar
Vivadent, San, Lihtenstajn) (Slika 3.4a), pra¢enu finom mehani¢kom obradom upotrebom abrazivne
gumice srednje gruboce Cestica (Abraso-Gum Acrylic Polisher Medium, Bredent group, Zenden,
Nemacka) (Slika 3.4b). Proces poliranja PMMA uzoraka zapocet je upotrebom Cetke za struganje
(Polishing Brush B27 Wood Center 207-0027, Rite Dent, Sialkot, Pakistan) (Slika 3.4c) u
kombinaciji sa prahom plovuéca (PoloDent Pumice Powder, Polo MB, Oistervijk, Holandija) (Slika
3.4d). Naposletku, poliranje do visokog sjaja obavljeno je upotrebom ¢&etkice od pamuka (Polishing
Brush 150 104 220 Cotton White/5, Meisinger, Ivoclar Vivadent, San, Lihtenstajn) (Slika 3.4e) u
kombinaciji sa, ranije pomenutom, pastom za poliranje (Slika 3.4f). Kao krajnji rezultat napravljeno
je 79 definitivnih uzoraka PMMA grupe (n = 79) oblika diska, pre¢nika 5 mm i debljine 2 mm.
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Slika 3.4. Instrumenti i materijali za zavrSnu mehanicku obradu i poliranje uzoraka od poli (metil
metakrilata): (a) Cetkica od koze (Polishing Brush 140 104 220 Grey Leather/5, Meisinger, Ivoclar
Vivadent, San, Lihtenstajn). (b) Abrazivna gumica srednje gruboée &estica (Abraso-Gum Acrylic
Polisher Medium, Bredent group, Zenden, Nemacka). (c) Cetka za struganje (Polishing Brush B27
Wood Center 207-0027, Rite Dent, Sialkot, Pakistan). (d) Prah plovu¢ca (PoloDent Pumice Powder,
Polo MB, Oistervijk, Holandija). (e) Cetkica od pamuka (Polishing Brush 150 104 220 Cotton
White/5, Meisinger, Ivoclar Vivadent, San, Lihtenstajn). (f) Pasta za poliranje (Universal Polishing
Paste, Ivoclar Vivadent, San, Lihtenstajn).

3.2.3 Priprema uzoraka od poli (etar etar ketona)

Priprema uzoraka od poli (etar etar ketona) (PEEK) odvijala se u tri koraka, sli¢no poput
pripreme KBS i PMMA uzoraka:

e Priprema PEEK materijala za secenje;
e lzrada preliminarnih PEEK uzoraka;
e lzrada definitivnih PEEK uzoraka.

Na identican nacin kao prilikom pripreme KBS i PMMA uzoraka obavljena su prva dva
koraka u izrada uzoraka PEEK grupe. 1z PEEK diska (breCAM.BioHPP, Bredent group, Zenden,
Nemacka), pre¢nika 98,5 mm i debljine 20 mm (Slika 3.1c), napravljeni su najpre PEEK S§tapici,
dimenzija poput KBS i PMMA $tapica. Stapi¢i su zatim upotrebljeni za setenje u masini, koriste¢i
potpuno iste uslove secenja. Na taj nacin dobijeni su preliminarni PEEK uzorci koji su poput
preliminarnin KBS i PMMA uzoraka takode bili oblika kvadra, popre¢nog preseka 5 mm x 5 mm i
debljine 2 mm.
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Tre¢i korak u izradi uzoraka PEEK grupe podrazumevao je izradu definitivnih PEEK
uzoraka. U prvoj fazi, pripremljeni preliminarni PEEK uzorci zavr$no su mehanicki obradeni prema
uputstvu proizvodaca. Proces je podrazumevao upotrebu volfram karbidnog svrdla (HM cutter 2.3
mm @ with conical round, Bredent group, Zenden, Nemacka) (Slika 3.5a) pri¢vrs¢enog za
visokoturaznu masinu (Alegra TE-97, W & H Dentalwerk International, Burmoos, Salcburg,
Austrija), koriste¢i kruzne pokrete, pri brzini 40000 obrtaja/min i uz prisustvo konstantnog hladenja
vodenim mlazom. Prilikom procedure zavr$nog poliranja upotrebljena je abrazivna gumica velike
gruboce Cestica (Abraso-Gum Acrylic Polisher Rough, Bredent group, Zenden, Nemacka) (Slika
3.5b), pra¢ena upotrebom, ranije pomenute, abrazivne gumice srednje gruboce Cestica (Slika 3.5c),
obe pri¢vrséene za nasadnik, koristeci istu brzinu seéenja i odsustvo hladenja vodenim mlazom, kao
prilikom izrade KBS i PMMA uzoraka. Kao krajnji rezultat napravljeno je 79 definitivnih uzoraka
PEEK grupe (n = 79) oblika diska, pre¢nika 5 mm i debljine 2 mm.

a) b) c)

Slika 3.5. Instrumenti za zavr§nu mehani¢ku obradu i poliranje uzoraka od poli (etar etar ketona):
(a) Volfram karbidno svrdlo (HM cutter 2.3 mm @ with conical round, Bredent group, Zenden,
Nemacka). (b) Abrazivna gumica velike gruboce Cestica (Abraso-Gum Acrylic Polisher Rough,
Bredent group, Zenden, Nemacka). (C) Abrazivna gumica srednje gruboce Cestica (Abraso-Gum
Acrylic Polisher Medium, Bredent group, Zenden, Nemacka).

3.2.4 Priprema uzoraka od cirkonijum-dioksidne keramike (cirkonije)
Priprema uzoraka od cirkonijum-dioksidne keramike (cirkonije) odvijala se u Cetiri koraka:

Izrada presinterovanih probnih uzoraka cirkonije;
Priprema presinterovanog materijala cirkonije za seéenje;
Izrada presinterovanih preliminarnih uzoraka cirkonije;
Izrada definitivnih uzoraka cirkonije.

Kao $§to je ranije objaSnjeno, zbog izuzetne ¢vrstoce i skoro nemoguce mehani¢ke obrade
sinterovane (ocvrsle) cirkonije, u cilju izrade uzoraka ovog materijala koris¢ena je presinterovana
(neocvrsla) cirkonija nakon ¢ega su uzorci podlegli procesu sinterovanja, te na taj nacin poprimili
konacan oblik i karakteristike. Presinterovana cirkonija predstavlja materijal slabijih mehanickih
osobina i podesan je za obradu, medutim podleze odredenom stepenu kontrakcije nakon procesa
sinterovanja. 1z navedenog razloga, prvi korak u izradi uzoraka od cirkonije podrazumevao je
izradu presinterovanih probnih uzoraka cirkonije razli¢itih dimenzija. Njihova svrha bila je da se
utvrdi tacan iznos kontrakcije cirkonije nakon procesa sinterovanja. Na taj nacin bi se definisale
dimenzije presinterovanih uzoraka koji bi se nakon sinterovanja kontrahovali tacno do Zzeljenog
oblika diska, pre¢nika 5 mm i debljine 2 mm.
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Disk presinterovane cirkonije (Ivotion IPS e.max ZirCAD Prime, Ivoclar Vivadent, San,
Lihtenstajn), pre¢nika 98,5 mm i debljine 20 mm (Slika 3.1d), najpre je kao prilikom izrade KBS,
PMMA i PEEK uzoraka isecen u uredaju za frezovanje do Stapica oblika kvadra, popre¢nog preseka
6 mm x 6 mm i debljine 20 mm. Takode, za potrebe seCenja u masini napravljeni Stapi¢i sa
gipsanim postoljem morali su biti pri¢vrs¢eni u metalnu stegu. Medutim, za razliku od secenja
KBS, PMMA i PEEK S§tapi¢a, masina je ovoga puta bila kalibrisana da ise¢e dva probna uzorka
debljine 3 mm S$to je iznosilo sedam krugova okretanja rucice na masini i dva probna uzorka
debljine 2,5 mm $to je iznosilo Sest i po krugova okretanja rucice na masini. Nakon secenja,
izvrSena je mehanicka obrada uzoraka pomocu freze (Tungsten Carbide Cutter HM251FX Fine,
Meisinger, Ivoclar Vivadent, San, Lihtenstajn) pri¢vri¢ene za nasadnik, koriste¢i kruzne pokrete,
pri brzini 20000 obrtaja/min i bez prisustva hladenja vodenim mlazom ¢ime su napravljena cetiri
probna uzorka cirkonije razli¢itih dimenzija (Slika 3.6):

Uzorak 1, pre¢nika 6 mm i debljine 3 mm (Slika 3.6a);
Uzorak 2, pre¢nika 5,5 mm i debljine 3 mm (Slika 3.6b);
Uzorak 3, pre¢nika 6 mm i debljine 2,5 mm (Slika 3.6¢);
Uzorak 4, pre¢nika 5,5 mm i debljine 2,5 mm (Slika 3.6d).

a) b) c) d)

S 7

E5,5mm; E 6 mm ; E5,5mmB

Slika 3.6. Probni uzorci cirkonije razli¢itih dimenzija: (a) Uzorak 1, pre¢nika 6 mm i debljine 3
mm. (b) Uzorak 2, pre¢nika 5,5 mm i debljine 3 mm. (c) Uzorak 3, pre¢nika 6 mm i debljine 2,5
mm. (d) Uzorak 4, pre¢nika 5,5 mm i debljine 2,5 mm.

Uzorci su zatim podvrgnuti procesu sinterovanja u peéi (Standard program for sintering of
IPS e.max ZirCAD Prime, Programat S1/S1 1600, Ivoclar Vivadent, San, Lihtenstajn), nakon ¢ega
su podlegli kontrakciji stekavsi nove dimenzije:

Uzorak 1, pre¢nika 5 mm i debljine 2,5 mm;
Uzorak 2, pre¢nika 4,5 mm i debljine 2,5 mm;
Uzorak 3, pre¢nika 5 mm i debljine 2 mm;
Uzorak 4, pre¢nika 4,5 mm i debljine 2 mm.

Na osnovu navedenih podataka moglo se uociti da je nakon sinterovanja kontrakcija svakog
uzorka iznosila oko 20%. Probni uzorak 3, pocetnog preénika 6 mm i debljine 2,5 mm, nakon
sinterovanja podlegao je kontrakciji stekavsi nove dimenzije, pre¢nik 5 mm i debljinu 2 mm, §to je
predstavljalo Zeljenu dimenziju svih uzoraka materijala kori§¢enih u istrazivanju. Na taj nacin
utvrdene su pocetne dimenzije presinterovanih uzoraka cirkonije.
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Drugi i treé¢i korak u izradi uzoraka cirkonije bili su, kao $to je prethodno opisano prilikom
izrade probnih uzoraka, identicni izradi KBS, PMMA i PEEK uzoraka s jedinom razlikom u
dimenzijama S$tapic¢a cirkonije koji su bili oblika kvadra, popre¢nog preseka 6 mm x 6 mm i
debljine 20 mm. Procedura seCenja Stapi¢a u masini podrazumevala je identi¢no secivo, brzinu
secenja i prisustvo konstantnog hladenja vodenim mlazom. Medutim, za razliku od izrade uzoraka
drugih materijala, prilikom secenja $tapica cirkonije masina je bila kalibrisana na Sest i po krugova
okretanja rucice tj. na seCenje uzoraka debljine 2,5 mm izrezujuci na taj nacin uzorke oblika kvadra,
popre¢nog preseka 6 mm x 6 mm i debljine 2,5 mm. Nakon toga, na isti na¢in kao prilikom izrade
probnih uzoraka izvrSena je mehaniCka obrada, te su uzorci oblika kvadra preoblikovani u
presinterovane preliminarne uzorke cirkonije oblika diska, pre¢nika 6 mm i debljine 2,5 mm.

Cetvrti i poslednji korak u izradi podrazumevano je izradu definitivnih uzoraka cirkonije.
Preliminarni presinterovani uzorci cirkonije najpre su sinterovani u peci po istom programu poput
sinterovanja probnih uzoraka, nakon ¢ega su podlegli kontrakciji dostizu¢i Zeljene dimenzije,
pre¢nik 5 mm i debljinu 2 mm. Nakon procesa sinterovanja, uzorci su podlegli procesu zavr§ne
mehanicke obrade i poliranja prema uputstvu proizvodaca. Prva faza podrazumevala je upotrebu
dijamantskog svrdla (Diamond Cylinder 881F Fine/5, Meisinger, Ivoclar Vivadent, San,
Lihtenstajn) (Slika 3.7a) pri¢vrs¢enog za visokoturaznu masinu, koriste¢i kruzne pokrete, pri brzini
40000 obrtaja/min i uz prisustvo konstantnog hladenja vodenim mlazom. Nakon toga, usledilo je
poliranje uzoraka gumicom (Jota Zirconflex Grinder, Jota, Ruti, Svajcarska) (Slika 3.7h),
pricvrs¢enom za nasadnik, koriste¢i takode kruzne pokrete, pri brzini 20000 obrtaja/min i bez
prisustva hladenja vodenim mlazom.

Uzorci su zatim podeljeni u dve grupe, cirkonija polirana (CP) i cirkonija glazirana (CG).
Na uzorcima CP grupe nisu sprovedeni dalji postupci u vezi sa njihovom zavrSnom obradom. S
druge strane, uzorci grupe CG premazani su po ¢itavoj povrsini tankim slojem glazure nastalim
usled mesanja glazurne paste (IPS Ivocolor Glaze Paste FLUO, Ivoclar Vivadent, San, Lihtenstajn)
i te¢nosti (IPS Ivocolor Mixing Liquid longlife, Ivoclar Vivadent, San, Lihtenstajn) (Slika 3.7c),
nakon Cega su uzorci kristalizovani u peci (Stains and Glaze firing program, Programat P142,
Ivoclar Vivadent, San, Lihtenstajn). Kao krajnji rezultat napravljeno je 158 definitivnih uzoraka
cirkonije, po 79 definitivnih uzoraka CP (n = 79) i CG grupe (n = 79) oblika diska, pre¢nika 5 mm i
debljine 2 mm.
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Slika 3.7. Instrumenti i materijali za zavr$nu mehanic¢ku obradu i poliranje uzoraka od cirkonije:
(a) Dijamantsko svrdlo (Diamond Cylinder 881F Fine/5, Meisinger, Ivoclar Vivadent, San,
Lihtenstajn). (b) Gumica za poliranje (Jota Zirconflex Grinder, Jota, Ruti, Svajcarska).
(c) Nanosenje sloja glazure po povrsini uzorka cirkonije.
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3.2.5 Priprema uzoraka od kobalt-hrom legure
Priprema uzoraka od kobalt-hrom legure (CoCr) odvijala se u dva koraka:

e lzrada preliminarnih CoCr uzoraka;
e lzrada definitivnih CoCr uzoraka.

Prvi korak u izradi CoCr uzoraka podrazumevao je izradu preliminarnin CoCr uzoraka.
CoCr disk (Colado CAD CoCr Type 4, Ivoclar Vivadent, San, Lihtenstajn), pre¢nika 98,5 mm i
debljine 15 mm (Slika 3.1e), najpre je iseCen pomocu masine za secenje upotrebom vodenog mlaza
(Water Jet 5X 3080, Knuth Machine Tools, Vazbek/Nojminster, Nemacka) (Slika 3.8), pri brzini
20000 mm/min. Kao rezultat dobijeni su preliminarni CoCr uzorci oblika diska, pre¢nika 5 mm i
debljine 2 mm.

Slika 3.8. Masina za se¢enje upotrebom vodenog mlaza (Water Jet 5X 3080, Knuth Machine Tools,
Vazbek/Nojminster, Nemacka).

Nakon izrade preliminarnin CoCr uzoraka pristupilo se zavr$noj mehani¢koj obradi i
poliranju istih prema uputstvu proizvodaca. Prva faza u tom procesu podrazumevala je upotrebu,
ranije pomenutog, volfram karbidnog svrdla (Slika 3.9a) pri¢vr§¢enog za visokoturaznu masinu, pri
brzini 40000 obrtaja/min i uz prisustvo konstantnog hladenja vodenim mlazom. Medutim, za razliku
od izrade uzoraka drugih grupa ispitivanin materijala, prilikom zavr$ne mehanicke obrade CoCr
uzoraka kori$¢eni su pokreti U jednom pravcu prateéi uputstva proizvodaca. Nakon toga, usledilo je
poliranje CoCr uzoraka upotrebom kamenéica (Diamond Polisher 9734G Medium, Meisinger,
Ivoclar Vivadent, San, Lihtenitajn) (Slika 3.9b) i gumice za poliranje (Finopol Polisher Wheel
Medium @ 22.0 x 3.0 mm, Fino, Bad Boklet, Nemacka) (Slika 3.9c), pri ¢emu su oba instrumenta
bila pri¢vrs¢ena za nasadnik, pri brzini 20000 obrtaja/min i bez prisustva hladenja vodenim
mlazom. Kao krajnji rezultat napravljeno je 79 definitivnih uzoraka CoCr grupe (n = 79) oblika
diska, pre¢nika 5 mm i debljine 2 mm.
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Slika 3.9. Instrumenti za zavrSnu mehani¢ku obradu i poliranje uzoraka od kobalt-hrom legure:
(a) Volfram karbidno svrdlo (HM cutter 2.3 mm @ with conical round, Bredent group, Zenden,
Nemacka). (b) Kamenci¢ za poliranje (Diamond Polisher 9734G Medium, Meisinger, lvoclar
Vivadent, San, Lihtenstajn). (c) Gumica za poliranje (Finopol Polisher Wheel Medium @ 22.0 x 3.0
mm, Fino, Bad Boklet, Nemacka).

Kompletna procedura pripreme, zavr$sne mehanicke obrade i poliranja uzoraka prema
uputstvu proizvodaca izvrSena je od strane iste osobe. Kao krajnji rezultat pripremljeno je 474
uzoraka, po 79 uzoraka od svake od Sest grupa materijala (n = 79). Svaki pripremljeni uzorak (Slika
3.10a) bio je oblika diska, pre¢nika 5 mm i debljine 2 mm. Provera kona¢nih dimenzija uzoraka
izvrSena je upotrebom digitalnog instrumenta za merenje (Lukas Tools Digital Caliper, Vogel,
Kevelaer, Nemacka) (Slike 3.10b i 3.10c).

a) b)

Slika 3.10. Krajnji rezultat pripreme uzoraka materijala: (a) Pripremljeni uzorak. (b) i (c) Merenje
pre¢nika i debljine uzoraka upotrebom digitalnog instrumenta za merenje (Lukas Tools Digital
Caliper, Vogel, Kevelaer, Nemacka).

3.2.6 Cis¢enje uzoraka

Pripremljeni uzorci o¢is¢eni su u ultrazvu¢nom kupatilu (BK-3A Ultrasonic cleaner, Baku,
Gvangzu, Kina), u prisustvu 70% etanola u trajanju od 5 min, kao i u prisustvu destilovane vode u
trajanju od dodatnih 5 min. O¢is¢eni uzorci zatim su osuSeni u prisustvu vazduha na sobnoj
temperaturi, nakon cega je svaka od dve strane uzorka izlozena prisustvu ultraljubic¢astog zracenja
na sobnoj temperaturi u trajanju od 30 min (Condo i sar., 2021; D’Ercole i sar., 2020; Fang i sar.,
2016; Silva i sar., 2018; Souza i sar., 2016). Tako pripremljeni uzorci ¢uvani su u sterilnim
plasti¢énim boc¢icama do dalje upotrebe.
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3.3 Ispitivanje karakteristika povrsine materijala
3.3.1 Merenje povrsinske hrapavosti

Merenje povrsinske hrapavosti obavljeno je na svih 79 uzoraka svake grupe ispitivanih
materijala (n = 79) upotrebom kontaktnog profilometra (Surface Roughness Tester TR200, Beijing
TIME High Technology, Peking, Kina) (Slika 3.11a).

Princip merenja zasniva se postavljanju specijalne sonde sa dijamantskim vrhom na deo
povrsine uzorka, nakon ¢ega se sonda krece po povrsini uzorka konstantnom brzinom (Slika 3.11b).
Tom prilikom hrapavost povr$ine uzorka izaziva pomeranje vrha sonde u pravcu upravnom na
pravac kretanja sonde cime se generiSe analogni signal na izlaznom kraju fazno osetljivog
ispravljaca, proporcionalan hrapavosti povrSine. Prikupljeni analogni podaci obraduju se zatim
digitalnim filtriranjem 1 izraCunavanjem parametara pomocu ¢ipa digitalnog signalnog procesora
(engl. digital signal processor), nakon ¢ega se rezultat merenja ocitava na ekranu uredaja.

Merenja su izvrSena pri slede¢im podeSenim parametrima uredaja (International
Organization for Standardization (ISO) 4288:1996):

Polupreénik dijamantskog vrha mernog instrumenta (engl. diamond tip) 5 um;
Duzina jednog segmenta merenja (engl. sampling length/cut off) 0,25 mm;
Ukupna duzina jednog merenja (engl. total length) 1,25 mm;

Brzina merenja (engl. sampling speed) 0,135 mm/s;

Opseg merenja (engl. pick-up measuring range) = 40 um;

Tacnost oc¢itavanja (engl. resolution) 0,02 mm;

Gausov filter raspodele podataka.

Rezultat povrsinske hrapavosti uzoraka materijala bitno se razlikuje u zavisnosti od toga da
li su merenja izvrSena u pravcu paralelnom sa pravcem upotrebe instrumenata prilikom procedure
zavr$ne mehanicke obrade 1 poliranja ili pod odredenim uglom u odnosu na isti. Iz tog razloga, na
svakom uzorku izvr$ena su tri merenja u tri razli¢ita pravca kako bi se dobili verodostojni rezultati
nezavisni od pravca zavr$ne mehani¢ke obrade i poliranja. Prva dva pravca merenja medusobno su
zaklapala ugao od 90° dok je tre¢i pravac merenja zaklapao 45° sa preostala dva pravca merenja

(Slika 3.11c).
c) \

Slika 3.11. Merenje povrsinske hrapavosti uzoraka materijala: (a) Kontaktni profilometar (Surface
Roughness Tester TR200, Beijing TIME High Technology, Peking, Kina). (b) Princip merenja
povrsinske hrapavosti postavljanjem specijalne sonde sa dijamantskim vrhom na deo povrsine
uzorka materijala. (c) Pravci merenja povrsinske hrapavosti uzoraka.
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U rezultatima su analizirani srednje aritmeticko odstupanje (Ra) i maksimalna visina datog
profila merenja (Rz). Ra predstavlja srednju aritmeticku vrednost rastojanja svih tacaka datog
profila merenja od srednje linije u granicama referentne duzine tj. srednju vrednost apsolutnih
visina svih vrhova (engl. peaks) i dubina svih dolina (engl. valleys) izmerenog profila. Rz
predstavlja maksimalno rastojanje izmedu gornje i donje linije datog profila merenja tj. najvece
rastojanje izmedu najviseg vrha (engl. highest peak) i najdublje doline (engl. deepest valley)
izmerenog profila. 1z tri merenja izracunata je srednja vrednost Ra i Rz za svaki pojedinacni uzorak
dok su, izuzev numerickih vrednosti, prilikom svakog merenja dati i dijagrami koji slikovito u
dvodimenzionalnom prostoru (2D) pruzaju informacije o hrapavosti povrsine uzoraka materijala.

3.3.2 Merenje kontaktnog ugla (ugla kvasenja) i izracunavanje povrsinske slobodne energije

IzraCunavanje vrednosti povrSinske slobodne energije (engl. surface free energy (SFE)) i
ocena hidrofilnosti povrsine grupa ispitivanih materijala izvrSeni su upotrebom metode merenja
kontaktnog ugla (ugla kvasenja). Vrednosti kontaktnih uglova destilovane vode, etilen glikola
(Sigma-Aldrich, Sent Luis, Misuri, SAD) i dijodmetana (Acros Organics, Fer Lon, Nju Dzerzi,
SAD) merene su na 15 uzoraka svake grupe materijala (n = 15), po pet uzoraka za svaku od
te¢nosti, primenom metode ispustanja kapi te€nosti iz mikropipete na povrSinu uzorka (Stasi¢ 1 sar.,
2019).

Sva merenja su izvrSena U prisustvu istih uslova okoline: sobna temperatura 23 °C £ 2 °C i
vlaznost vazduha 40% + 2%. Nakon pazljivog nanoSenja kapi (2 pl) te¢nosti pomocu mikropipete
(BIOHIT, Biohit Oyj, Helsinki, Finska) na povrSinu uzorka pod uglom od 90° i sa rastojanja od
4 mm (Slika 3.12a), fotografije su napravljene 1 s nakon njihovog dodira pomocu fotoaparata
(Nikon D5200, Nikon, Minato, Tokio, Japan) sa montiranim objektivom (AF-S DKS Micro Nikkor
85 mm f/3.5G ED VR, Nikon, Minato, Tokio, Japan) i blicem (Sigma EM-140 DG, Kavasaki,
Kanagava, Japan). Prilikom svakog fotografisanja polozaj kamere na stalku bio je u ravni sa stolom
na kom je bio postavljen uzorak obezbedujuci kasnije idealan polozaj za merenje kontaktnog ugla.

Na dobijenim fotografijama izmeren je kontaktni ugao tj. ugao tangente izmedu kapi
teCnosti i povrSine materijala (Slika 3.12b) pomoc¢u kompjuterskog programa (ImageJ Software
Version 1.42, National Institute of Health, Betesda, Merilend, SAD). Na svakom uzorku su za
odredenu referentnu te¢nost obavljena dva merenja kontaktnog ugla iz kojih je zatim izracunata
srednja vrednost.

a) b)

wwn\  Kap tenosti

Povrsina uzorka materijala

Slika 3.12. Merenje kontaktnog ugla (ugla kvasenja): (a) Ispustanje kapi tecnosti na povrSinu
uzorka materijala iz mikropipete (BIOHIT, Biohit Oyj, Helsinki, Finska). (b) Sematski prikaz
merenja kontaktnog ugla.
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Nakon toga, upotrebom Van Oss-Chaudhury-Good formule termodinamickog pristupa za tri
razliite tecnosti izracunata je vrednost SFE za svaku grupu ispitivanih materijala (Van Oss i sar.,
1988). Naime, formula se zasniva na ¢injenici da na spoju tec¢nosti sa ¢vrstom supstancom, kao $to
je uzorak ispitivanog materijala, vladaju nepolarne i polarne interakcije, te da se SFE kako te¢nosti,
tako i ¢vrstog uzorka sastoji iz dve komponente, nepolarne i polarne (Stasi¢ i sar., 2019; Van Oss i
sar., 1988).

Nepolarne interakcije se javljaju izmedu dva nepolarna jedinjenja i poznate su kao Lifshitz-
Van der Waals interakcije. Samim tim, nepolarna komponenta SFE poznata je i kao Lifshitz-Van
der Waals komponenta (y-). S druge strane, polarne interakcije se baziraju na vodoni¢noj vezi tj.
interakciji izmedu primaoca i davaoca elektrona izmedu dva polarna jedinjenja $to je poznato kao
Lewis kiselinsko - bazna interakcija. Uzimaju¢i u obzir da je ova reakcija asimetri¢na, polarna
komponenta SFE (y*®) podeljena je na dve potkomponente, Lewis Kiselinu (y*) i Lewis bazu (y)
(Stasi¢ isar., 2019; Van Oss i sar., 1988).

Vrednosti SFE grupa ispitivanin materijala (yS) i njenih komponenti (yS“V, yS* i yS)
izraCunate su na osnovu izmerenih vrednosti kontaktnih uglova () tri referentne te¢nosti. S obzirom
da formula zahteva da jedna od tri te¢nosti bude nepolarna dok dve moraju biti polarne, kao
nepolarna referentna te¢nost koris¢en je dijodmetan dok su kao dve polarne tec¢nosti u studiju
ukljucene destilovana voda i etilen glikol. Navedenim te¢nostima vrednosti komponenti SFE (yL)
(yL"W, yL* i yL") su unapred poznate (Tabela 3.2) (Van Oss i sar., 1988; Van Oss i sar., 1989).

Tabela 3.2. Referentne te¢nosti koris¢ene u studiji sa prikazanim vrednostima komponenti
povrsinske slobodne energije (Van Oss i sar., 1989).

SFE (yL) (mN/m)

Referentna te¢nost yLAB
yLLW
L L
Destilovana voda 21,80 25,50 25,50
Etilen glikol 29,00 1,90 47,00
Dijodmetan 50,80 0,00 0,00

SFE (yL) - povrsinska slobodna energija (engl. surface free energy); yL"" - nepolarna Lifshitz-Van
der Waals komponenta SFE; yL”B - polarna komponenta SFE; yL* - Lewis kiselina; yL™ - Lewis
baza; mN - milinjutn; m - metar.
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Prikazane vrednosti komponenti SFE referentnih te¢nosti (yL'W, yL* i yL°) najpre su
iskori§c¢ene kako bi se izracunala vrednost SFE samih te¢nosti (yL) na osnovu sledece formule:

Y= LW 4 JLAB = LW 4 2 /yL“‘yL_

Naposletku, znaju¢i vrednosti SFE svake tecnosti, kao i njenih komponenti, izracunata je
vrednost SFE grupa ispitivanih materijala (yS) i njenih komponenti (yS*, yS* i yS") na slede¢i nagin
(Van Oss i sar., 1988):

(1 + cosf) yL.=2 (JySIW yLIW + \[JyS*yL~ +,/yS~yLt)

3.3.3 Analiza povrSinske morfologije upotrebom mikroskopa atomskih sila

U cilju karakterizacije morfologije povrSine materijala u trodimenzionalnom prostoru (3D),
jedan uzorak svake grupe materijala (n = 1) sniman je na jednom, nasumi¢no odabranom polju
upotrebom mikroskopa atomskih sila (engl. atomic force microscope (AFM)) (Veeco Bruker DI
Dimension Hybrid XYZ Scanning Probe Microscope Head/AFM, Veeco Instruments, Plejnvju,
Njujork, SAD) (Slika 3.13).

Proces snimanja nije zahtevao posebnu pripremu uzoraka, te je izveden u prisustvu vazduha,
na sobnoj temperaturi i pri slede¢im podeSenim parametrima uredaja (D’Ercole i sar., 2020; Fano i
sar., 2005):

Povremeno dodirujuci (engl. tapping) rezim snimanja;
Povrsina jednog snimka 10 pm x 10 pm;

Tac¢nost ocitavanja snimka (engl. resolution) 512 x 512 piksela;
Brzina snimanja 1 Hz.

Analiza AFM snimaka izvrSena je zatim pomoc¢u kompjuterskog softvera (Nanoscope
analysis 1.40, Bruker, Bilerika, Masacusets, SAD).

Slika 3.13. Mikroskop atomskih sila (Veeco Bruker DI Dimension Hybrid XYZ Scanning Probe
Microscope Head/AFM, Veeco Instruments, Plejnvju, Njujork, SAD).
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3.3.4 Analiza povrsinske morfologije upotrebom skenirajuceg elektronskog mikroskopa

S namerom prikaza morfologije povrSine materijala u 2D, jedan uzorak svake grupe
materijala (n = 1) sniman je na jednom, nasumi¢no odabranom polju upotrebom skenirajuceg
elektronskog mikroskopa (engl. scanning electron microscope (SEM)) (JEOL JSM-6610LV, Jeol,
Akisima, Tokio, Japan) (Slika 3.14a).

U cilju oc¢uvanja strukture i provodljivosti elektrona, sprecavanja nakupljanja elektricnog
naboja u uzorcima materijala prilikom procesa snimanja, kao i poboljsanja kvaliteta i rezolucije
slike bez prisustva artefakata, uzorci su pre samog procesa snimanja oblozeni (napareni) raspr§enim
slojem zlata u debljini 20 nm, u trajanju od 2 min (Slika 3.14b). Pozla¢eni uzorci su potom umetnuti
u komoru uredaja, nakon c¢ega je izvrSeno snimanje pri slede¢im podeSenim parametrima
(Barkarmo i sar., 2019; Giti i sar., 2021; Poole i sar., 2020):

e Napon snimanja 20 kV;
e Uglovi nagiba snimanja od 10° do 45°;
e Uvelicanja slike x500 i x3500.

Slika 3.14. Analiza povrsinske morfologije upotrebom skenirajuceg elektronskog mikroskopa:
(a) Skenirajuc¢i elektronski mikroskop (JEOL JSM-6610LV, Jeol, AkiSima, Tokio, Japan).
(b) Uzorci materijala obloZeni (napareni) rasprSenim slojem zlata u debljini 20 nm, u cilju pripreme
za proces snimanja.

3.4 Ispitivanje formiranog biofilma na povr§inama materijala u in vitro uslovima
3.4.1 Formiranje biofilma

Za potrebe istrazivanja koris¢eni su referentni sojevi Sest razliCitih mikroorganizama:
Streptococcus mutans ATCC 25175, Streptococcus oralis ATCC 6249, Veillonella parvula ATCC
10790, Fusobacterium nucleatum ATCC 25586, Porphyromonas gingivalis ATCC 332787 i
Candida albicans ATCC 10231 (Microbiologics KWIK-STIK, Manasas, Virdzinija, SAD). U cilju
formiranja monomikrobnog biofilma svakog navedenog mikroorganizma, referentni sojevi su
aktivirani na razlic¢itim ¢vrstim podlogama za rast i pri odgovarajucim uslovima, prikazanim u tabeli
3.3 (Al-Fouzan i sar., 2017; D’Ercole i sar., 2020; Di Giulio i sar., 2016; Fiore i sar., 2022; Giti i
sar., 2021; Meza-Siccha i sar., 2019).
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Tabela 3.3. Aktivacija referentnih sojeva mikroorganizama koris¢enih u studiji.

. x Vreme  Temperatura Uslovi
Referentni soj Cvrsta podloga za rast aktivacije aktivacije  aktivacije
Streptococcus Mutans-Sanguis agar (HiMedia

mutans Mun%ba' I% dija) ’ 24 h 37°C Anaerobni
ATCC 25175 ), indi]
Streptococcus Columbia agar obogacen sa 5%
oralis ov¢ije krvi (ProReady, Kikinda, 24 h 37°C Anaerobni
ATCC 6249 Srbija)
Veillonella Brain Heart Infusion agar obogacen
parvula sa 5% ov¢ije krvi (HiMedia, 24 h 37°C Anaerobni
ATCC 10790 Mumbaj, Indija)
Brucella agar obogacen sa 5%
Fusobacterium  ov¢ije krvi, heminom i vitaminom
nucleatum K1 (Becton, Dickinson and 24 h 37°C Anaerobni
ATCC 25586 Company, Frenklin Lejks, Nju
Dzerzi, SAD)
Brucella agar obogacen sa 5%
Porphyromonas  ovc¢ije krvi, heminom i vitaminom
gingivalis K1 (Becton, Dickinson and 24 h 37°C Anaerobni
ATCC 332787 Company, Frenklin Lejks, Nju
Dzerzi, SAD)
Candida ) .
albicans Sabowil:gbzgalrn(ﬂ_lgledla, 24 h 37°C Aerobni
ATCC 10231 J. 1ndl

Nakon aktivacije referentnih sojeva, pristupilo se procesu formiranja biofilma. Tri do Cetiri
kolonije svakog mikroorganizma prebacene su u specifi¢ne te¢ne podloge (bujone). Kolonije Strep.
mutans, Strep. oralis i V. parvula prebacene su u Brain Heart Infusion bujon (HiMedia
Laboratories, Mumbaj, Indija), kolonije F. nucleatum i P. gingivalis u Schaedler bujon obogacen
heminom i vitaminom K1 (Becton, Dickinson and Company, Frenklin Lejks, Nju Dzerzi, SAD) dok
su kolonije C. albicans prebacene u Sabouraud bujon (HiMedia Laboratories, Mumbaj, Indija).
Mikroorganizmi su inkubirani u bujonima pod istim uslovima, prethodno navedenim prilikom
aktivacije referentnih sojeva na ¢vrstim podlogama (Tabela 3.3).
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Dobijene suspenzije bakterija i gljivica podlegle su procesu centrifugiranja u trajanju od 10
min, pri brzini od 3000 obrtaja/min (D1008 Palm Micro Centrifuge, DLAB, Sunji, Peking, Kina).
Nakon toga, supernatant je odbacen, a talog razblazen sterilnim fizioloskim rastvorom puferovanim
fosfatom (engl. phosphate-buffered saline (PBS)). Na taj na¢in dobijena je zamucenost od 1,0
McFarland standarda $to predstavlja priblizno 108 CFU/mI za bakterije i 10° CFU/ml za C. albicans
(DEN-1 densitometer, Biosan, Riga, Letonija).

U cilju postizanja kona¢nog broja mikororganizama, suspenzije SU razblaZzene tec¢nim
podlogama. Suspenzije Strep. mutans, Strep. oralis i V. parvula razblazene su pomoc¢u Brain Heart
Infusion bujona, suspenzije F. nucleatum i P. gingivalis pomoc¢u Schaedler bujona obogacenog
heminom i vitaminom K1 dok je suspenzija C. albicans razblazena pomo¢u Roswell Park Memorial
Institute 1640 medijuma obogacenog sa 2% glukozom (Sigma-Aldrich, Sent Luis, Misuri, SAD).

Biofilm je formiran na 42 uzorka svake grupe materijala (n = 42), po sedam uzoraka za
svaki od Sest mikroorganizama uklju¢enih u studiju. Uzorci su pre mikrobioloskih analiza bili
podvrgnuti identicnom postupku ¢iS¢enja, kao pre merenja karakteristika povrSine ispitivanih
materijala. Tako pripremljeni, uzorci materijala postavljeni su u mikrotitarske ploce sa 96 bunarica
(engl. well plates), nakon cega je u svaki bunari¢ dodato 150 pl sterilne vestacke pljuvacke
(Apoteka Beograd, Beograd, Srbija) sa ciljem formiranja pljuva¢ne pelikule na povrsini uzoraka
materijala. Nakon inkubacije u trajanju od 24 h, na 37 °C, pljuvacka je eliminisana iz svakog
bunaric¢a u koje je zatim dodato 200 ul prethodno opisane bakterijske/gljiviéne suspenzije. Bunaric¢i
sa uzorcima materijala i suspenzijom odredenog mikroorganizma inkubirani su zatim pod slede¢im
uslovima: Strep. mutans i Strep. oralis su inkubirani u trajanju od 24 h, na 37 °C i u prisustvu
anaerobnih uslova sredine, V. parvula, F. nucleatum i P. gingivalis su inkubirani 5 dana, na 37 °C, u
anaerobnim uslovima dok je inkubacija C. albicans trajala 48 h, na 37 °C i u prisustvu aerobnih
uslova sredine.

3.4.2 Brojanje formiranih kolonija mikroorganizama

Koli¢ina formiranog biofilma nakon perioda inkubacije odredena je metodom brojanja
formiranih kolonija (engl. colony forming units (CFU)) mikroorganizama po mililitru te¢nosti na 18
uzoraka svake grupe materijala (n = 18), po tri uzorka za svaki od Sest ispitivanih mikroorganizama
(Fiore i sar., 2022; Souza i sar., 2016).

Sa ciljem eliminacije ¢elija bakterija/gljivica koje nisu ¢vrsto adherirale za povrSinu uzoraka
materijala, uzorci su najpre nezno isprani pomocu sterilnog PBS, nakon ¢ega su prebaceni u sterilne
tube za mikrocentrifugiranje u koje je prethodno sipano 1 ml sterilnog PBS. Svaka tuba je najpre
tretirana u ultrazvu¢nom kupatilu u trajanju od 1 min, na 40 kHz, a zatim i u uredaju za muckanje
(Varioshake VS 15B, Lauda, Lauda-Kenigshofen, Nemacka) u trajanju od 5 min, na 37 °C i pri
brzini od 900 obrtaja/min.

Serijska desetostruka razblaZzenja PBS iz tuba zasejana su potom na odgovarajuce ¢vrste
podloge, slicne onim prethodno koris¢enim za aktivaciju referentnih sojeva mikroorganizama
(Tabela 3.3). Nakon perioda inkubacije na 37 °C, u trajanju od 24 h (za Strep. mutans, Strep. oralis i
C. albicans) ili 5 dana (za V. parvula, F. nucleatum i P. gingivalis), u prisustvu anaerobnih (za
Strep. mutans, Strep. oralis, V. parvula, F. nucleatum i P. gingivalis) ili aerobnih uslova (za
C. albicans), usledilo je brojanje formiranih kolonija i ekspresija broja ¢elija mikroorganizama u
vidu CFU/ml (Slika 3.15).
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Slika 3.15. Izgled formiranih kolonija mikroorganizama nakon odredenog perioda inkubacije.

3.4.3 Test vijabilnosti (odrzivosti) ¢elija mikroorganizama

Test vijabilnosti (odrzivosti) celija mikroorganizama (engl. cell viability assay) u biofilmu
formiranom na povr§inama uzoraka grupa ispitivanih materijala izvrSen je na 18 uzoraka svake
grupe (n = 18), po tri uzorka za svaki od Sest mikroorganizama. Analiza je podrazumevala merenje
sposobnosti  mitohondrijalnih enzima vijabilnih mikroorganizama da redukuju MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol)-2-yl)-2,5-difeniltetrazolium bromid) u formazan, ljubicast proizvod ¢ija je vrednost
opticke gustine (engl. optical density (OD)) tj. vrednost odnosa intenziteta upadnog i propustenog
zraka kroz uzorak mereno spektrofotometrom proporcionalna koli¢ini vijabilnih ¢elija
mikroorganizama u biofilmu formiranom na povrSini uzorka materijala (International Organization
for Standardization (ISO) 10993-5:2009) (Cazzaniga i sar., 2017; Dal Piva i sar., 2018; Giti i sar.,
2021).

Nakon formiranja biofilma, sli¢no kao prilikom pripreme za CFU analizu uzorci su najpre
nezno isprani pomocu sterilnog PBS sa ciljem eliminacije ¢elija bakterija/gljivica koje nisu ¢vrsto
adherirale za povrsinu uzoraka materijala. Uzorci su potom prebaceni u nove bunarice, nakon ¢ega
je u svaki bunari¢ sa prisutnim uzorkom dodato 100 ul MTT rastvora razblazenog odgovaraju¢im
bujonom (Sigma-Aldrich, Sent Luis, Misuri, SAD). Uzorci okruzeni MTT rastvorom u bunari¢ima
inkubirani su bez prisustva svetlosti, tokom 3,5 h, na 37 °C i u prisustvu anaerobnih (za Strep.
mutans, Strep. oralis, V. parvula, F. nucleatum i P. gingivalis) ili aerobnih uslova (za C. albicans).

Po zavrSetku perioda inkubacije, u bunari¢e sa uzorcima i rastvorom MTT dodato je 100 pl
dimetil sulfoksida, nakon ¢ega su bunarici tretirani u uredaju za muckanje, bez prisustva svetlosti, u
trajanju od 15 min, na 37 °C i pri brzini 250 obrtaja/min. Novonastali rastvor iz svakog bunarica
presut je u nove bunari¢e (Slika 3.16a), a zatim je broj vijabilnih, metabolicki aktivnih celija
mikroorganizama prisutnih u biofilmu formiranom na povrsini uzoraka kvantifikovan merenjem
opticke gustine dobijenog rastvora. Sam proces merenja izvrSen je na talasnoj duZini 540 nm
upotrebom spektrofotometra (RT-2100C Microplate Reader, Raito Life and Analitical Sciences,
Senzen, Kina) (Slika 3.16b).
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Slika 3.16. Test vijabilnosti (odrzivosti) celija mikroorganizama: (a) Mikrotitarska ploca sa
bunari¢ima ispunjenim rastvorom koga c¢ine inkubirani MTT (3-(4,5-dimetiltiazol)-2-yl)-2,5-
difeniltetrazolium bromid) rastvor (Sigma-Aldrich, Sent Luis, Misuri, SAD) sa dodatim dimetil
sulfoksidom, spreman za merenje opticke gustine u spektrofotometru. (b) Spektrofotometar (RT-
2100C Microplate Reader, Raito Life and Analitical Sciences, Senzen, Kina).

3.4.4 Analiza formiranog biofilma upotrebom skenirajuceg elektronskog mikroskopa

U cilju vizuelizacije topografije biofilma formiranog na povrSini uzoraka ispitivanih
materijala u 2D, povrsine Sest uzoraka svake grupe materijala (n = 6), po jednog uzorka za svaki od
Sest mikroorganizma, snimane su na jednom, nasumi¢no odabranom polju upotrebom skenirajuceg
elektronskog mikroskopa (SEM).

Postupak pripreme uzoraka za proces snimanja podrazumevao je (Dal Piva i sar., 2018;
Jaeggi i sar., 2022; Kamel i sar., 2021; Scarano i sar., 2004; Silva i sar., 2018):

e Ispiranje uzoraka materijala sa biofilmom pomocu sterilnog PBS kako bi se sa povrSine
uzoraka uklonile neadherirane ¢elije bakterija/gljivica;

e Pri¢vri¢ivanje biofilma za povrSinu uzoraka materijala uranjanjem uzoraka sa biofilmom u
2,5% glutaraldehid u trajanju od 48 h;

e Dehidratacija uzoraka sa biofilmom primenom serije rastu¢ih koncentracija etanola (50%,
60%, 70%, 80%, 90% i 100%) u 3% rastvoru sir¢etne kiseline u trajanju od ukupno 1 h;

e Prebacivanje uzoraka materijala sa biofilmom na mesto za susenje gde je izvr$eno nekoliko
supstitucija pomo¢u CO2 do potpunog susenja uzoraka materijala;

e Oblaganje (naparivanje) uzoraka materijala slojem zlata u debljini 20 nm, u trajanju od
2 min, sa ciljem ocuvanja strukture i provodljivosti elektrona, spre¢avanja nakupljanja
elektricnog naboja u uzorku materijala prilikom snimanja, kao i pobolj$anja kvaliteta i
rezolucije slike bez stvaranja artefakata.

Pozla¢eni uzorci su potom umetnuti u komoru SEM, nakon ¢ega je izvrSeno snimanje pri
slede¢im podeSenim parametrima uredaja (Barkarmo i sar., 2019; Giti i sar., 2021; Poole i sar.,
2020):

e Napon snimanja 20 kV;
e Uglovi nagiba snimanja od 10° do 45°;
e Upvelicanja slike x500 i x3500.
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3.5 Ispitivanje formiranog biofilma na povrSinama materijala u in situ uslovima
3.5.1 Anamneza, klini¢ki pregled i izbor ucesnika

Za potrebe sprovedenog istrazivanja regrutovano je ukupno 28 osoba, od kojih je osmoro
iskljuceno iz istrazivanja zbog neispunjavanja zadatih kriterijuma za ukljucenje u studiju. Medu 20
ucesnika studije nije zabeleZeno nijedno odustajanje za vreme njenog trajanja.

Dvadeset ucesnika (n = 20; 12 muskaraca i 8 Zena, prosecne starosti 25,9 godina) odabrano
je na osnovu slede¢ih kriterijuma ukljucenja u studiju (Gunther i sar., 2022; Jaeggi i sar., 2022;
O’Leary i sar., 1972; Silva i sar., 2018; Zaugg i sar., 2017; Zeller i sar., 2020):

Starost izmedu 20 1 30 godina;

Odsustvo sistemskih bolesti;

Odsustvo redovne upotrebe medikamenata na dnevnom nivou;
Odsustvo antibiotske terapije u poslednja 3 meseca pre pocetka studije;
Odsustvo poznate alergijske reakcije na ispitivane materijale;
Nepusaci;

Ispitanik nije trudnica ili dojilja;

Prisustvo kompletne denticije;

Odsustvo klinickih znakova aktivnih karijesnih lezija ili parodontitisa:
Vrednost dubine sondiranja (DS) na svim prisutnim zubima < 3 mm;
Vrednost nivoa ivice gingive (NIG) na svim prisutnim zubima < 3 mm;
Vrednost nivoa pripojnog epitela (NPE) na svim prisutnim zubima 0 mm;
Vrednost indeksa labavljenja zuba (ILZ) na svim prisutnim zubima 0;
Vrednost indeksa krvarenja gingive na provokaciju (KNP) < 20%;
Vrednost plak indeksa (PI) < 20%.

U prvoj poseti ucesnici su obaveSteni o ciljevima, proceduri, potencijalnim rizicima i
nezeljenim efektima, kao i o¢ekivanoj koristi nau¢nog istrazivanja (Prilog 1). Zatim se pristupilo
popunjavanju istrazivatkog kartona za svakog ucesnika, prikupljanjem anamnestickih podataka i
obavljanjem klinickog pregleda (Prilog 2). Klini¢ki pregled je podrazumevao popunjavanje
dijagnosti¢kog kartona dok su za njegovo izvodenje upotrebljeni instrumenti stomatolo$ko
ogledalce i parodontalna sonda graduisana na 1 mm (PCPUNC-15, HU-Friedy, Cikago, Ilinois,
SAD).
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Na osnovu podataka iz dijagnosti¢kog kartona odredeni su sledeci parametri i indeksi:

Dubina sondiranja (DS) - predstavlja rastojanje od ivice slobodne gingive do koronarnog
kraja pripojnog epitela tj. dna postojeCeg parodontalnog prostora (gingivalni sulkus,
gingivalni ili parodontalni dZep). Merenje je izvrSeno na svim prisutnim zubima u Sest
referentnih tacaka (vestibulomezijalna, vestibulomedijalna, vestibulodistalna, oromezijalna,
oromedijalna i orodistalna) pomoéu parodontalne sonde dok su vrednosti izrazene u
milimetrima.

Nivo ivice gingive (NIG) - predstavlja rastojanje od ivice slobodne gingive do gledno-
cementne granice zuba. Merenje je, slicno kao prilikom merenja DS, izvrSeno u istih Sest
referentnih tacaka pomocu parodontalne sonde dok su vrednosti takode izrazene u
milimetrima.

Nivo pripojnog epitela (NPE) - predstavlja rastojanje od gledno-cementne granice do
koronarnog kraja pripojnog epitela tj. dna postoje¢eg parodontalnog prostora. Merenje je,
slicno kao prilikom merenja DS i NIG, izvrSeno u istih Sest referentnih tacaka pomocu
parodontalne sonde dok su vrednosti takode izrazene u milimetrima.

Indeks labavljenja zuba (ILZ) - predstavlja indeks koji pokazuje prisustvo ili odsustvo
labavljenja zuba nakon bimanuelnog pomeranja zuba u vestibulo-oralnom i koronarno-
apikalnom pravcu. Vrednosti za svaki zub su izraZzene brojevima od 0 do 3, pri cemu je
vrednost 0 oznacavala odsustvo labavljenja zuba, vrednost 1 labavljenje zuba u fizioloskim
granicama, vrednost 2 labavljenje zuba u iznosu ve¢em od 1 mm u vestibulo-oralnom
pravcu dok je vrednost 3 predstavljala labavljenje zuba u iznosu ve¢em od 1 mm u
vestibulo-oralnom pravcu uz prisustvo labavljenja i u koronarno-apikalnom pravcu.

Indeks krvarenja gingive na provokaciju (KNP) - predstavlja indeks koji pokazuje prisustvo
ili odsustvo krvarenja gingive nakon dodira parodontalnom sondom. Merenje je, slicno kao
prilikom merenja DS, NIG i NPE, izvrSeno u istih Sest referentnih tacaka pomocu
parodontalne sonde. U slu¢aju odsustva pojave krvarenja gingive u roku od 30 s nakon
dodira parodontalnom sondom, referentnoj tacki dodeljena je vrednost 0 dok je u slucaju
prisustva iste, referentnoj tac¢ki dodeljena vrednost 1. Vrednost indeksa izrazena je zatim u
procentima, u rangu od 0 do 100% i predstavlja koliénik broja referentnih tacaka sa
prisustvom krvarenja na provokaciju i ukupnog broja referentnih tacaka, pomnozen sa 100.

Plak indeks (PI) - predstavlja indeks koji pokazuje prisustvo ili odsustvo plaka na povrSini
zuba 1ili u parodontalnom prostoru. Merenje je, slicno kao prilikom merenja dubine DS,
NIG, NPE i KNP, izvrSeno u istih Sest referentnih tacaka pomoc¢u parodontalne sonde. Na
mestima gde prevlacenjem parodontalne sonde nije detektovan plak na pomenutim
povr§inama i u pomenutim prostorima, referentnoj tacki dodeljena je vrednost 0 dok je u
slucaju detektovanja istog, referentnoj tacki dodeljena vrednost 1. Vrednost indeksa izrazena
je zatim u procentima, u rangu od 0 do 100% i predstavlja koli¢nik broja referentnih tacaka
sa prisustvom plaka i ukupnog broja referentnih ta¢aka, pomnoZzen sa 100.

Nakon $to je na osnovu prikupljenih anamnesti¢kih podataka i informacija iz dijagnostickog

kartona ustanovljeno da ucesnik ispunjava postavljene kriterijume uklju¢enja u naucno istrazivanje,
isti je, nakon potpisivanja obrasca informisanog pristanka, ukljuc¢en u studiju (Prilog 3). U ovoj
poseti ucesniku je potom izvrseno profesionalno ¢iséenje ¢vrstih i mekih naslaga.
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3.5.2 Izrada individualnog intraoralnog splinta i njegovo nosenje

U drugoj poseti ucesnika (sedam dana nakon prethodne posete) pristupilo se izradi

individualnog intraoralnog splinta na sledec¢i nacin (Jaeggi i sar., 2022) (Slika 3.17):

Uzimanje otiska gornjeg zubnog niza ucesnika otisnim materijalom ireverzibilnim
hidrokoloidom (Tropicalgin, Zhermack, Badija Polezine, Italija) pomocu standardne
metalne perforirane otisne kasike (COE Metal Impression Tray, GC America, Olsip, Ilionis,
SAD) (Slika 3.17a).

Izlivanje radnog modela od tvrdog gipsa (PoliDUR Hard dental plaster Type 3, Polident,
Vol¢ja Draga, Slovenija) (Slika 3.17b).

Na radni model, u predelu kosih delova tvrdog nepca u visini izmedu prvog premolara i
poslednjeg molara postavljeno je sa svake strane po tri uzorka materijala. Minimalno
rastojanje izmedu dva uzorka iznosilo je 3 mm dok je minimalno rastojanje izmedu uzoraka
i slobodne gingive zuba iznosilo 5 mm. Uzorci materijala postavljeni na radni model
privremeno su pri¢vrséeni za povrSinu radnog modela slojem lepljivog voska debljine 2-3
mm (Slika 3.17c) kako bi kasnije prilikom noSenja splinta postojao prostor iste Sirine
izmedu uzoraka u splintu i nepca ispitanika. Ovo je omogucilo laksi protok pljuvacke i
njeno zadrzavanje na mestima gde se uzorci nalaze.

Upotrebom vakuum aparata (Erkoloc pro 2.0 x 120 mm, Erkodent Erich Kopp,
Pfalcgrafenvajler, Nemacka), preko radnog modela sa postavljenim uzorcima materijala
adaptirana je folija od kopoliestera i poliuretana debljine 2 mm (Erkoloc pro 2.0 x 120 mm,
Erkodent Erich Kopp, Pfalcgrafenvajler, Nemacka).

Nakon adaptacije folije, uzorci materijala i lepljivi vosak prstima su istisnuti iz svojih mesta
u foliji. Zatim je, kako bi se obezbedio veci protok pljuvacke izmedu splinta i nepca,
izvrSeno isecanje folije tako da je definitivan splint obuhvatao zube od prvog premolara do
poslednjeg molara obostrano, kao i tvrdo nepce u istoj visini.

Po izradi splinta usledilo je njegovo ¢is¢enje u ultrazvu¢nom kupatilu, u prisustvu 70%
etanola u trajanju od 5 min i u prisustvu destilovane vode u trajanju od dodatnih 5 min.
Ocisceni splint zatim je osuSen U prisustvu vazduha na sobnoj temperaturi, te izloZen
prisustvu ultraljubicastog zracenja na sobnoj temperaturi u trajanju od 30 min (Jaeggi i sar.,
2022; Silva i sar., 2018; Zaugg i sar., 2017).

U tako pripremljen splint adaptirani su prethodno ociS¢eni uzorci materijala, po jedan iz
svake grupe (ukupno Sest), nasumicno rasporedeni kod svakog ucesnika (Slika 3.17d),
nakon Cega je splint sa uzorcima odlozen u sterilnu plasticnu kutiju do dalje upotrebe.
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Slika 3.17. Izrada individualnog intraoralnog splinta: (a) Otisak gornjeg zubnog niza ispitanika uzet
otisnim materijalom ireverzibilnim hidrokoloidom (Tropicalgin, Zhermack, Badija Polezine,
Italija). (b) Radni model od tvrdog gipsa (PoliDUR Hard dental plaster Type 3, Polident, Vol¢ja
Draga, Slovenija). (c) Uzorci materijala sa slojem lepljivog voska debljine 2-3 mm postavljeni na
radni model. (d) Individualni intraoralni splint sa nasumi¢no rasporedenim uzorcima, po jednim iz
svake od Sest grupa ispitivanih materijala.

U trecoj poseti (tri dana nakon prethodne posete) svakom ucesniku je predat individualni
intraoralni splint i data uputstva za njegovo noSenje koja su podrazumevala nosenje splinta u
ukupnom trajanju od 24 h, ukljuc¢ujuéi i nocu, sa ukupno Cetiri pauze, tri pauze od po 30 min za tri
obroka u toku dana, kao i jedna pauza od 5 min za odrzavanje oralne higijene pred spavanje. Svim
ucesnicima studije je za proceduru obavljanja oralne higijene obezbedena ista pasta za zube
(Curaprox Enzycal, Curaden, Kriens, Svajcarska) dok upotreba antibakterijskih te¢nosti za ispiranje
usta tokom perioda akumulacije nije bila dozvoljena. Ucesnicima je savetovano da za vreme pauza
odloze splint u plasti¢nu kutiju sa 0,9% sterilnim fizioloskim rastvorom koja je im uruc¢ena zajedno
sa splintom (Zeller i sar., 2020).

U Cetvrtoj poseti (24 h nakon prethodne posete) ucesnik je predao individualni intraoralni
splint sa uzorcima materijala rukovodiocima istrazivanja, nakon Cega je isti odlozen u sterilnu
plasti¢nu kutiju do daljih analiza.
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3.5.3 Odredivanje ukupnog broja bakterija metodom lancane reakcije polimeraze u
realnom vremenu

Ukupan broj bakterija usne duplje u biofilmu formiranom na povrSinama uzoraka ispitivanih
materijala odreden je pomo¢u metode lan¢ane reakcije polimeraze u realnom vremenu (engl. real-
time polymerase chain reaction (real-time PCR)) (Brajovic i sar., 2016; Dige i sar., 2009; Sotozono
i sar., 2021). Postupak je sproveden na 108 uzoraka, 18 po grupi materijala (n = 18), koje je pomoc¢u
splintova nosilo 18 nasumi¢no odabranih ucesnika studije.

Po predaji splinta izvrseno je njegovo blago ispiranje 0,9% sterilnim fiziolo§kim rastvorom
kako bi se sa uzoraka u splintu uklonio visak pljuvacke. Uzorci su zatim pazljivo, sterilnom
stomatoloSkom pincetom, izvadeni iz splinta i postavljeni u sterilne tube za mikrocentrifugiranje
zapremine 1,5 ml koje su potom odloZene u zamrziva¢ na -20 °C do dalje upotrebe.

U slede¢em koraku izvrSena je izolacija ukupne bakterijske DNK sa povrSina uzoraka
materijala metodom prokuvavanja. Uzorci su najpre inkubirani u 300 pul 50 mM vodenog rastvora
NaOH u termo-sejkeru (Thermo-Shaker TS-100C, Biosan, Riga, Letonija), u trajanju od 5 min, na
95 °C. Zatim je, u cilju stabilizacije i prezervacije molekula DNK, u rastvor dodato 30 pl 1M
vodenog rastvora Tris-HCI (Tris-HCI (tris-(hidroksimetil)-aminometan hidrohlorid) pH vrednosti 8.
Cistoca i koncentracija izolovane DNK odredena je upotrebom spektrofotometra (BioSpec Nano,
Shimadzu, Tokio, Japan) (Slika 3.18a), nakon ¢ega je izolovana bakterijska DNK odlozena u
zamrziva¢ na -20 °C do dalje upotrebe.

Odredivanje ukupnog broja kopija bakterijske DNK u analiziranim uzorcima materijala
izvrSeno je pomocu real-time PCR metode na uredaju za detekciju fluorescencije (Line Gene-K
fluorescence PCR detection system, BIOER, Sangaj, Kina) (Slika 3.18b). U reakcionu sme$u koja
sadrzi 10 pl real-time PCR master miksa (Luna Universal gPCR Master Mix 2X, New England
Biolabs, Ipsvi¢, Masacusets, SAD) dodato je po 1 pl prednjeg i reverznog prajmera za Vvisoko
konzerviranu sekvencu 16S ribozoma DNK (u kona¢noj koncentraciji od 200 nmol/l), 6 pl
nukleaza-slobodne vode i 2 pl prethodno izolovane bakterijske DNK. Sekvenca prednjeg
prajmera EuF je bila TCCTACGGGAGCACAGT, a sekvenca reverznog prajmera EUR
GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT.

Amplifikacija bakterijske DNK izvrSena je prema uputstvu proizvodaca hemikalija i u
skladu sa neophodnom temperaturom hibridizacije kori$¢enih prajmera. Nakon pocetne denaturacije
(5 min, na 95 °C), radi umnoZzavanja bakterijske DNK izvr$eno je 35 ciklusa denaturacije (60 s, na
95 °C), hibridizacije (60 s, na 55 °C) i elongacije molekula DNK (90 s, na 72 °C). Reakcija je
zavriena kona¢nom elongacijom u trajanju od 5 min, na 72 °C. Sest serijskih razblazenja (1:10)
DNK ekstrahovane iz referentnog bakterijskog soja Prevotella melaninogenica ATCC 25845
(Microbiologics KWIK-STIK, Manasas, Virdzinija, SAD) ukljuéeno je u svaki ciklus gde su
koriscena za generisanje standardnih kriva iz kojih je ekstrapoliran ukupan broj kopija bakterijske
DNK (Slika 3.18c).
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Slika 3.18. Metoda lan¢ane reakcije polimeraze u realnom vremenu: (a) Spektrofotometar (BioSpec
Nano, Shimadzu, Tokio, Japan). (b) Uredaj za detekciju fluorescencije (Line Gene-K fluorescence
PCR detection system, BIOER, Sangaj, Kina). () Standardna kriva reakcije.

3.5.4 Analiza formiranog biofilma upotrebom skenirajuceg elektronskog mikroskopa

Sli¢no kao prilikom izvodenja in vitro dela studije, u cilju vizuelizacije biofilma formiranog
na povrsinama ispitivanin materijala u 2D koris¢en je skenirajuci elektronski mikroskop (SEM).
Postupak je sproveden na 12 uzoraka, dva po grupi materijala (n = 2), koje je pomocu splintova
nosilo dva nasumi¢no odabrana ucesnika studije. Po vadenju uzoraka iz splinta, uzorci su podlegli
identicnom postupku pripreme za snimanje, nakon ¢ega je Sam proces snimanja izvSen prema istim
postavljenim parametrima, kao i u ranije opisanom in vitro delu studije.

3.6 Statisti¢ka analiza podataka

U cilju odredivanja velicine uzorka koris¢en je kompjuterski program G*Power 3.1.9.7
(Heinrich Heine University, Dizeldorf, Nemacka) sa intervalom poverenja od 95% i statistickom
snagom od 95%. Na osnovu prikupljenih informacija formirana je baza podataka u kompjuterskom
programu (IBM SPSS v22.0, SPSS, Cikago, Ilinois, SAD) u kom je izvriena statisticka analiza.

Istrazivanje nije ukljucivalo analizu atributivnih podataka, te se testovi za analizu takve
vrste podataka nisu Koristili. Prilikom analize numeric¢kih podataka najpre je izvrSeno testiranje
normalnosti njihove raspodele pomo¢u Kolmogorov-Smirnov testa, sa nivoom statisticke
znacajnosti postavljenim na a = 0,05 i statistickom snagom od 80%. Analiza numeri¢kih podataka
izvrsena je razlicitim testovima u zavisnosti od prirode raspodele samih podataka. Numericki
podaci koji su pokazali normalan tip raspodele (p > 0,05) poredeni su izmedu grupa materijala
koriste¢i jednofaktorsku analizu varijanse (engl. one way analysis of variance (ANOVA)) pracenu
Tukey post hoc testom. Numeri¢ki podaci koji su pokazali tip raspodele drugaciji od normalne
(p < 0,05) poredeni su izmedu grupa materijala upotrebom Kruskal-Wallis testa i Dunn post hoc
analize. Stepen povezanosti (korelacije) izmedu zeljenih numerickinh podataka ispitivan je
upotrebom Spearman koeficijenta korelacije rangova.

U cilju opisa numeric¢kih podataka koris¢ene su metode deskriptivne statistike. Za opis
numeric¢kih podataka koji su pokazali normalan tip raspodele podataka (p > 0,05) kao mera
centralne tendencije koriscena je aritmeticka sredina (engl. mean) dok je kao mera varijabiliteta
koris¢ena standardna devijacija (engl. standard deviation). Za opis numerickih podataka koji su
pokazali tip raspodele drugaciji od normalne (p < 0,05) kao mera centralne tendencije koris¢ena je
medijana (engl. median) dok su kao mere varijabiliteta koris¢ene minimalna i maksimalna vrednost
(engl. minimum - maximum). Svi dobijeni podaci prikazani su tabelarno ili graficki, a svaka p
vrednost manja od 0,05 smatrana je statisticki znacajnom.
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4. REZULTATI






4.1 Rezultati ispitivanja karakteristika povrsine materijala
4.1.1 Rezultati merenja povrSinske hrapavosti
Rezultati merenja povrSinske hrapavosti prikazani su u tabeli 4.1.

Uzorci grupe cirkonija glazirana (CG) pokazali su statisticki znacajno vise vrednosti
(p < 0,05) srednjeg aritmetickog odstupanja (Ra) i maksimalne visine neravnina (Rz) profila
merenja hrapavosti povrSine u poredenju sa drugim grupama ispitivanih materijala.

Nize vrednosti Ra i Rz demonstrirali su uzorci grupa poli (etar etar keton) (PEEK), kobalt-
hrom legura (CoCr) i kompozit na bazi smole (KBS). Posmatrajuéi vrednosti Ra navedene tri grupe
materijala, KBS grupa pokazala je statisticki znacajno nizu vrednost jedino u poredenju sa PEEK
(p = 0,048) dok je u vrednosti Rz uocena statistiCka znacajnost u poredenju KBS sa obe navedene
grupe uzoraka (p < 0,001).

U poredenju sa drugim grupama, grupe cirkonija polirana (CP) i poli (metil metakrilat)
(PMMA) pokazale su statisticki znacajno nize vrednosti oba parametra hrapavosti (p < 0,05), s
izuzetkom u odnosu vrednosti Rz gde izmedu PMMA i KBS nije uofeno prisustvo statisticke
znacajnosti (p > 0,05). lako su uzorci CP grupe demonstrirali najmanje hrapave povrsine, poredivsi
medusobno grupe CP i PMMA nije uoc¢ena statisticki znacajna razlika ni u jednom od dva merena
parametra hrapavosti povrsine (p > 0,05).

Tabela 4.1. Rezultati merenja povrsinske hrapavosti.

Grupa Medijaiz ?rg:lr? - max) Medijaﬁ; ((Irlrmz - max)
KBS 0,33 (0,18 - 0,46) © 1,75 (1,24 - 2,15) ¢
PMMA 0,29 (0,18 - 0,45) ¢ 1,58 (1,24 - 1,98) de
PEEK 0,36 (0,29 - 0,42) ® 2,00 (1,65 - 2,77) ©
CP 0,25 (0,21 - 0,30) ¢ 1,49 (1,20 - 1,92) ®
CG 0,68 (0,61 - 0,79) @ 3,54 (3,05 - 4,25) @
CoCr 0,35 (0,26 - 0,47) b 2,39 (2,09 - 3,20) ®

KBS - kompozit na bazi smole; PMMA - poli (metil metakrilat); PEEK - poli (etar etar keton);
CP - cirkonija polirana; CG - cirkonija glazirana; CoCr - kobalt-hrom legura; Ra - srednje
aritmeticko odstupanje profila merenja hrapavosti povrsine; Rz - maksimalna visina neravnina
profila merenja hrapavosti povrsine; um - mikrometar; min - minimum; max - maksimum.
Razlic¢ita slova ukazuju na prisustvo statisticki znacajne razlike izmedu grupa za dati parametar (p
< 0,05; Dunn post hoc test).
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Dijagram krive profila merenja povrsinske hrapavosti reprezentativnih uzoraka svake grupe
materijala (Slika 4.1) potvrdile su prethodno iznete numericke rezultate.
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Slika 4.1. Dijagram krive profila merenja povrSinske hrapavosti reprezentativnih uzoraka grupa
ispitivanih materijala, dobijene analizom pomoc¢u kontaktnog profilometra. KBS - kompozit na bazi
smole; PMMA - poli (metil metakrilat); PEEK - poli (etar etar keton); CP - cirkonija polirana; CG -
cirkonija glazirana; CoCr - kobalt-hrom legura.
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Kriva reprezentativnog uzorka CG grupe demonstrirala je izuzetnu nepravilnost,
karakterisanu izrazenim visinskim razlikama izmedu vrhova (engl. peaks) i dolina (engl. valleys),
kao i odsustvom ostrih i strmih delova duz Citavog datog profila merenja. Nasuprot tome, uzorak
CP grupe prikazao je homogeniji, pravilniji tok dijagram krive na kojoj se zapaza mnostvo strmih
delova, kao i manja razlika u visini izmedu vrhova i dolina.

Slican oblik poput krive CP uzorka pokazale su krive uzoraka KBS i PMMA grupe.
Medusobnim poredenjem dijagram kriva te dve grupe materijala moze se uociti blagi tok KBS krive
sa ve¢om distancom izmedu dva vrha, odnosno dve doline na prikazanom profilu merenja u
poredenju sa strmijom krivom reprezentativnog uzorka PMMA grupe.

Povrsine reprezentativnih uzoraka PEEK i CoCr grupe otkrile su najstrmije dijagram krive u
poredenju sa drugim grupama ispitivanih materijala. Duz ¢itavog profila merenja prostiru se visoki
vrhovi, medusobno bliski jedan drugom, izmedu kojih se usecaju izrazena udubljenja.

4.1.2 Rezultati merenja kontaktnog ugla (ugla kvaSenja) i izraCunavanja povrSinske slobodne
energije

Rezultati merenja kontaktnog ugla (ugla kvaSenja) i izraCunate vrednosti povrSinske
slobodne energije (engl. surface free energy (SFE)) uzoraka grupa ispitivanih materijala saZeti su u
tabeli 4.2.

Grupa uzoraka CG pokazala je najnize vrednosti kontaktnih uglova za dve od tri referentne
te¢nosti u poredenju sa drugim grupama ispitivanih materijala. Posmatrajuci vrednosti kontaktnog
ugla destilovane vode (KUV) uocena je statisticka znacajnost u poredenju CG grupe sa PEEK
(p < 0,001) i CoCr (p = 0,027) dok je vrednost kontaktnog ugla etilen glikola (KUE) CG grupe
uzoraka bila statisticki zna¢ajno niza u poredenju sa svim preostalim grupama ispitivanih materijala
(p <0,001).

Nasuprot CG, PEEK grupa uzoraka demonstrirala je najvise vrednosti kontaktnih uglova
dve od tri referentne te¢nosti u poredenju s preostalim grupama. Uze¢i u obzir KUV, uzorci PEEK
grupe bili su jedini na kojima je izmerena vrednost visa od 90°. Ipak, osim pomenute statisticke
znacajnosti u poredenju sa CG grupom (p < 0,001), vrednost KUV PEEK grupe nije bila statisti¢ki
znacajno visa u poredenju sa drugim grupama ispitivanih materijala (p > 0,05). Medutim, uzimajuci
u obzir KUE, PEEK grupa pokazala je statisticki znacajno visu vrednost u poredenju sa PMMA
(p = 0,005), kao i svim preostalim grupama ispitivanih materijala (p < 0.001).

Uzorci CoCr grupe prednjacili su sa najviSom izmerenom vredno$¢u kontaktnog ugla
dijodmetana (KUD). Ipak, statisticka znacajnost uocena je jedino u poredenju KUD ove grupe sa
KUD grupa CG (p = 0,015), PEEK (p = 0,004) i PMMA (p < 0,001).

Uzorci grupa KBS, PMMA i CP nisu ni za jednu od koriS¢enih referentnih te¢nosti
demonstrirali najvise, a ni najnize vrednosti izmerenih kontaktnih uglova. Takode, medusobnim
poredenjem ove tri grupe ispitivanin materijala nije uocena statisticki znaajna razlika u
vrednostima kontaktnih uglova ni za jednu od kori$¢enih referentnih te¢nosti (p > 0.05).
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Izmerene vrednosti kontaktnih uglova tri referentne te¢nosti omogucile su izraCunavanje
SFE na osnovu ranije objasnjene Van Oss-Chaudhury-Good formule termodinamickog pristupa za
tri razlicite tecnosti (Van Oss i sar., 1988). Iz dobijenih vrednosti SFE moglo se uoditi prisustvo
statisticki znacajno vise vrednosti u CG grupi u poredenju sa uzorcima preostalih grupa materijala
(p <0,001). Najnize vrednosti SFE zabeleZene su u grupama CoCr, KBS i PEEK, izmedu kojih nije
uoceno prisustvo statisticki znacajne razlike (p > 0,05).

Tabela 4.2. Rezultati merenja kontaktnog ugla (ugla kvasenja) i izracunavanja vrednosti povrsinske
slobodne energije.

KUV () KUE (°) KUD (%)
Grupa Medijana Srednja Srednja SFE (mN/m)
(min - max) vrednost + SD vrednost + SD
85,47 b ab ¢ d
KBS (7151 6757 b 6L22%672 51,53+2,60 &P 4172+945 ©
78,96 . X .
PMMA (oo o6 ga4g) »b  68.38+462 42,16 + 3,85 52,88 + 4,16
PEEK 96,04 8145+287 &  4613+1059 ® 4148422 ©d
(92,87 - 98,85) ? e SRR e
75’52 b, c a, b b, c
CP (65,17 - 81,05) b 58,68 + 6,23 * 55,10 +3,39 & 48,31 +450 ™
43,26 d b a
CG (36,31 - 46,88) b 28,92 + 3,67 48,32 + 6,57 72,04 + 2,56
86,18 i . ;
CoCr 51,04 + 5,09 63,70 + 8,98 32,57 + 6,20

(81,48 - 91,74) @

KBS - kompozit na bazi smole; PMMA - poli (metil metakrilat); PEEK - poli (etar etar keton);
CP - cirkonija polirana; CG - cirkonija glazirana; CoCr - kobalt-hrom legura; KUV - kontaktni
ugao destilovane vode; KUE - kontaktni ugao etilen glikola; KUD - kontaktni ugao dijodmetana;
SFE - povrSinska slobodna energija (engl. surface free energy); min - minimum; max -
maksimum; SD - standardna devijacija; mN - milinjutn; m - metar. Razli¢ita slova ukazuju na
prisustvo statisticki znacajne razlike izmedu grupa za dati parametar (p < 0,05; Dunn post hoc test
za KUV; Tukey post hoc test za KUE, KUD i SFE).
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4.1.3 Rezultati analize povrsinske morfologije upotrebom mikroskopa atomskih sila

Visokokvalitetni trodimenzionalni (3D) snimci morfologije povrSine uzoraka grupa
materijala nastali upotrebom mikroskopa atomskih sila (engl. atomic force microscope (AFM))
prikazani su na slici 4.2.

KBS

PMMA

PEEK

CP

CG

CoCr

\,\\ .
8 ~

Slika 4.2. Rezultati analize povrsinske morfologije upotrebom mikroskopa atomskih sila. KBS -
kompozit na bazi smole; PMMA - poli (metil metakrilat); PEEK - poli (etar etar keton); CP -
cirkonija polirana; CG - cirkonija glazirana; CoCr - kobalt-hrom legura.
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Povrsina uzorka CG grupe okarakterisana je prisustvom lamelarne strukture sa svega
nekoliko istaknutih konusnih formacija razli¢itih visina, okruzenih plitkim jamicama i fisurama. S
druge strane, AFM 3D analiza pokazala je homogenu povrsinu CP uzorka sa dominacijom
granulastih struktura po ¢itavom polju snimanja i odsustvom ostrih i strmih delova. Sli¢na
morfologija zapazena je i na povrSinama uzoraka PMMA i1 PEEK grupe, na kojima su uocene
masivne kupole razdvojene dolinama nesto vece dubine u poredenju sa onima na povrSini CP
uzorka. Za povrsinu uzorka CoCr grupe mogla se ustanoviti meSovita povrSinska tekstura, nastala
usled kombinacije lamelarnih delova i brojnih zrnastih Cestica razli¢itog oblika. Na levoj i desnoj
strani snimka jasno su vidljiva dva paralelna uzduzna zleba duz celog snimka. AFM 3D snimak
uzorka KBS grupe prikazao je regularnu distribuciju stotine pravilno rasporedenih, Siljatih, strmih
vrhova, okruzenih plitkim dolinama po ¢itavoj snimljenoj povrsini uzorka.

4.1.4 Rezultati analize povrSinske morfologije upotrebom skenirajuceg elektronskog mikroskopa

Rezultati prikaza povrSine uzoraka ispitivanih materijala u dvodimenzionalnom (2D)
prostoru, nastali upotrebom skenirajuceg elektronskog mikroskopa (engl. scanning electron
microscope (SEM)) prikazani su na slici 4.3.

Mikrografi su bili u visokom stepenu komplementarni prethodno prikazanim AFM
snimcima. Na snimljenim povr§inama uzoraka svih grupa ispitivanih materijala uo¢ena je u manjem
ili veCem opsegu heterogenost povrSinske morfologije okarakterisana prisustvom brojnih defekata
poput pukotina, rascepa i zlebova razli¢ite dubine, nastalih kao posledica postupaka zavrSne
mehaniCke obrade i poliranja.

Posmatraju¢i mikrograf nastao na manjem uvelicanju (x500), zapazena je pravilna i
relativno homogena struktura povrsine uzorka CG grupe dok je tek na ve¢em uveli¢anju (x3500)
omogucen uvid u nekoliko nasumi¢no rasporedenih okruglih ili trouglastih uzvisenja nalik
ostrvcima, ranije predstavljenin na AFM 3D snimcima u vidu izdignutih konusnih formacija
razli¢itih visina. Za razliku od CG grupe, 2D CP mikrografi demonstrirali su manje homogenu
strukturu povrsine datog uzorka. Izmedu nekoliko uzduznih Zlebova nastalih kao posledica zavrsne
mehanicke obrade i poliranja prostiru se zrnaste formacije razli¢ite veli¢ine duz citavog polja
snimanja, jasno uocljive na ve¢em uveli¢anju. Pomenuti uzduzni Zlebovi najizraZenije su vidljivi na
snimku uzorka CoCr grupe. Saglasno sa AFM 3D snimkom uoc¢eni su veéi i manji defekti povrSine
koji doprinose vrlo varijabilnoj teksturi. PovrSine uzoraka PMMA i PEEK grupe bile su nalik jedna
drugoj sa mnostvom nepravilnih elipsastih delova, vec¢ih dimenzija na PEEK uzorku, okruzenih sa
svega nekoliko uzduznih Zlebova. KBS uzorak demonstrirao je ravnu i homogenu morfologiju
povrsine sa malim brojem izbo¢ina vidljivih na ve¢em uveli¢anju. Medutim, SEM 2D mikrografi
nisu izrazili brojne, dobro organizovane uzdignute strme delove kao $to je to prikazao AFM 3D
snimak, ukazuju¢i na njihove male dimenzije, tesko vidljive na oba koriS¢ena uvelicanja SEM
analize.
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mikroskopa. KBS - kompozit na bazi smole; PMMA - poli (metil metakrilat); PEEK - poli (etar etar
keton); CP - cirkonija polirana; CG - cirkonija glazirana; CoCr - kobalt-hrom legura.
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4.2 Rezultati ispitivanja formiranog biofilma na povrSinama materijala u in vitro uslovima
4.2.1 Rezultati brojanja formiranih kolonija mikroorganizama

Rezultati brojanja formiranih kolonija (engl. colony forming units (CFU)) mikroorganizama
po mililitru tec¢nosti (Slika 4.4) demonstrirali su prisustvo statisticki znacajne razlike u vrednostima
CFU/ml izmedu grupa ispitivanih materijala za sve mikroorganizme uklju¢ene u studiju (p < 0,001).

Posmatraju¢i broj adheriranih Streptococcus mutans (Slika 4.4a), uocena je statistiCki
znacajno visa vrednost CFU/ml u CG grupi u poredenju sa preostalim grupama materijala
(p < 0,001). Povrsine uzoraka grupa PMMA i PEEK pokazale su nesto manji broj adheriranih Strep.
mutans, a poredenjem vrednosti CFU/mI ove dve grupe nije zabeleZena statisticki znacajna razlika
(p > 0,05). Najmanji broj pomenutih bakterija bio je prisutan na povr§inama uzoraka CP grupe.
Ipak, poredivsi CP sa CoCr i KBS, nije uoCena statisticka znacajnost u vrednosti ispitivanog
parametra (p > 0,05).

Vrednosti CFU/mI Streptococcus oralis (Slika 4.4b) bile su najizrazenije u grupama PEEK i
CG, izmedu kojih nije uoceno prisustvo statisticki znacajne razlike (p > 0,05). Slicno poput CFU/ml
Strep. mutans, uzorci CP, KBS i CoCr pokazali su manju prijem¢ivost ka Strep. oralis u poredenju
sa preostale tri grupe uzoraka. Ipak, porediv§i PMMA sa navedene tri grupe, nije uoceno prisustvo
statisticki znacajne razlike u CFU/ml Strep. oralis (p > 0,05).

Sli¢an trend primecen je prilikom kvantifikacije adheriranih Veillonella parvula (Slika 4.4c).
U grupi CG ponovo je uocen najveéi afinitet ka adheziji mikroorganizama. Ipak, statisticki znacajna
razlika u vrednostima CFU/ml zabeleZena je u poredenju ove grupe jedino sa CoCr (p = 0,002), kao
i grupama KBS i CP (p < 0,001). Uzorci KBS i CP pokazali su najmanji afinitet ka adheziji
V. parvula. Ipak, za razliku od prethodno opisanog brojanja streptokoka, nesto niza vrednost
CFU/ml zabelezena je u KBS grupi u poredenju sa CP (p > 0,05).

Rezultati CFU/ml Fusobacterium nucleatum (Slika 4.4d) ukazali su na jasnu podelu izmedu
grupa ispitivanih materijala. Naime, uzorci grupa CG, PEEK i PMMA adherirali su statistic¢ki
znacajno veci broj bakterija u poredenju sa CP, KBS i CoCr (p < 0,05). CP grupa uzoraka pokazala
je najmanju prijemc¢ivost povrsina ka adheziji F. nucleatum, sa nesto nizim vrednostima CFU/ml u
poredenju sa KBS grupom (p > 0,05).

Adhezija Porphyromonas gingivalis (Slika 4.4e) bila je najizrazenija na uzorcima CG i
PEEK grupe, uz prisustvo statisti¢cki znacajne razlike u vrednosti CFU/ml u poredenju sa preostalim
grupama ispitivanih materijala (p < 0,05). Nasuprot njima, uzorci grupa CP i KBS pokazali su
najmanji afinitet ka adheziji P. gingivalis, uz odsustvo statisti¢ki znacajne razlike u vrednostima
CFU/ml izmedu ove dve grupe (p > 0,05).

Posmatraju¢i CFU/ml Candida albicans (Slika 4.4f), statisticki znac¢ajno visa vrednost
zabelezena je u PEEK grupi u poredenju sa drugim grupama ispitivanih materijala (p < 0,001).
Grupe CG i PMMA zabelezile su takode visoke vrednosti adheriranih gljivica, uz odsustvo
statisticke znacajnosti u vrednostima CFU/ml izmedu ove dve grupe uzoraka (p > 0,05). Najmanja
koli¢ina adheriranih C. albicans zabelezena je u KBS grupi, nesto niza u poredenju sa grupama CP i
CoCr (p > 0,05).
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Slika 4.4. Rezultati brojanja formiranih kolonija mikroorganizama: a) Streptococcus mutans.
b) Streptococcus oralis. ¢) Veillonella parvula. d) Fusobacterium nucleatum. e) Porphyromonas
gingivalis. f) Candida albicans. CFU/ml - broj formiranih kolonija (engl. colony forming units)
mikroorganizama po mililitru te¢nosti; KBS - kompozit na bazi smole; PMMA - poli (metil
metakrilat); PEEK - poli (etar etar keton); CP - cirkonija polirana; CG - cirkonija glazirana; CoCr -
kobalt-hrom legura. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna devijacija.
Razlicita slova ukazuju na prisustvo statisticki znacajne razlike izmedu grupa za dati parametar
(p < 0,05; Tukey post hoc test).
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Povezanost (korelacija) povrSinske hrapavosti i biofilma formiranog na povrSinama
materijala u in vitro uslovima prikazani su kao odnos srednjeg aritmetickog odstupanja profila
merenja hrapavosti povrsine (Ra) i broja formiranih kolonija svakog ispitivanog mikroorganizma na
povrsinama uzoraka grupa materijala (CFU/ml), u vidu Spearman koeficijenta korelacije rangova
(Tabela 4.3).

Posmatraju¢i dobijene rezultate, izmedu Ra i CFU/ml Strep. mutans, Strep. oralis,
F. nucleatum i P. gingivalis uoceno je prisustvo umerene pozitivne korelacije dok je izmedu Ra i
CFU/ml V. parvula i C. albicans zabelezena slaba pozitivna korelacija. Pritom, statisticka
znacajnost (p < 0,05) uocena je u odnosu Ra sa CFU/ml Strep. oralis, F. nucleatum i P. gingivalis.

Tabela 4.3. Rezultati ispitivanja povezanosti (korelacije) povrSinske hrapavosti i biofilma
formiranog na povr§inama materijala u in vitro uslovima.

Povezani parametri p Opis povezanosti StatviSFiéka
znacajnost
Ra - CFU/ml Streptococcus mutans 0,405 Umerena pozitivna p = 0,095
Ra - CFU/ml Streptococcus oralis 0,581 Umerena pozitivna p=0,011*
Ra - CFU/ml Veillonella parvula 0,385 Slaba pozitivna p=0,115
Ra - CFU/mI Fusobacterium nucleatum 0,542 Umerena pozitivna p = 0,020*

Ra - CFU/ml Porphyromonas gingivalis 0,596 Umerena pozitivha p = 0,009*

Ra - CFU/ml Candida albicans 0,234 Slaba pozitivna p =0,350

Ra - srednje aritmetiCko odstupanje profila merenja hrapavosti povrSine; CFU/ml - broj
formiranih kolonija (engl. colony forming units) mikroorganizama po mililitru te¢nosti; p -
vrednost Spearman koeficijenta; * - statisti¢ki znacajno.
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4.2.2 Rezultati testa vijabilnosti (odrzivosti) ¢elija mikroorganizama

Rezultati testa vijabilnosti (odrzivosti) ¢elija mikroorganizama (engl. cell viability assay)
predstavljeni su na slici 4.5. Sli¢no poput rezultata brojanja formiranih kolonija mikroorganizama,
izmedu grupa ispitivanih materijala zabelezeno je prisustvo statisticki znaCajne razlike u
vrednostima opticke gustine (engl. optical density (OD)) ranije opisanog obojenog jedinjenja na
talasnoj duzini 540 nm za sve mikroorganizme uklju¢ene u studiju (p < 0,05).

Rezultati vijabilnosti Strep. mutans (Slika 4.5a) pokazali su najvisu vrednost OD 540 nm u
CG grupi. Medutim, data vrednost bila je statisticki znac¢ajno visa jedino u poredenju sa vrednos$cu
istog parametra CP grupe uzoraka (p = 0,04), na ¢ijim povrsinama je zabelezen najmanji broj
vijabilnih celija Strep. mutans. Poredenjem preostalih grupa materijala, zapazeno je odsustvo
statisti¢ki znacajne razlike u vrednostima OD 540 nm obojenog jedinjenja (p > 0,05).

Analiziraju¢i vijabilnost ¢elija Strep. oralis (Slika 4.5b), najvisa vrednost OD 540 nm
zabelezena je u PEEK grupi uzoraka $to je bilo statisticki znacajno jedino u poredenju sa KBS
grupom (p = 0,033). Broj vijabilnih celija Strep. oralis nije bio statisticki zna¢ajno drugaciji,
medusobnim poredenjem preostalih grupa ispitivanih materijala (p > 0,05).

Slicno poput rezultata vijabilnosti Strep. mutans, ispitujuci vijabilnost celija V. parvula
(Slika 4.5¢) uocena je statisticki zna¢ajno visa vrednost OD 540 nm u CG grupi, u poredenju sa CP
grupom uzoraka (p = 0,041). Takode, poredivsi vrednosti istog parametra izmedu preostalih grupa
materijala, nije zapazeno prisustvo statisticki znacajne razlike u vijabilnosti ove bakterije (p > 0,05).

Statisticki znaajno manji broj vijabilnih ¢elija F. nucleatum (Slika 4.5d) zabelezen je u CP
grupi uzoraka u poredenju sa KBS (p = 0,02), CoCr (p = 0,005), kao i preostalim grupama
ispitivanih materijala (p < 0,001). Najvisa vrednost OD 540 nm zabeleZena je u CG grupi, medutim
bez prisustva statisticke znacajnosti u poredenju sa vrednostima PMMA i PEEK grupe (p > 0,05).

Najveé¢i broj vijabilnih ¢elija P. gingivalis (Slika 4.5e) uocen je u CG grupi uzoraka,
statisticki znacajno jedino u poredenju sa grupama KBS (p = 0,015) i CP (p = 0,029) ¢iji su uzorci
pokazali najnize vrednosti OD 540 nm za c¢elije datog mikroorganizma, uz odsustvo medusobne
statisticke znacajnosti (p > 0,05).

PEEK grupa uzoraka pokazala je najvec¢i broj vijabilnih ¢elija C. albicans (Slika 4.5f) na
svojim povrSinama, ipak bez statisti¢ki znacajne razlike u poredenju sa uzorcima grupa PMMA, CG
i CP (p > 0,05). Najmanja vijabilnost C. albicans uocena je na povrSinama uzoraka KBS i CoCr
grupe, izmedu kojih nije zabeleZeno prisustvo statisticki znacajne razlike u vrednosti OD 540 nm
dobijenog proizvoda za ispitivanu gljiviénu vrstu (p > 0,05).
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Slika 4.5. Rezultati testa vijabilnosti (odrzivosti) ¢elija mikroorganizama: a) Streptococcus mutans.
b) Streptococcus oralis. ¢) Veillonella parvula. d) Fusobacterium nucleatum. e) Porphyromonas
gingivalis. f) Candida albicans. OD 540 nm - vrednost opticke gustine (engl. optical density)
dobijenog jedinjenja na talasnoj duzini 540 nm; KBS - kompozit na bazi smole; PMMA - poli
(metil metakrilat); PEEK - poli (etar etar keton); CP - cirkonija polirana; CG - cirkonija glazirana;
CoCr - kobalt-hrom legura. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost = standardna devijacija.
Razli¢ita slova ukazuju na prisustvo statisticki znacajne razlike izmedu grupa za dati parametar
(p < 0.05; Tukey post hoc test).
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4.2.3 Rezultati analize formiranog biofilma upotrebom skenirajuceg elektronskog mikroskopa

Mikrografi nastali upotrebom skeniraju¢eg eclektronskog mikroskopa (SEM) koji u 2D
prikazuju nasumi¢no odabrana polja povrsina uzoraka grupa ispitivanih materijala sa adheriranim
mikroorganizmima prikazani su na slikama 4.6 - 4.11. SEM 2D prikaz biofilma Strep. mutans
(Slika 4.6) u skladu je sa prethodno iznetim rezultatima CFU. Mikrografi nastali na manjem
uvelicanju (x500) demonstrirali su prekrivenost citave snimljene povrsine uzoraka CG, PEEK i
PMMA grupe mikroorganizmima dok je na vecem uvelicanju (x3500) vidljiv gust sloj dobro
organizovanih koka. Nasuprot tome, na snimcima KBS, CP i CoCr uzoraka zabelezeno je prisustvo
svega nekoliko lan¢ano grupisanih kolonija pomenute bakterije, jasno diferentovanih od
morfologije povrsine uzoraka materijala u pozadini.
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Slika 4.6. Mikrografi 2D prikaza biofilma Streptococcus mutans na povrsinama uzoraka ispitivanih
materijala, nastali upotrebom skenirajuceg elektronskog mikroskopa. KBS - kompozit na bazi
smole; PMMA - poli (metil metakrilat); PEEK - poli (etar etar keton); CP - cirkonija polirana; CG -
cirkonija glazirana; CoCr - kobalt-hrom legura.
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Adhezija Strep. oralis (Slika 4.7) bila je najuocljivija na uzorcima CG i PEEK grupe, na
¢ijim povrsinama je zapazen grozdast raspored sitnih ovalnih koka. Bakterijski biofilm formiran na
povrsinama uzoraka preostalih grupa materijala nije bio jasno vidljiv na snimcima nastalim na
manjem uveli¢anju. Medutim, vecée uvelicanje pruzilo je uvid u nekoliko nepravilno rasporedenih
kolonija, okruzenih relativno homogenom povrsinskom teksturom uzoraka materijala, sa
nekolicinom uzduznih zlebova nastalih usled procesa zavrsne mehanicke obrade i poliranja.
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Slika 4.7. Mikrografi 2D prikaza biofilma Streptococcus oralis na povrSinama uzoraka ispitivanih
materijala, nastali upotrebom skenirajuceg elektronskog mikroskopa. KBS - kompozit na bazi
smole; PMMA - poli (metil metakrilat); PEEK - poli (etar etar keton); CP - cirkonija polirana; CG -
cirkonija glazirana; CoCr - kobalt-hrom legura.
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Usled malih dimenzija V. parvula, formiran biofilm ove bakterije tesko je bio uocljiv na
snimcima povrsina uzoraka grupa ispitivanin materijala nastalim na manjem uveli¢anju (Slika 4.8).
Medutim, blizi pogled omogucio je jasnu karakterizaciju loptastog oblika pomenute koke,
demonstrirajué¢i njeno prisustvo U nesto guséem sloju na povrsinama uzoraka CG, PEEK i PMMA
grupe u poredenju sa ostalim grupama ispitivanih materijala.
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Slika 4.8. Mikrografi 2D prikaza biofilma Veillonella parvula na povr$inama uzoraka ispitivanih
materijala, nastali upotrebom skenirajué¢eg elektronskog mikroskopa. KBS - kompozit na bazi
smole; PMMA - poli (metil metakrilat); PEEK - poli (etar etar keton); CP - cirkonija polirana; CG -
cirkonija glazirana; CoCr - kobalt-hrom legura.
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Posmatrajuc¢i nacin prostiranja F. nucleatum i gustinu formiranog biofilma ove bakterije na
povrsinama uzoraka (Slika 4.9) uocena je evidentna razlika izmedu grupa materijala. Uzorci grupa
CG, PEEK i PMMA pokazali su dominaciju u broju vretenastih bakterija duz citavog snimljenog
polja povrsine, sa gus¢im slojem biofilma na povrsini uzorka CG grupe, posmatrano na snimcima
oba uvelicanja. S druge strane, mikrografi KBS i CP uzoraka omogucili su jasan uvid u tip
grupisanja F. nucleatum, demonstriraju¢i nekoliko izduzenih bacila povezanih u parovima. Na
njihovim povrsinama, kao i na povrsini uzorka CoCr grupe, u pozadini se mogla uociti povrsinska
morfologija uzoraka materijala.
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Slika 4.9. Mikrografi 2D prikaza biofilma Fusobacterium nucleatum na povr§inama uzoraka
ispitivanih materijala, nastali upotrebom skenirajuceg elektronskog mikroskopa. KBS - kompozit na
bazi smole; PMMA - poli (metil metakrilat); PEEK - poli (etar etar keton); CP - cirkonija polirana;
CG - cirkonija glazirana; CoCr - kobalt-hrom legura.
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Slicna zapazanja su bila moguéa i u vezi sa 2D mikrografima formiranog biofilma
P. gingivalis (Slika 4.10), na kojima su uocene brojne bakterije duz citave snimljene povrsine
uzoraka CG i PEEK grupe. Snimci nastali na manjem uvelicanju prikazali su linearan raspored
mikroorganizama na povrsinama uzoraka preostalih grupa, uz ve¢u gustinu sloja biofilma uocenu
na uzorku CoCr grupe. Na snimcima veceg uveli¢anja izmedu uzoraka nije uocena jasna razlika u
gustini biofilma P. gingivalis, omogucavajuci uvid u stapicast izgled pomenute bakterije.
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Slika 4.10. Mikrografi 2D prikaza biofilma Porphyromonas gingivalis na povr§inama uzoraka
ispitivanih materijala, nastali upotrebom skenirajuceg elektronskog mikroskopa. KBS - kompozit na
bazi smole; PMMA - poli (metil metakrilat); PEEK - poli (etar etar keton); CP - cirkonija polirana;
CG - cirkonija glazirana; CoCr - kobalt-hrom legura.
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Masa biofilma C. albicans (Slika 4.11) skoro u potpunosti je prekrivala snimljene povrsine
uzoraka PEEK, PMMA i CG grupe, suprotno 2D mikrografima povrSina uzoraka preostalih grupa
ispitivanih materijala koji su demonstrirali manji deo lanc¢ano orijentisanih gljivica okruzenih ve¢im
povrsinama uzoraka bez prisustva mikroorganizama. Snimci nastali na ve¢em uvelicanju omogucili
su jasnu karakterizaciju pseudohifalnog rasta C. albicans na uzorcima svih grupa ispitivanih
materijala.
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Slika 4.11. Mikrografi 2D prikaza biofilma Candida albicans na povrSinama uzoraka ispitivanih
materijala, nastali upotrebom skenirajuceg elektronskog mikroskopa. KBS - kompozit na bazi
smole; PMMA - poli (metil metakrilat); PEEK - poli (etar etar keton); CP - cirkonija polirana; CG -
cirkonija glazirana; CoCr - kobalt-hrom legura.

70



4.3 Rezultati ispitivanja formiranog biofilma na povrSinama materijala u in situ uslovima

4.3.1 Rezultati odredivanja ukupnog broja bakterija metodom lan¢ane reakcije polimeraze u
realnom vremenu

Rezultati odredivanja ukupnog broja bakterija usne duplje adheriranin na povrSinama
uzoraka grupa ispitivanih materijala nakon izlozenosti istih uslovima oralne sredine tokom perioda
od 24 h, dobijeni metodom lancane reakcije polimeraze u realnom vremenu (engl. real-time
polymerase chain reaction (real-time PCR)) prikazani su u tabeli 4.4.

Tabela 4.4. Rezultati odredivanja ukupnog broja bakterija usne duplje adheriranih na povr§inama
uzoraka grupa ispitivaninh materijala nakon izlozenosti istih uslovima oralne sredine tokom perioda
od 24 h, dobijeni metodom lancane reakcije polimeraze u realnom vremenu.

Broj kopija bakterijske DNK (x10%)

Utesnik KBS ~ PMMA  PEEK cP CG CoCr
1 19,70 8,72 11,70 0,99 1,61 1,48

2 1,36 2760 7350 4,80 34,50 5,55

3 3,32 5,35 33,30 059 [HE2N00N o054

4 0,61 4,39 6,40 1,17 30,10 0,55

5 2,00 4,39 11,90 1240 1020 30,50

6 5,86 27,80 44,80 0,19 11,60 3,34

8 3,38 4540 3320 3290 78,80 1060  1-10

9 13,70 12,70 24,60 20,30 13,40 13,7 1930
10 001 1160 37,20 011 4,04 T —
11 1,61 2410 36,90 348 | 56400 @ 230,00 =
12 5160 (140800 14800 18400 [NSI200N 9170

14 1,67 6,67 11,50 7,15 2,67 0,07

15 0,09 0,15 0,01 0,04 0,04 0,04

16 9300 11,40 2010 2400 ['150,00° 431

17 0,12 060 (181000 032

18 11,20 ﬂ 48,80 97,30 | 11400
Medijana 2,66 18,4 35,1 4,14 56,65 4,73

(min-  (00L-  (015-  (001-  (004-  (004-  (0,04-

max) 93,00)® 606,00)*® 609,00)% 184,00)*° 812,000 230,00) *P
KBS - kompozit na bazi smole; PMMA - poli (metil metakrilat); PEEK - poli (etar etar
keton); CP - cirkonija polirana; CG - cirkonija glazirana; CoCr - kobalt-hrom legura;
min - minimum; max - maksimum. Razli¢ita slova ukazuju na prisustvo statisticki
znacajne razlike izmedu grupa za dati parametar (p < 0,05; Dunn post hoc test).
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Na povrsinama svih uzoraka grupa ispitivanih materijala detektovano je prisustvo bakterija.
Medusobnim poredenjem grupa ispitivanih materijala uoceno je prisustvo statisticki znacajne
razlike u broju adheriranih bakterija (p < 0,05). Najveci broj kopija bakterijske DNK detektovan je
u grupama CG i PEEK sto je bilo statisti¢ki znac¢ajno jedino u poredenju sa KBS grupom (p < 0,05).
Uzorci PMMA su takode pokazali vecu sklonost ka adheziji bakterija nego uzorci CoCr, CP i KBS
grupe, medutim uz odsustvo statisticke znacajnosti (p > 0,05). Nize vrednosti zabeleZene su u
grupama KBS, CP i CoCr, izmedu Kkojih nije uo¢eno prisustvo statisticki znacajne razlike u broju
kopija bakterijske DNK (p > 0,05). lzuzev razlike izmedu grupa materijala, uocena je i jasna
individualna razlika izmedu uc¢esnika ukljucenih u istrazivanje.

Rezultati ispitivanja povezanosti (korelacije) povrsinske hrapavosti i biofilma formiranog na
povr§inama materijala u in situ uslovima predstavljeni su kao odnos srednjeg aritmetickog
odstupanja profila merenja hrapavosti povrSine (Ra) i ukupnog broja kopija bakterijske DNK na
povr§inama uzoraka grupa materijala kvantifikovanih real-time PCR metodom u vidu Spearman
koeficijenta korelacije rangova (Tabela 4.5). Dobijen rezultat ukazao je na prisustvo slabe pozitivne
korelacije izmedu dva izmerena parametra, uz prisustvo statisticke znacajnosti (p < 0,05).

Tabela 4.5. Rezultati ispitivanja povezanosti (korelacije) povrSinske hrapavosti i biofilma
formiranog na povr$inama materijala u in situ uslovima.

. . . . Statisticka
Povezani parametri p Opis povezanosti znaéajnost
Ra - Broj kopija bakterijske DNK 0,275 Slaba pozitivna p = 0,004*

Ra - srednje aritmeticko odstupanje profila merenja hrapavosti povrSine; p - vrednost Spearman
koeficijenta; * - statisticki znacajno.

4.3.2 Rezultati analize formiranog biofilma upotrebom skenirajuceg elektronskog mikroskopa

Mikrografi nastali upotrebom skenirajuceg elektronskog mikroskopa (SEM) koji u 2D
prikazuju nasumi¢no odabrana polja povrSina uzoraka ispitivanin materijala sa adheriranim
mikroorganizmima usne duplje nakon 24 h izlozenosti istih uslovima oralne sredine predstavljeni su
na slici 4.12.

Snimci su u saglasnosti sa prethodno opisanim rezultatima dobijenim real-time PCR
kvantifikacijom, podrzavajuéi jasne razlike izmedu pojedinih grupa materijala. Na oba uveli¢anja
uoc¢eno je prisustvo gustog viseslojnog biofilma koji prekriva ¢itava snimljena polja povrsina
uzoraka CG, PEEK i PMMA grupe. Heterogenu mikrobnu strukturu formirali su dobro
organizovani aglomerati koka u obliku grozda, povezanih putem nekoliko umetnutih kratkih
Stapicastih mikroorganizama.

Nasuprot tome, snimci povrsina uzoraka KBS, CP i CoCr grupe prikazali su biofilm manje
gustine sa minornom porcijom mikroorganizama. Na vecem uveli¢anju uo¢ene su povrsine uzoraka
materijala delimi¢no prekrivene izolovanim rastrkanim kokama i mikroorganizmima filamentoznog
oblika dok je u pozadini uo¢ena morfologija povrsina uzoraka materijala sa prisustvom nekolicine
uzduznih Zlebova nastalih kao posledica postupaka zavrsne mehanicke obrade i poliranja.
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Slika 4.12. Mikrografi 2D prikaza povr$ina uzoraka materijala prekrivenih mikroorganizmima usne
duplje nakon 24 h izlozenosti uslovima oralne sredine, nastali upotrebom skenirajuc¢eg elektronskog
mikroskopa. KBS - kompozit na bazi smole; PMMA - poli (metil metakrilat); PEEK - poli (etar etar
keton); CP - cirkonija polirana; CG - cirkonija glazirana; CoCr - kobalt-hrom legura.
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5. DISKUSIJA






Uvodenjem masinski obradivih dentalnih materijala u svet stomatologije zubne nadoknade
dobile su na unapredenju mehanickih i estetskih karakteristika, zahvaljujuc¢i standardizovanom
nacinu pripreme materijala pod strogo kontrolisanim uslovima. Medutim, u cilju obezbedivanja
dugotrajnosti nadoknade u oralnoj sredini i sprecavanju nastanka oralnih infekcija od najveceg
znacaja je sklonost materijala adheziji oralnih mikroorganizama na svojoj povrsini. Ovom procesu
doprinosi i prisustvo brojnih predisponiraju¢ih faktora od kojih se kao najvaznije izdvajaju
karakteristike povrSine materijala. Imajuci sve navedeno u vidu, fokus studije bio je na ispitivanju
sklonosti masinski obradivih dentalnih materijala ka adheziji mikroorganizama na njihovim
povrs§inama i zavisnosti iste od karakteristika povrSine materijala, nakon zavr§ne mehanic¢ke obrade
i poliranja materijala prema uputstvu proizvodaca.

U istrazivanje su uklju¢eni mas$inski obradivi dentalni materijali koji se ubrajaju medu
najzastupljenije u savremenoj stomatologiji. Tu su kompozit na bazi smole (KBS), poli (metil
metakrilat) (PMMA), poli (etar etar keton) (PEEK), cirkonijum-dioksidna keramika (cirkonija) u
poliranom (CP) ili glaziranom obliku (CG) i kobalt-hrom legura (CoCr).

U prvom delu studije ispitivane su karakteristike povr§ine materijala, merenjem povrsinske
hrapavosti, merenjem kontaktnih uglova razli¢itih referentnih te¢nosti i izratunavanjem povrsinske
slobodne energije (engl. surface free energy (SFE)). Kao dopuna numeri¢kim rezultatima izvrSena
je potom analiza povrSinske morfologije materijala u trodimenzionalnom prostoru (3D) upotrebom
mikroskopa atomskih sila (engl. atomic force microscope (AFM)), kao i u dvodimenzionalnom
prostoru (2D) upotrebom skenirajuc¢eg elektronskog mikroskopa (engl. scanning electron
microscope (SEM)).

Drugi deo istrazivanja podrazumevao je ispitivanje formiranog monomikrobnog biofilma
mikroorganizama usne duplje na povrSinama materijala u laboratorijskim in vitro uslovima. S
obzirom da se pojedini mikroorganizmi oralnog biofilma pod odredenim uslovima smatraju
glavnim etioloskim faktorom za nastanak oralnih infekcija, u studiji je ispitivan biofilm bakterije
Streptococcus mutans, glavnog izazivaca karijesa, bakterija Streptococcus oralis, Veillonella
parvula, Fusobacterium nucleatum i Porphyromonas gingivalis, usko povezanih sa nastankom
infekcija parodontalnih i peri-implantatnih tkiva, kao i gljivi¢ne vrste Candida albicans, u velikoj
meri prisutne kod infekcija sluzokoZe usne duplje izazvanih prisustvom mobilne zubne nadoknade.
Eksperimentalni deo podrazumevao je analizu formiranog biofilma metodom brojanja formiranih
kolonija (engl. colony forming units (CFU)), testom vijabilnosti celija mikroorganizama (engl. cell
viability assay) i vizuelizacijom biofilma ispitivanih mikroorganizama na povr§inama materijala u
2D upotrebom SEM.

U tre¢em 1 poslednjem delu studije izvrSeno je ispitivanje ukupno formiranog biofilma na
povr§inama materijala u in situ uslovima. Za potrebe ovog dela studije dizajniran je specijalan
individualni intraoralni splint u koji su postavljeni uzorci materijala i koji su u trajanju od 24 h
nosili ucesnici studije. U€esnici su bili sa odli¢énim ops$tim i oralnim zdravstvenim stanjem radi
eliminacije brojnih faktora koji bi mogli uticati na adheziju oralnih mikroorganizama na povrs§inama
uzoraka ispitivanih materijala. Nakon perioda akumulacije, izvr§eno je odredivanje broja bakterija
na povr§inama materijala metodom lancane reakcije polimeraze u realnom vremenu (engl. real-time
polymerase chain reaction (real-time PCR)) dok je analiza dopunjena vizuelizacijom biofilma na
povrSinama materijala u 2D upotrebom SEM.

Na slede¢im stranicama su rezultati sprovedene studije prodiskutovani i uporedeni sa
dosadasnjim saznanjima autora drugih istrazivanja usko vezanih za temu adhezije mikroorganizama
na povrSinama konvencionalnih ili ma$inski obradivih dentalnih materijala, kao i1 zavisnost iste od
karakteristika povrSine samih materijala.
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5.1 Analiza rezultata merenja povrsinske hrapavosti

Merenje hrapavosti povrsine uzoraka grupa ispitivanih materijala obavljeno je upotrebom
kontaktnog profilometra ¢ime su dobijene vrednosti srednjeg aritmetickog odstupanja (Ra) i
maksimalne visine neravnina datog profila merenja (Rz). Pored numeri¢kih vrednosti, prikazane su i
dijagram krive koje u 2D pruzaju uvid u hrapavost povrSine datog uzorka.

Metoda je pouzdana, tacna i pruza procenu hrapavosti povrSine. Medutim, upotreba
iskljué¢ivo kontaktnog profilometra nije dovoljna za verodostojan prikaz morfologije povrsSine
odredenog materijala. 1z ovog razloga, numericki i graficki podaci dobijeni na osnovu analize
kontaktnim profilometrom dopunjeni su 3D prikazom povrsine uzoraka materijala upotrebom AFM,
kao i analizom morfologije povrSine istih na 2D mikrografima visoke rezolucije, nastalim
upotrebom SEM.

Rezultati merenja povrsinske hrapavosti upotrebom kontaktnog profilometra izmereni na
mikrometarskoj skali pokazali su sli¢ne vrednosti Ra za sve grupe ispitivanih materijala. Razlog
tome, kao sto je ranije pomenuto, moze se pripisati ¢injenici da su masinski obradivi dentalni
materijali pripremljeni na standardizovan nacin ¢ime su eliminisani brojni nedostaci
konvencionalnog nacina rada koji mogu dovesti do pojedinih nepravilnosti u povrsinskoj
morfologiji samog materijala. Medutim, i pored protokola zavrsne mehanicke obrade i poliranja po
uputstvima proizvodaca i zelje da se povrsine uzoraka materijala naprave sto glatkijim, izmedu
grupa ispitivanih materijala uoceno je prisustvo statisticki znacajne razlike u vrednostima oba
izmerena parametra povrsinske hrapavosti.

Najvise vrednosti Ra i Rz demonstrirala je grupa CG ¢iji su uzorci bili statisticki znacajno
hrapaviji u poredenju sa uzorcima ostalih grupa materijala. Osim toga, dijagram Kkriva
reprezentativnog uzorka ove grupe dobijena na osnovu analize kontaktnim profilometrom pokazala
je najnepravilniji tok, karakterisan mnostvom vrhova (engl. peaks) i dolina (engl. valleys) na datom
profilu merenja. Kao jos jedan pokazatelj neravnomernosti u povrsinskoj strukturi moze se uzeti i
3D snimak nastao upotrebom AFM, na kom se jasno uocava razlika izmedu visokih strmih kota i
okolnog zaravnjenog podnozja na datom polju snimanja. Takode, SEM 2D mikrograf bio je
komplementaran AFM snimku, otkrivaju¢i jasnu razliku izmedu mnogobrojnih ostrvaca
nepravilnog oblika, okruzenih homogenom morfologijom preostale snimljene povrsine uzorka ove

grupe.

Glavni razlog za ovo opazanje moze biti uticaj manuelne vestine zubnog tehnicara prilikom
nanosenja glazure na povrsinu nadoknade izradene od keramickog materijala. U toku samog
postupka glaziranja, glazurna pasta se ru¢no nanosi u tankom sloju na povrsinu zubne nadoknade
pomocu specijalno dizajnirane Cetkice. Usled toga, na relativno ravnoj povrsini nadoknade najcesce
se pojavljuju mikromehuri¢i koji izledaju poput ostrvaca zbog ¢ega je na ovaj nacin izuzetno tesko
posti¢i glatku i sjajnu povrsinu (Dal Piva i sar., 2018; Zhang Y i sar., 2004).

Takode, kao jos jedan bitan faktor mora se uzeti u obzir i razlika u vrednostima koeficijenata
termicke ekspanzije izmedu cirkonije i sloja glazurne paste. Naime, prate¢i uputstva proizvodaca
primenjuju se razliCiti programi sinterovanja (pecenja) presinterovane neglazirane cirkonije i
sinterovane cirkonije sa nanetom glazurom na svojoj povrsini. Usled toga moze do¢i do stvaranja
unutrasnjih napona i naprezanja pojedinih delova nadoknade od glazirane cirkonije Sto povecava
verovatno¢u od nastanka mikrodefekata i povecanja hrapavosti njene povrsine (Kumchai i sar.,
2018).
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S druge strane, grupa CP demonstrirala je najnize vrednosti oba izmerena parametara
hrapavosti u poredenju sa drugim grupama ispitivanih materijala. Takode, dijagram Kkriva
reprezentativnog uzorka ove grupe pokazala je pravilan i homogen tok uz odsustvo izrazenih
amplituda izmedu uzvisenja i udubljenja na datom profilu merenja. Pritom, na AFM 3D snimku CP
uzorka uoceno je mnostvo cestica slicnih dimenzija bez prisutnih abnormalnosti koje odudaraju od
ostatka snimljenog polja povrsine. Samim tim, lako je uogiti da su ru¢no kontrolisani instrumenti za
zavrsnu mehanic¢ku obradu (finireri) i poliranje (polireri) bili uspesniji u formiranju manje hrapave
povrsine na istom materijalu sto upucuje na laksu i precizniju manipulaciju ovim instrumentima u
poredenju sa postupkom glaziranja upotrebom cetkice.

Medutim, SEM 2D mikrografi CP uzorka pokazali su lomljenje (engl. chipping) i
dislokaciju cestica pomenutog materijala sto se najverovatnije moze pripisati kompresiji zrna na
njegovoj povrsini uzrokovanoj postupcima zavrsne mehanicke obrade i poliranja. Autori ranijih
istraZivanja na istu temu sugerisali su da ru¢no kontrolisani instrumenti za zavr$nu mehanicku
obradu poput freza, dijamantskih svrdala ili gumica neprimerenom manipulacijom lako mogu
izazvati dislokaciju kristala cirkonijum-dioksida u samom materijalu ¢ime dolazi do nastanka sitnih
zlebova i mikropukotina na povrsini sinterovane cirkonije, Kao i na povrsini presinterovanog oblika
pomenutog materijala koji prilikom kasnijeg procesa sinterovanja nisu bili izgladeni (Al-Haj Husain
i sar., 2016; Hatanaka i sar., 2017). Ipak, u sprovedenoj studiji ova pojava nije doprinela povecanju
hrapavosti povrsine uzoraka CP grupe, vec je pokazala uspesnost u sakrivanju pomenutih defekata.

Brojne studije u proslosti bavile su se uporedivanjem razli¢itih keramickih sistema u
pogledu kvaliteta povrSinske morfologije nakon razlicitih postupaka zavrsne obrade (Goo i sar.,
2016; Huh i sar., 2016; Khayat i sar., 2018). Rezultati pojedinih istrazivanja potvrduju hipotezu da
cirkonija polirana gumicama pokazuje izuzetnu glatko¢u povrsine i da, bez obzira na vrstu
keramiCkog sistema, nanosenje sloja glazure neminovno dovodi do povecanja hrapavosti povrsine
zubne nadoknade izradene od keramike (Dal Piva i sar., 2018; Janyavula i sar., 2013; Vila-Nova i
sar., 2020). S druge strane, grupa autora negira postojanje znacajne razlike izmedu glazirane i
gumicama polirane cirkonije u pogledu hrapavosti povrsine, odbacujuc¢i uticaj nacina zavrsne
obrade u pogledu formiranja kvalitetne povrSine ovog materijala (Sarac i sar., 2006). Uzimajuci sve
do sada navedeno u obzir, kao razlog nepodudarnosti prikazanih rezultata razli¢itih studija mogu se
pripisati individualne razlike u vestini zubnog tehnicara prilikom postupaka zavrsne obrade
cirkonije i ¢injenici da i sloj glazure, adekvatno, pazljivo i ravnomerno nanet na povrsinu
pomenutog materijala moze dovesti do postizanja glatko¢e povrsine materijala dok idealno
adaptiran moze c¢ak popuniti i maskirati neravnine nastale u toku prethodne mehanicke obrade
materijala.

Poredivsi rezultate povrsinske hrapavosti masinski obradivih dentalnih polimera ukljuc¢enih
u studiju, kao sto su PEEK, PMMA i KBS, uoceno je prisustvo statisticki znacajne razlike u
vrednostima Ra i Rz izmedu navedenih grupa ispitivanih materijala. PMMA uzorci pokazali su se
kao podobniji formiranju glatke povrsine nakon postupaka zavrsne mehanicke obrade i poliranja u
poredenju sa uzorcima PEEK i KBS grupe. Kao $to je ranije naglaseno, uvodenje sistema masinske
obrade u stomatologiju primetno je poboljsalo karakteristike PMMA zahvaljujuéi izbegavanju
ru¢nog mesanja polimernog praha i monomerne te¢nosti. Time je omoguéeno oslobadanje znatno
manje koli¢ine rezidualnog monomera i bolja fizicka i hemijska svojstva materijala ukljucujuci i
unapreden kvalitet povrsine (Bidra i sar., 2013).
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Velicina cestica dodatih keramickih punioca u sastavu PEEK koris¢enog u studiji bila je
veoma mala (0,3 - 0,5 um), te je zbog toga bilo ocekivano olaksano postizanje homogenosti
povrsine uzoraka ove grupe materijala nakon postupaka zavr$ne mehanicke obrade i poliranja.
Medutim, analizom povrsinske morfologije utvrdene su statisticki znac¢ajno vise vrednosti Ra i Rz,
izrazenija razlika izmedu vrhova i dolina na AFM 3D snimcima, kao i manje homogena topografija
povrsine na SEM 2D mikrografima uzoraka PEEK grupe u poredenju sa PMMA. Kao razlog za
izrazenu razliku u kvalitetu povrSine dva pomenuta dentalna polimera moze se uzeti u obzir, ranije
opisan, indirektan uticaj hemijskog sastava materijala na kvalitet povrSine. Naime, PEEK koris¢en u
studiji modifikovan je dodavanjem keramickih cestica koje, iako malih dimenzija, u kombinaciji sa
drugim sastojcima doprinose odredenoj heterogenosti povrsine materijala otezavajuci postupak
njene zavr$ne mehanicke obrade i poliranja (Sarac i sar., 2006).

Postoje brojna neslaganja kada je u pitanju poredenje kvaliteta povrsinske morfologije
PMMA i PEEK sa drugim grupama materijala. Rezultati sprovedenog istrazivanja su u saglasnosti
sa prethodno objavljenom studijom u kojoj su uzorci PEEK grupe pokazali ve¢u hrapavost povrSine
u poredenju sa CP (Peng i sar., 2021), kao i sa studijom na konvencionalno proizvedenim
materijalima u kojoj je PMMA okarakterisan veCom hrapavos¢u povrsine u poredenju sa KBS i
CoCr zahvaljujuci heterogenoj polimernoj strukturi (Merghni i sar., 2016). Ipak, druga istrazivanja
pokazala su suprotne rezultate demonstriraju¢i znacajno nize vrednosti povrSinske hrapavosti kod
uzoraka masinski obradivog PEEK 1 konvencionalno izradenog PMMA u poredenju sa masinski
obradivom CP (Hahnel i sar., 2015).

Uzorci KBS grupe pokazali su vise vrednosti oba izmerena parametra hrapavosti povrsine u
poredenju sa PMMA, §to potvrduje i AFM snimak na kom se uocava veliki broj strmih delova
sitnih dimenzija duz ¢itavog polja snimanja. Razlog za ovo moze lezati u ¢injenici da, iako KBS
poseduje zadovoljavajuce estetske osobine, uticaj komponenti njegovog sastava poput koli¢ine
Cestica punilaca i tipa organskog matriksa onemogucéava formiranje Visoke uglaanosti njegove
povrsine (Lee, 2008; Marghalani, 2010).

Takode, ispituju¢i konvencionalno izradene kompozitne materijale sa razli¢itom veli¢cinom
Cestica punioca grupa autora je pokazala da materijali sa Cesticama manjih dimenzija poseduju
manje hrapave povrsine u poredenju sa onima sa ¢esticama punila ve¢ih dimenzija, sugerisuc¢i da
mikro- i nanocestice pruzaju moguénost lakSeg pakovanja i poliranja (Da Costa i sar., 2007). Sve u
svemu, lako je uociti da hemijski sastav kompozitnih materijala ispoljava jednako vazan uticaj na
kvalitet povrsinske morfologije, kao i sam postupak zavrsne mehanicke obrade i poliranja.

Prema uputstvima proizvodaca, uzorci CoCr grupe bili su jedini koji su zavrSno mehanicki
obradeni i ispolirani samo u jednom pravcu, za razliku od ostalih grupa ispitivanih materijala gde su
upotrebljeni kruzni pokreti prilikom pomenute procedure. S tim u vezi, analizom AFM 3D snimka,
kao i SEM 2D mikrografa uzoraka ove grupe materijala uoceno je prisustvo brojnih, uzduznih,
paralelnih Zlebova prosecne $irine oko 2 um duz ¢itave snimljene povrsine uzorka. Kao posledica
toga, CoCr grupa pokazala je statisticki znacajno vise vrednosti Ra i Rz, podrzano prisustvom
strmije dijagram krive u poredenju sa grupama CP i PMMA.
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5.2 Analiza rezultata merenja kontaktnog ugla (ugla kvasenja) i izracunavanja povrSinske
slobodne energije

Metoda merenja kontaktnog ugla (ugla kvaSenja) izvrSena je kako bi se omogucila
karakterizacija povrSina ispitivanih materijala u pogledu njihove hidrofilnosti. Naime, hidrofilni
karakter povr§ina materijala u nau¢nim referencama uglavnom je utvrdivan merenjem kontaknog
ugla jedne te¢nosti, najéesce destilovane vode. Medutim, radi boljeg razumevanja hidrofilnosti
povrsina ispitivanih materijala, kao i uvida u uticaj iste na povecan ili smanjen afinitet ka
mikrobioloskoj adheziji, u sprovedenom istrazivanju izvrseno je izracunavanje povrsinske slobodne
energije materijala. VVrednost SFE dobijena je na osnovu izmerenih vrednosti kontaktnih uglova tri
razlicite referentne teCnosti koje se razlikuju s aspekta hidrofilnosti, kao $to su destilovana voda,
etilen glikol i dijodmetan, upotrebom Van Oss-Chaudhury-Good formule (Van Oss i sar., 1988).

Rezultati studije pokazali su prisustvo statisticki znacajne razlike izmedu grupa materijala u
vrednostima izmerenih kontaktnih uglova svih koris¢enih referentnih te¢nosti. Uzorci PEEK grupe
demonstrirali su najvi§e vrednosti kontaktnih uglova destilovane vode (KUV) i etilen glikola (KUE)
dok su uzorci CoCr grupe demonstrirali najvisu vrednost kontaktnog ugla dijodmetana (KUD). Za
ove dve grupe uzoraka su posledi¢no izraunate najnize vrednosti SFE, a njihove povrsine se mogu
okarakterisati kao hidrofobnije u poredenju sa povrSinama drugih grupa ispitivanih materijala.

Rezultati pojedinih istrazivanja u proslosti u saglasnosti su s ovim opazanjem, te je PEEK
viSe puta okarakterisan kao materijal sa blago hidrofobnim karakterom povrsine. Kao razlog tome
autori navode cinjenicu da u kontaktu sa te¢no$¢u poput destilovane vode, PEEK evidentno
zadrzava kap vode na svojoj povrSini sa izmerenim kontaktnim uglom obi¢no blago ve¢im od 90°
(Chen i sar., 2019; Nieminen i sar., 2008) $to je prethodno opisano kao grani¢na vrednost iznad koje
se povrSina materijala moze smatrati hidrofobnom (Law, 2014).

S druge strane, uzorci dve razli¢ito zavr$no obradene grupe cirkonije (polirana i glazirana)
pokazali su niZze vrednosti kontaktnih uglova dve od tri referentne tecnosti, kao i viSu izracunatu
vrednost SFE, pa se stoga mogu uzeti u obzir kao grupe materijala sa izraZzenijom hidrofilno$¢u
povrsine u poredenju sa preostalim grupama materijala.

U skladu s ovim, grupa autora nedavno objavljene studije pokazala je nize vrednosti
kontaktnog ugla CP u poredenju sa PEEK ukazujué¢i na jasnu razliku u stepenu kvasenja povrsina
ova dva materijala (Peng i sar., 2021). Takode, u drugim studijama vis$e puta je naglasen hidrofilni
karakter cirkonije i kompozitnih materijala dok se kobalt-hrom legura izdvaja kao materijal sa blago
hidrofobnim povrsinskim svojstvima (Hjerppe i sar., 2021; Kozmos i sar., 2021).

5.3 Analiza povezanosti (korelacije) rezultata merenja povrsinske hrapavosti i rezultata
merenja kontaktnog ugla (ugla kvasenja) i izraCunavanja povrsinske slobodne energije

U cilju ispitivanja medusobne povezanosti povrsinske hrapavosti i hidrofilnosti materijala,
autori brojnih studija u proslosti koristili su najéesc¢e direktnu vezu izracunatih numerickih vrednosti
srednjeg aritmetickog odstupanja profila merenja povrSinske hrapavosti (Ra) i kontaktnog ugla
destilovane vode (KUV), predstavljanjem korelacije u vidu izracunate vrednosti odredenog
koeficijenta. Medutim, u sprovedenoj studiji u cilju verodostojnijeg opisa povrSine materijala sa
aspekta hidrofilnosti koris¢ena je SFE. S obzirom da je vrednost SFE izracunata na osnovu ranije
pomenute formule, nije bilo moguce uspostaviti direktnu korelaciju izmedu povrSinske hrapavosti i
hidrofilnosti materijala izraCunavanjem vrednosti koeficijenata korelacije.
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Ipak, posmatraju¢i medusobnu povezanost rezultata merenja razliCitih karakteristika
povrsine ispitivanih materijala uocava se da su najvise vrednosti izraCunate SFE i najizrazeniji
hidrofilni karakter povrsine zapazeni u CG grupi uzoraka koja je prethodno opisana kao grupa sa
najvisim vrednostima parametara povrsinske hrapavosti.

U saglasnosti sa rezultatima sprovedenog istrazivanja, u nedavnoj studiji ispitivanja razli¢ito
zavr$no obradenih uzoraka cirkonije grupa autora je zaklju¢ila da vrednost ugla izmerenog u
trenutku dodira povrsine ovog materijala sa kapi destilovane vode opada sa visim vrednostima
hrapavosti povrSine (Alves i sar., 2019). Takode, koriste¢i slican dizajn studije baziran na
izraCunavanju vrednosti SFE, u istrazivanju na razliCito zavr$no obradenim keramickim
materijalima pokazano je da hrapavost povrSine dovodi do poveéavanja vrednosti SFE (Dal Piva i
sar., 2018).

Medutim, u potpunoj suprotnosti su miSljenja drugih autora koji sugeriSu da povrSinska
hrapavost pojacava hidrofobno svojstvo povrSine materijala. Kao moguce objasnjenje navedena je
mogucénost zarobljavanja vazduha u mikronepravilnostima na povrsini materijala odbijajuci na taj
nacin zadrzavanje kapi te¢nosti (Bico i sar., 2002).

Ipak, u pojedinim studijama nije pronadena nikakva korelacija izmedu povrsinske
hrapavosti i hidrofilnosti §to negira povezanost ove dve karakteristike povrSine materijala, a
razli¢itosti u vrednostima KUV izmedu ispitivanih materijala pripisane Su pre svega uticaju
komponenti njihovog hemijskog sastava (Cakmak i sar., 2021; Sturz i sar., 2015).

5.4 Analiza rezultata ispitivanja formiranog biofilma na povrSinama materijala u
in vitro uslovima

U cilju poredenja biofilma formiranog na povrSinama uzoraka grupa ispitivaninh materijala u
in vitro uslovima, analizirani su i medusobno poredeni rezultati brojanja formiranih kolonija Sest
razli¢itih mikroorganizama po mililitru te¢nosti, nakon odredenog perioda potrebnog za njihovu
inkubaciju i formiranje biofilma.

Izmedu grupa materijala utvrdeno je postojanje statisticki znacajne razlike u CFU/ml svakog
ispitivanog mikroorganizma. Najve¢i afinitet ka adheziji Cetiri od Sest mikroorganizama uklju¢enih
u studiju pokazala je grupa CG dok je s druge strane grupa CP demonstrirala izuzetnu otpornost ka
adheziji mikroorganizama, pokazavsi uz KBS najnize vrednosti akumuliranog biofilma svakog
mikroorganizma. Razlog za ovo nedvosmisleno predstavlja razli¢itost u proceduri zavrsne obrade
istog materijala koja je dovela do povecane hrapavosti povrSine uzoraka grupe CG i posledi¢no
vece tendencije istih ka adheziji mikroorganizama u poredenju sa CP.

Sli¢ne rezultate predocili su autori nekoliko laboratorijskih in vitro studija baziranih na
akumulaciji biofilma raznih streptokoka, kao i gljivice C. albicans na razli¢ito zavrsno obradenim
uzorcima cirkonije (Dal Piva i sar., 2018) i drugih keramickih materijala (Karayazgan i sar., 2010),
ukazujuc¢i na ve¢i potencijal za akumulaciju biofilma na glaziranim uzorcima u poredenju sa
poliranim, zahvaljuju¢i povecanoj hrapavosti njihovih povrsina. Ipak, u nedavnoj studiji grupe
autora, iako su utvrdene statisticki znacajno viSe vrednosti Ra i SFE glazirane u poredenju sa
poliranom cirkonijom, nije utvrdeno prisustvo znacajne razlike u koli¢ini biofilma
C. albicans na njihovim povrSinama, odbacujuci uticaj karakteristika povrsine na adheziju ovog
mikroorganizma (Zupangi¢ Cepié i sar., 2020).
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Izuzev CG, PEEK se moze tretirati kao grupa sa izuzetno velikom koli¢inom adheriranih
mikroorganizama, pokazavs$i najvise vrednosti prisutnih Strep. oralis i C. albicans u poredenju s
drugim grupama ispitivanih materijala. U saglasnosti sa ovim opazanjem, u prethodnim
laboratorijskim studijama sli¢nog dizajna pokazano je da PEEK poseduje izuzetan afinitet ka brzom
formiranju biofilma na svojoj povrsini (Williams i sar., 2011). Takode, u nedavnoj studiji na
masinski obradivim materijalima za izradu teleskop kruna demonstrirana je veca akumulacija
bakterija na povrsini PEEK u poredenju sa cirkonijom (Kamel i sar., 2021).

Medutim, rezultati sprovedene studije su u neskladu sa pojedinim literaturnim podacima u
kojima je PEEK opisan kao materijal koji poseduje izuzetna antibakterijska svojstva protiv adhezije
inicijalnih kolonizatora poput Strep. oralis, nakon inkubacije ove bakterije u trajanju od 24 h i 48 h
na povrsini materijala u in vitro uslovima (D’Ercole i sar., 2020). Osim toga, poredivsi koli¢inu
biofilma vise razli¢itih mikroorganizama na materijalima za izradu implantatnih suprastruktura u in
vitro uslovima, grupa autora je pokazala da je koli¢ina formiranog biofilma na povr$ini PEEK niza
u poredenju sa onim na povrsini gumicom polirane cirkonije (Peng i sar., 2021).

lako su dentalni polimeri opisani kao materijali sa slicnim, heterogenim sastavom povrsine 1,
pod pretpostavkom, sli¢nim afinitetom ka adheziji mikroorganizama, u sprovedenom in vitro delu
studije uoceno je prisustvo statisticki znacajne razlike u vrednostima CFU/ml svakog ispitivanog
mikroorganizma izmedu PEEK, PMMA i KBS. Porediv§i KBS sa preostale dve grupe uocen je
znac¢ajno manji broj formiranih kolonija adheriranih mikroorganizama. Ovakvi rezultati su u
kontradiktornosti sa ishodima prethodnih studija u kojima je prikazana podloznost zubnih
nadoknada od KBS kolonizaciji mikroorganizama. Kao razlog tome, autori su istakli ranije
pomenutu polimerizacionu kontrakciju materijala i curenje nepolimerizovanih monomera sa
povrsine materijala u usnu duplju koji mogu zatim stimulisati rast oralnih bakterija i formiranje
biofilma na povrsini nadoknade od KBS (Brambilla i sar., 2009; Takahashi i sar., 2004).

Ipak, u saglasnosti sa rezultatima sprovedenog istrazivanja, u pojedinim studijama slicnog in
vitro dizajna pokazan je smanjen afinitet kompozitnih smola ka adheziji Strep. mutans i Strep.
oralis (Buergers i sar., 2009; lonescu i sar., 2012). Iako je ova grupa pokazala povisene vrednosti
hrapavosti povrsine, kao razlog niskoj podloznosti KBS adheziji mikroorganizama u toj, kao i u
0Vvoj studiji, moze se uzeti u obzir nacin izrade materijala, te ¢injenica da su uvodenjem sistema
masinske obrade znacajno poboljSane mehanicke karakteristike KBS ¢ime je indirektno ostvaren i
pozitivan uticaj sa mikrobioloske tacke gledista (Ionescu i sar., 2020). Takode, jo§ jedan bitan
razlog za nizak afinitet KBS ka kolonizaciji bakterija predstavlja i ¢injenica da materijal koris¢en u
studiji u svom hemijskom sastavu sadrzi Cestice metakrilata. Ove Cestice poseduju bolja
antimikrobna svojstva u poredenju sa bisakrilnom (Ozel i sar., 2017) ili trietilen glikol
dimetakrilatnom (TEGDMA) smolom ¢ije promene u strukturi izazvane procesom polimerizacije
mogu dovesti do stvaranja defekata na povrsini materijala i posledi¢no sklonosti materijala adheziji
mikroorganizama (Sideridou i Achilias, 2005).

U skladu s ocekivanjima, uzorci PMMA grupe su, uz uzorke grupa CG i PEEK, pokazali
najvecu prijemcivost povrsina ka adheziji mikroorganizama ukljucenih u in vitro deo istrazivanja.
lako su, kako je ranije objasnjeno, uvodenjem sistema masinske obrade karakteristike PMMA
znatno poboljsane, materijal i dalje pokazuje odredene nedostatke s mikrobioloskog aspekta.
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Brojne studije u proslosti bavile su se problematikom adhezije mikroorganizama na povrsini
PMMA, od kojih je vecina ukljucivala ispitivanje formiranja biofilma gljivice C. albicans, najcesce
prisutnog mikroorganizma na povrsini mobilnih zubnih nadoknada izradenih od PMMA i glavnog
uzro¢nika proteznog stomatitisa. Kao neke od razloga nedostataka ovog materijala s
mikrobioloskog aspekta pojedini autori su izdvojili izuzetno slabu antimikrobnu aktivnost smola
unutar njegovog sastava (He i sar., 2012). Takode, u klini¢kim uslovima ne bi trebalo zanemariti ni
¢injenicu da povrs§ina PMMA tesko podnosi mehani¢ki pritsak prilikom funkcije zvakanja. Tada
Cesto dolazi do nastanka mikropukotina na povr$ini zubne nadoknade izradene od ovog materijala
koje potom predstavljaju predisponiraju¢a mesta za akumulaciju mikroorganizama.

Posmatraju¢i adheziju mikroorganizama na povrSini uzoraka CoCr grupe nisu uocena
evidentna odstupanja u broju formiranih kolonija u poredenju sa ostalim grupama. Sprovedeno je
nekoliko klinickih studija baziranih na ispitivanju kolicine akumuliranog plaka i posledi¢nog
nastanka oboljenja mekih tkiva kod pacijenata rehabilitovanih parcijalnom skeletiranom protezom
gde je kao materijal za skelet koris¢ena konvencionalno izradena CoCr legura. Medutim, misljenja
o0 sklonosti pomenute legure ka adheziji mikroorganizama su podeljena. Naime, jedna grupa autora
pokazala je visoku prevalenciju plaka i gingivitisa (Chandler i sar., 1984; Yeung i sar., 2000) dok su
rezultati drugih studija demonstrirali malu koli¢inu biofilma na povrSinama mekih tkiva i same
proteze, te odlicno antibakterijsko svojstvo pomenute legure (Bergman i Ericson, 1989; Budtz-
Jorgensen i Isidor, 1990).

Paralelno sa analizom koli¢ine formiranog biofilma, u in vitro delu studije sproveden je i
test ispitivanja vijabilnosti (odrzivosti) ¢elija mikroorganizama ukljucenih u studiju na povrSinama
uzoraka ispitivanih materijala.

Naime, metoda je sprovedena u skladu sa standardom (International Organization for
Standardization (ISO) 10993-5:2009) i podrazumevala je merenje sposobnosti enzima sukcinat
dehidrogenaze, prisutnog u mitohondrijama zivih mikrobnih celija, da redukuje MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol)-2-yl)-2,5-difeniltetrazolium bromid), Zuto obojenu hidrosolubilnu tetrazolijumovu so,
u formazan, jedinjenje ljubicaste boje. Aplikacijom dimetil sulfoksida izazvano je zatim rastvaranje
¢elija mikroorganizama, nakon ¢ega je broj vijabilnih (odrzivih) i metabolicki aktivnih ¢elija
mikroorganizama na povrsini uzoraka materijala odreden merenjem opti¢ke gustine (engl. optical
density (OD)) oslobodenog formazana, fotometrijskom metodom upotrebom spektrofotometra na
talasnoj duzini 540 nm. Kao rezultat, povisena vrednost OD 540 nm dobijenog proizvoda ukazivala
je na povecan broj zivih, metaboli¢ki aktivnih ¢elija mikroorganizama na povrsini uzorka odredene
grupe materijala, te se takvi materijali mogu smatrati pogodnijim za rast i razvoj ispitivanog
mikroorganizma (Ghasemi i sar., 2021; Hannig i sar., 2007; Ruttermann i sar., 2012).

U sprovedenoj studiji, vrednosti OD 540 nm za sve mikroorganizme varirale su izmedu
grupa ispitivanih materijala u opsegu od 0,35 do 0,6, opisujuéi testirane materijale sa skoro
jednakim uslovima za aktivnost ¢elija mikroorganizama na svojim povrSinama. Ipak, rezultati
istrazivanja otkrili su prisustvo statisticki znaajne razlike u pomenutim vrednostima svakog
ispitivanog mikroorganizma izmedu grupa materijala. U saglasnosti sa CFU rezultatima, najvise
vijabilnih ¢elija Strep. mutans, V. parvula, F. nucleatum i P. gingivalis zabelezeno je na povr$inama
uzoraka grupe CG dok je u grupi PEEK uocen najveéi broj vijabilnih Strep. oralis i C. albicans.
Nasuprot njima, nize vrednosti OD 540 nm pokazale su grupe KBS, CoCr i CP. Kao razlog za
najvise vrednosti OD 540 nm u grupama CG i PEEK moZe se uzeti ¢injenica da su uzorci ove dve
grupe pokazali najveci broj formiranih kolonija mikroorganizama na svojim povrSinama, pa je bilo
za ocekivati da ¢e proporcionalno biti i najvise vijabilnih celija ¢iji bi mitohondrijalni enzimi
redukovali referentni rastvor MTT, te pokazali najvecu opticku gustinu boje dobijenog proizvoda.
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Zabelezeno je svega nekoliko istrazivanja u kojima je podobnost materijala poput onih
koris¢enih u ovoj studiji ka adheziji mikroorganizama utvrdivana ispitivanjem vijabilnosti celija
mikroorganizama adheriranih na njihovim povr§inama. Dobijeni rezultati nisu u skladu sa studijom
na masinski obradivim materijalima u kojoj je prikazano prisustvo znacajno manje koli¢ine
metabolicki aktivnih ¢elija Strep. gordonii, Strep. mutans, A. naeslundii i C. albicans na povrs$ini
PEEK u poredenju sa poliranom cirkonijom i PMMA (Hahnel i sar., 2015). Ipak, nesto noviji
literaturni podaci pokazali su veéi broj zivih ¢elija Strep. mutans na povr§inama PEEK uzoraka u
poredenju sa povr§inama uzoraka polirane cirkonije (Kamel i sar., 2021).

Nakon grupa CG i PEEK, najveci broj vijabilnih ¢celija zabelezZen je na povrSinama uzoraka
PMMA grupe. Ovo opazanje je u skladu sa ranijim istrazivanjem u kom je sugerisano da bez obzira
na vrstu zavrSne mehanicke obrade i poliranja povrSine PMMA, mikroorganizmi usne duplje,
pogotovo pripadnici gljivicnih vrsta kao Sto je C. albicans, mogu prodreti ¢ak 1-2 mm unutar baze
proteze izradene od ovog materijala, te ostati metabolicki aktivni na tom mestu (Davenport, 1970).

Kako bi se upotpunila slika formiranog biofilma svakog ispitivanog mikroorganizma na
povrsinama grupa materijala ukljucenih u studiju u in vitro uslovima, izvrsena je i SEM 2D analiza.
Medutim, iako dobro poznata u nau¢nim referencama pruzajuci uvid u jasnu razliku izmedu manje i
veée gustine formiranog biofilma kao i opis prisutnih mikroorganizama, metoda se ne moze
razmatrati u cilju odredivanja ta¢nog broja mikroorganizama na povr§inama uzoraka materijala s
obzirom na Cinjenicu da polje snimanja obuhvata samo jedan deo povrSine ¢itavog uzorka.

Ipak, snimani uzorci svih grupa ispitivanih materijala demonstrirali su na svojim
povrs§inama prisustvo formiranog biofilma mikroorganizama uklju¢enih u studiju. U saglasnosti sa
CFU i MTT rezultatima, SEM 2D mikrografi uzoraka grupa CG, PEEK i PMMA pokazali su gus¢i
sloj biofilma u poredenju s preostale tri grupe, uzimajuéi u obzir sve ispitivane mikroorganizame.

5.5 Analiza povezanosti (korelacije) rezultata merenja povrsinske hrapavosti i rezultata
ispitivanja formiranog biofilma na povr§inama materijala u in vitro uslovima

Opste je poznato da kvalitet povrSine materijala za izradu zubne nadoknade ima uticaj na
brojne karakteristike zubne nadoknade. Tu se izdvajaju estetske osobine poput odrZavanja sjaja ili
apsorpcije boje i pigmenata uz diskoloraciju nadoknade, biokompatibilnost, korozija, mehanicko
troSenje tokom funkcije i dr. Medutim, u cilju obezbedivanja dugotrajnosti nadoknade i o¢uvanja
oralnog i opsteg zdravlja od izuzetne vaznosti je i afinitet povrSine zubne nadoknade ka adheziji
mikroorganizama usne duplje koji je pod uticajem karakteristika povrSine materijala od kojeg je
nadoknada izradena.

Medusobna povezanost (korelacija) povrsinske hrapavosti i formiranog biofilma na
povr§inama materijala u in vitro uslovima predstavljena je u vidu odnosa izracunatih numerickih
vrednosti srednjeg aritmeti¢kog odstupanja profila merenja povrsinske hrapavosti materijala (Ra) i
broja formiranih kolonija (engl. colony forming units (CFU)) ispitivanih mikroorganizama po
mililitru te¢nosti, upotrebom Spearman koeficijenta korelacije rangova.

Rezultati sprovedene studije otkrili su prisustvo umerene pozitivne korelacije izmedu Ra i
CFU/ml Streptococcus mutans, Streptococcus oralis, Fusobacterium nucleatum i Porphyromonas
gingivalis, kao i slabe pozitivne korelacije izmedu Ra i CFU/ml Veillonella parvula i Candida
albicans, ukazuju¢i na poveéanu akumulaciju pomenutih mikroorganizama na hrapavijim
povrSinama ispitivanih materijala.
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Autori brojnih istrazivanja demonstrirali su slicna opazanja, upucuju¢i na neminovno vecu
akumulaciju biofilma na hrapavijim povrsinama zubnih nadoknada (Bollen i sar., 1997; Quirynen i
sar., 1993). Takode, Ra vrednost od 0,2 um prihvacena je kao grani¢na vrednost ispod koje
hrapavost povr§ine materijala nema uticaja na adheziju mikroorganizama (Bollen i sar., 1996).
Pojedini autori kasnije su dopunili ovu tvrdnju pokazuju¢i da se izmedu povrSinske hrapavosti
zubne nadoknade i broja prisutnih mikroorganizama ipak moze ocekivati prisustvo slabe pozitivne
korelacije ukoliko je vrednost Ra povrsine nadoknade niza od 0,2 um dok se ukoliko je vrednost
visa od 0,2 um moze zapaziti umerena ili jaka pozitivna korelacija izmedu datih parametara (Yuan
Cisar., 2016).

U saglasnosti sa rezultatima studije, prethodna istrazivanja u vezi sa konvencionalno
izradenim KBS (lkeda i sar., 2007; Park JW i sar., 2019), konvencionalno izradenim PMMA
(Radford i sar., 1998; Verran i sar., 1991), maSinski obradivim PEEK (D’Ercole i sar., 2020; Kamel
I sar., 2021), masinski obradivom cirkonijom (Jaeggi i sar., 2022; Yu i sar., 2016), kao i masinski
obradivom (Hjerppe i sar., 2021) ili konvencionalno izradenom CoCr legurom (Taylor i sar., 1998)
pokazala su da hrapavije povrsine pomenutih materijala favorizuju veéi broj adheriranih
mikroorganizama na svojim povr§inama.

Nasuprot tome, uzimajuc¢i takode u obzir materijale poput onih koriS§¢enih u sprovedenom
istrazivanju, U brojnim literaturnim podacima nije pronadena jaka direktna veza izmedu adhezije
mikroorganizama i hrapavosti povrsina konvencionalnog KBS (Bilgili i sar., 2020; Cazzaniga i sar.,
2017; Pereira i sar., 2011), konvencionalnog (De Foggi i sar., 2016; Zamperini i sar., 2010) ili
masinski obradivog PMMA (Fiore i sar., 2022; Giti i sar., 2021), maSinski obradivog PEEK
(Hahnel i sar., 2015), kao i masinski obradive cirkonije (Hahnel i sar., 2009; Zupanéi¢ Cepié i sar.,
2020), sugeriSu¢i da druge karakteristike pomenutih materijala igraju vazniju ulogu u formiranju
biofilma na njegovoj povrsini.

Takode, koriste¢i slican in vitro dizajn studije sa istim sojevima mikroorganizama grupa
autora pojedinih studija pokazala je da rana adhezija oralnih streptokoka poput Strep. mutans (Yu i
sar., 2016; Yuan C i sar., 2016) i Strep. oralis (D’Ercole i sar., 2020), kao i gljivicnih vrsta poput
C. albicans (Al-Fouzan i sar., 2017; Da Silva i sar., 2015) direktno zavisi od prisustva strukturnih
nepravilnosti na povrsini zubne nadoknade, kao $to su fisure i Zlebovi nastali kao posledica zavrsne
mehaniCke obrade i poliranja.

Nasuprot tome, nekoliko autora prezentovalo je u potpunosti drugacije rezultate, upucujuci
na povecanu adheziju Strep. mutans na glatkim povrsinama konvencionalnih (Carlen i sar., 2011) ili
masinski obradivih KBS (lonescu i sar., 2020). Kao razlog za ovu naizgled neobi¢nu pojavu autori
navode ¢injenicu da Strep. mutans poseduje sposobnost lu¢enja brojnih supstanci nerastvorljivih u
vodi koje mu olaksavaju prianjanje za glatkije povrSine zubnih nadoknada.

Kona¢no, u pojedinim studijama nije pronadena direktna povezanost hrapavosti povrsine
zubnih nadoknada i adhezije Strep. mutans (Cazzaniga i sar., 2017; Hjerpe i sar., 2021), Strep.
oralis (Yamamoto i sar., 1996), P. gingivalis (Holban i sar., 2021) ili C. albicans (De Foggi i sar.,
2016; Hahnel i sar., 2010), ukazujuéi na druge faktore koji bi mogli imati veéi uticaj na adheziju
pomenutih mikroorganizma na povr§inama zubnih nadoknada.
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5.6 Analiza povezanosti (korelacije) rezultata merenja kontaktnog ugla (ugla kvaSenja) i
povrsinske slobodne energije i rezultata ispitivanja formiranog biofilma na povrsinama
materijala u in vitro uslovima

Kao sto je ranije naglaseno, izuzev povrSinske hrapavosti formiranje biofilma na povrsini
materijala za izradu zubne nadoknade zavisi i od karaktera njegove povrsine sa aspekta hidrofilnosti
(kvasenja). U cilju ispitivanja uticaja hidrofilnosti povrsine materijala na adheziju mikroorganizama
u in vitro uslovima fokus brojnih studija u proslosti bio je na poredenju numerickih vrednosti
kontaktnog ugla odredene tecnosti, najée$ée destilovane vode i broja formiranih kolonija
mikroorganizama na povrsini materijala, predstavljanjem korelacije u vidu izracunate vrednosti
odredenog koeficijenta. Medutim, s obzirom da je u sprovedenoj studiji hidrofilnost materijala
definisana na osnovu formulom izraunate vrednosti SFE, prikaz povezanosti pomenutih
parametara izraCunavanjem vrednosti odredenog koeficijenta nije mogug.

Ipak, uporeduju¢i adheziju mikroorganizama na povrSinama uzoraka grupa ispitivanih
materijala uocava se da su uzorci CG grupe, prethodno opisani kao hidrofilni sa najnizim
vrednostima izmerenih kontaktnih uglova dve od tri referentne te¢nosti (destilovana voda i etilen
glikol), kao i najvisom vrednosc¢u izracunate SFE, pokazali najvecu sklonost ka adheziji ¢etiri od
Sest ispitivanih mikroorganizama na svojim povrSinama (Strep. mutans, V. parvula, F. nucleatum i
P. gingivalis). Medutim, najvec¢u koli¢inu preostala dva mikroorganizma (Strep. oralis i C.
albicans) na svojim povr§inama demonstrirali su uzorci grupe PEEK, iako su prethodno pokazali
najvise vrednosti izmerenih kontaktnih uglova za dve od tri referentne tecnosti (destilovana voda i
etilen glikol), kao i skoro najnizu vrednost izracunate SFE. 1z svega navedenog, na osnovu rezultata
sprovedenog istrazivanja nije moguce utvrditi direktan uticaj hidrofilnosti povrSine materijala na
adheziju mikroorganizama.

Bez obzira na to $to pojedina grupa autora sugeriSe da je hidrofilnost materijala ¢ak vaznija
od hrapavosti njegove povrSine sa mikrobioloskog aspekta (De-la-Pinta i sar., 2019), prethodne
studije pokazale su razli¢ite ishode i do danas nije utvrden jasan uticaj pomenutog parametra na
adheziju mikroorganizama na povrsini materijala.

U saglasnosti s rezultatima sprovedenog istrazivanja, autori pionir studija usko vezanih za
ovu temu demonstrirali su prisustvo pozitivne korelacije izmedu visokih vrednosti SFE supstrata i
akumuliranog plaka, upuc¢ujuci na ¢injenicu da su hidrofilne povrSine poput zubne gledi sposobne
da akumuliraju i do deset puta vise plaka od hidrofobnih, kao Sto je teflon traka (Quirynen i sar.,
1990).

Takode, analiziraju¢i formiranje biofilma istih sojeva mikroorganizama na konvencionalno
ili masinski izradenim dentalnim materijalima poput materijala uklju¢enih u sprovedeno
istrazivanje, grupa autora pokazala je da veca hidrofilnost povrSine dentalnih polimera dovodi do
povecane sklonosti ka kolonizaciji bakterija, istrazuju¢i prijemcivost Strep. mutans na povrsini
konvencionalnog KBS (Bilgili i sar., 2020; Hahnel i sar., 2008), Strep. oralis na povrSini masinski
obradivog PEEK (D’Ercole i sar., 2020), kao i F. nucleatum na povr$ini masinski obradivog
PMMA (Astasov-Frauenhoffer i sar., 2018). Osim toga, gljivi¢na vrsta C. albicans opisana je kao
mikroorganizam sa izrazitim afinitetom ka hidrofilnim povr§inama sa visokim vrednostima SFE,
nakon analize rezultata ispitivanja njene adhezije na povrsinama konvencionalnin KBS (Ozel i sar.,
2017) i PMMA (Da Silva i sar., 2015; Zamperini i sar., 2010).

S druge strane, brojni literaturni podaci upucuju na potpuno drugacije rezultate, pokazujuci
sklonost mikroorganizama ka adheziji na povr§inama konvencionalnog PMMA (Ozel i sar., 2017) i
masinski obradive cirkonije (Scarano i sar., 2004) koji u pomenutim studijama pokazuju hidrofobni
karakter povrsine sa niskim vrednostima SFE.
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Kao jedan od razloga za povecan afinitet mikroorganizama ka povrsinama zubnih
nadoknada sa hidrofobnim karakterom pojedini autori navode ¢injenicu da hidrofobne povrsine
materijala za izradu zubnih nadoknada dozvoljavaju efikasno uklanjanje bilo kakvog prisustva
vlage sa iste ¢ime se mikroorganizmima omogucava laksi pristup i formiranje jace adhezivne sile sa
povrsinom zubne nadoknade (Mei i sar., 2009). Stavise, hidrofobne povriine pokazuju i tendenciju
ka izrazitoj akumulaciji raznih proteina pljuvacne pelikule Kkoji zatim predstavljaju receptorska
mesta za adheziju oralnih mikroorganizama (Ge i sar., 2004).

U prilog ovakvim opazanjima ide i ranije pomenuto hidrofobno svojstvo povrine samog
mikroroganizma, te su brojne studije slicnog dizajna pokazale vecu tendenciju Strep. mutans
(Grivet i sar., 2000; Kim i Kwon, 2017), Strep. oralis (Song i sar., 2015) i C. albicans (Anil i sar.,
2001; Ozel i sar., 2017) ka adheziji na hidrofobnim povrSinama materijala, zahvaljujuci
hidrofobnom karakteru njihove sopstvene povrsine.

Medutim, rezultati pojedinih prethodnih istrazivanja nisu demonstrirali prisustvo direktnog
uticaja pomenute karakteristike povrSine materijala na adheziju mikroorganizama, odbacujuci njenu
vaznost s mikrobioloSkog aspekta. S tim u vezi, uzimajuci u obzir mikroorganizme uklju¢ene u
sprovedeno istrazivanje nije uoCen ni pozitivan a ni negativan uticaj hidrofilnosti povrsine
konvencionalnog (Cazzaniga i sar., 2017) i masSinski obradivog KBS na adheziju Strep. mutans
(Aykent i sar., 2010; lonescu i sar., 2020), konvencionalno izradenog PMMA i adhezije C. albicans
(De Foggi i sar., 2016; Moura i sar., 2006), kao i masinski obradive cirkonije i adhezije Strep. oralis
(Zhao B i sar., 2014), F. nucleatum i P. gingivalis (Jaeggi i sar., 2022).

Kona¢no, kao moguée objasnjenje navedenom nepodudaranju rezultata navedenih
istrazivanja U nedavnim studijama predstavljeno je jo$ jedno miSljenje. Naime, povecana adhezija
mikroroganizama povezuje se uglavnom sa umereno hidrofilnim ili umereno hidrofobnim
povrsinama sa vrednostima izmerenih kontaktnih uglova u rasponu od 40° do 130° (Wassmann i
sar., 2017; Yuan Y i sar., 2017). Nasuprot tome, izrazito hidrofilne ili hidrofobne pov§ine materijala
sa vrednostima kontaktnih uglova van pomenutog opsega pokazuju do odredene mere otpornost ka
kolonizaciji mikroorganizama (Falde i sar., 2016; Sterzenbach i sar., 2020; Zhang X i sar., 2013).

Nedostatak jakog pozitivnog uticaja povrSinske hrapavosti, kao i odsustvo uvida u direktnu
povezanost povrSinske slobodne energije 1 broja formiranih kolonija mikroorganizama na
povr§inama ispitivanih materijala u in vitro uslovima upucuje na c¢injenicu da karakteristike
povrsine materijala nisu uvek odlucujuce sa mikrobioloske tacke gledista i da je formiranje biofilma
na masinski obradivim dentalnim materijalima znacajno pod uticajem i drugih faktora.

Jedan od najvaznijih predstavljaju same osobine komponenti hemijskog sastava materijala.
Naime, autori ranije studije sli¢nog in vitro dizajna pokazali su da u prisustvu vestacki formirane
pljuvacne pelikule preko povrSine uzoraka materijala u in vitro uslovima povrsine uzoraka podlezu
adheziji i hidrofilnih i hidrofobnih mikroorganizama, kako na hrapavim tako i na glatkim
povrSinama (Mabboux i sar., 2004). Pritom, kao $to je ranije objaSnjeno, uloga komponenti
hemijskog sastava materijala na adheziju mikroorganizama na njegovoj povrSini moze biti
indirektna, uticanjem na menjanje karakteristika povrSine ili direktna, interakcijom sa prisutnim
proteinima pljuvacne pelikule koji zatim predstavljaju receptorska mesta za adheziju primarnih
kolonizatora (Cazzaniga i sar., 2017).
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5.7 Analiza rezultata ispitivanja formiranog biofilma na povrS§inama materijala u in situ
uslovima

Nakon sprovedenog in vitro dela istrazivanja usledio je drugi deo mikrobioloske analize koji
se odnosio na ispitivanje formiranog biofilma na povr§inama uzoraka grupa materijala ukljucenih u
studiju u in situ uslovima nakon 24 h izlozenosti istih uslovima oralne sredine.

Za potrebe izvodenja ovog dela studije ukljuceni su ucesnici kojima su date instrukcije za
noSenje individualnog intraoralnog splinta izradenog od kopoliester/poliuretan folije sa posebnim
kucistima za smestaj uzoraka grupa ispitivanih materijala. Splint je bio dizajniran tako da obezbedi
dovoljan prostor izmedu uzoraka u splintu i sluzokoze nepca. Na taj na¢in omoguceno je konstantno
izlaganje uzoraka prisustvu pljuvacke uz odsustvo bilo kakvih mehanickih smetnji od strane jezika i
orofacijalnih misi¢a usled ¢ega bi potencijalno moglo do¢i do slu¢ajnog gubitka uzoraka tokom
perioda nosenja splinta (Jaeggi i sar., 2022; Silva i sar., 2018; Zaugg i sar., 2017; Zeller i sar.,
2020). Procedura izrade splinta bila je jednostavna, a svi ucesnici sprovedene studije okarakterisali
su splint kao komforan za nosenje s jedinom prijavljenom blagom smetnjom u izgovoru pojedinih
glasova.

In situ model studije primenjen je zbog moguénosti reprodukcije dinamickog i
multifaktorijalnog procesa formiranja biofilma u uslovima oralne sredine. Period akumulacije
mikroorganizama bio je ograni¢en na 24 h sto je opste prihvaceno kao prikladno za studije
fokusirane na analizu inicijalno formiranog biofilma (Kommerein i sar., 2018; Park JH i sar., 2014;
Periasamy i Kolenbrander, 2010). Naime, rana kolonizacija mikroorganizama na povrsini zubne
nadoknade primetna je ve¢ nakon 6 h izlaganja iste uslovima oralne sredine sa maksimumom
postignutim nakon 24 h, nakon cega se ne primecuju znacajnije promene u broju adheriranih
mikroorganizama (Quirynen i sar., 1994).

Nakon 24 h eksperimentalnog perioda i uklanjanja uzoraka grupa ispitivanih materijala iz
individualnog intraoralnog splinta ucéesnika, ukupan broj kopija DNK bakterija usne duplje
prisutnih na povr§inama uzoraka odreden je pomocu real-time PCR metode. Metoda je pouzdana i u
osnovi predstavlja pracenje amplifikacije bakterijske DNK u realnom vremenu tokom trajanja PCR
ciklusa (Higuchi i sar., 1992; Holland i sar., 1991). Naime, po zavrSetku svakog ciklusa reakcije
intenzitet emitovanog fluorescentnog signala prikazuje trenutnu koli¢inu amplifikovane bakterijske
DNK u ispitivanom uzorku. Samim tim odredivanje ukupnog broja kopija bakterijske DNK u
uzorcima omoguceno je na osnovu prikazanih kalibracionih kriva serijski razblazenih standardnih
uzoraka sa poznatim brojem kopija (Bustin, 2009; Kubista i sar., 2006).

Poput rezultata in vitro dela istrazivanja, i u in situ delu studije utvrdeno je prisustvo
statistiCki znacajne razlike u ukupnom broju adheriranih bakterija usne duplje na povrsinama
uzoraka grupa ispitivanih materijala. Dobijeni rezultati ukazali su na statisticki znac¢ajno veci broj
kopija bakterijske DNK u grupama CG i PEEK u poredenju sa KBS i vece vrednosti, ali bez
statisticke znacajnosti, u poredenju sa uzorcima PMMA, CoCr i CP grupe. S druge strane, uzorci
CoCr, CP i KBS grupe pokazali su nizak afinitet ka adheziji oralnih bakterija nakon odredenog
perioda prisustva u usnoj duplji.

89



Imajuéi u vidu eksperimentalni in situ dizajn, zabeleZzeno je svega nekoliko studija u vezi sa
slicnim, konvencionalnim ili masinski obradivim dentalnim materijalima. U skladu sa rezultatima
sprovedenog istrazivanja, grupa autora istakla je dobra antimikrobna svojstva polirane cirkonije
protiv rane adhezije mikroorganizama u usnoj duplji (Nascimento i sar., 2016; Scarano i sar., 2004)
dok noviji literaturni podaci pokazuju da su u uslovima oralne sredine zubne nadoknade izradene od
masinski obradive CoCr legure manje podlozne brzom formiranju biofilma zbog specificne
povrsinske slobodne energije ovog materijala (Engel i sar., 2020). Ipak, autori pojedinih prethodno
objavljenih in situ studija nude drugacija opazanja i upucuju na veliku osetljivost konvencionalnog
(Carlén i sar., 2001) i maSinski obradivog KBS (Engel i sar., 2020) na ranu Kkolonizaciju
mikroorganizama u usnoj duplji.

Izuzev razlike izmedu grupa ispitivanih materijala, rezultati real-time PCR analize ukazali
su i na znacajne varijacije medu ucesnicima studije u pogledu ukupnog broja bakterija adheriranih
na povr§inama uzoraka grupa materijala nakon 24 h izlaganja istih uslovima oralne sredine. Velika
odstupanja u koli¢ini biofilma nakon kratkog vremenskog intervala prisustva u usnoj duplji bila su
oc¢ekivana, sto je u velikoj meri povezano sa individualnim razlikama u sastavu oralne flore, kao i
razlikama u samom protoku i sastavu pljuvacke izmedu udesnika studije. Stavise, unos razlicite
vrste i koli¢ine hrane i pi¢a za vreme pauza tokom perioda akumulacije nedvosmisleno je uticao na
poveéanje ili smanjenje pH vrednosti u usnoj duplji u kracem ili duzem periodu nakon
konzumacije, a samim tim i na brzinu stvaranja bakterijskog biofilma.

S tim u vezi, grupa autora ranije objavljenih studija demonstrirala je da sam sastav rano
formiranog biofilma na povrsinama zubnih nadoknada nije zavisan isklju¢ivo od vrste materijala za
izradu zubnih nadoknada, ve¢ je i individualno specifi¢an, te da se u pogledu brzine i intenziteta
formiranja ranog biofilma pojedinci mogu svrstati u dve grupe, u ,,spore” ili ,,brze” stvaraoce plaka
(Huisar., 2022; Zee i sar., 1997).

U cilju dopune analize ispitivanja formiranog biofilma u in situ delu studije, nakon real-time
PCR kvantifikacije izvrSena je i 2D analiza formiranog biofilma na povrSinama uzoraka grupa
ispitivanih materijala upotrebom SEM. Kao §to je ranije obja$njeno, metoda nije visoko senzitivna
za kvantifikaciju tatnog broja adheriranih bakterija poput real-time PCR. Medutim, njeno uvodenje
pruzilo je uvid u gustinu formiranog biofilma mikroorganizama usne duplje i omogucilo
karakterizaciju vrsta mikroorganizama prisutnih u ranom biofilmu na povrSinama uzoraka grupa
ispitivanih materijala nakon prisustva istih u usnoj duplji u trajanju od 24 h.

Mikrografi snimljeni pri manjem uvelicanju potvrdili su prethodno predstavljene rezultate
real-time PCR analize i omogucili jasnu diferencijaciju izmedu uzoraka ¢ije su povrsine bile gotovo
u celosti prekrivene mikroorganizmima, kao $to su uzorci grupa CG, PEEK i PMMA, i uzoraka Koji
su na svojim povr§inama prikazali znatno manju porciju mikroorganizama, kao $to su uzorci grupa
CoCr, CP i KBS. Snimci svih uzoraka nastali na vecem uvelicanju pokazali su biofilm sa
dominacijom koka okruzenih sa nekolicinom kratkih stapicastin mikroorganizama, §to je bilo
oc¢ekivano za floru nezrelog biofilma (Carrassi i sar., 1989; Kvich i sar., 2022).

90



5.8 Analiza povezanosti (korelacije) rezultata merenja povrsinske hrapavosti, kontaktnog
ugla (ugla kvasenja) i povrsinske slobodne energije i rezultata ispitivanja formiranog
biofilma na povr§inama materijala u in situ uslovima

Ispitujuci povezanost karakteristika povrsine uzoraka materijala i adhezije mikroorganizama
nakon 24 h izlozenosti uzoraka uslovima oralne sredine, slicno poput rezultata in vitro dela studije i
u in situ delu zabeleZeno je prisustvo slabe pozitivne korelacije izmedu srednjeg aritmetickog
odstupanja profila merenja hrapavosti povrSine (Ra) i ukupnog broja kopija bakterijske DNK na
povrSinama uzoraka grupa ispitivanih materijala.

Takode, i u ovom delu mikrobioloske analize moglo se uociti odsustvo jasnog pokazatelja
uticaja hidrofilnosti povrsine uzoraka materijala na adheziju oralnih mikroorganizama, s obzirom da
su CG i PEEK, grupe sa najve¢im brojem adheriranih bakterija na svojim povrSinama nakon
zadatog perioda akumulacije, prethodno opisane kao grupe uzoraka sa najhidrofilnijim (CG),
odnosno najhidrofobnijim (CP) karakterom povrS§ine u poredenju sa drugim grupama ispitivanih
materijala.

Zahvaljujuci tome, rezultati in situ dela studije potvrdili su prethodna zapazanja izneta na
osnovu rezultata in vitro analize, ukazujué¢i na odsustvo jakog uticaja karakteristika povrSine
ispitivanih materijala na formiranje biofilma na njihovim povrSinama u realnim uslovima oralne
sredine, te ¢injenicu da mnostvo drugih faktora doprinosi ovom slozenom dinami¢kom procesu.

Na osnovu svega navedenog, postavljena radna hipoteza studije da masinski obradivi
dentalni materijali, iako na isti na¢in pripremljeni, zavrSno mehanicki obradeni 1 ispolirani prema
uputstvu proizvodaca, ispoljavaju razli¢itosti u karakteristikama povrSine koje dovode do povecane
sklonosti ka adheziji mikroorganizama na povr$ini jednog materijala u poredenju sa drugim moze
biti delimi¢no prihvacena.

5.9 Klinicki znacaj istrazivanja

Prevencija infekcija usne duplje, kao Sto su karijes, infekcije parodontalnog tkiva poput
gingivitisa i parodontitisa, infekcije peri-implantatnih tkiva poput peri-implantatnog mukozitisa i
peri-implantitisa, kao i infekcije sluzokoze usne duplje izazvane prisustvom mobilne zubne
nadoknade predstavljaju i dalje problem savremene stomatologije. Imaju¢i u vidu znacaj oralnog
biofilma u nastanku ovih bolesti, od izuzetne vaznosti je unapredenje znanja, razumevanje i
adekvatna kontrola formiranja biofilma u cilju poboljSanja i unapredenja oralnog, ali i opSteg
zdravstvenog stanja.

Cak i naizgled idealno sprovodenje postupaka oralne higijene nije dovoljno da obezbedi
potpunu za$titu od nastanka oralnih infekcija. Kao S$to je ranije objasnjeno, velika koli¢ina
mikroorganizama akumulirana na povrSini zubne nadoknade nedvosmisleno dovodi do nastanka
infekcija usne duplje. Stoga, cilj je stvoriti dentalni materijal koji ¢e nakon procedure izrade,
zavrSsne mehani¢ke obrade i poliranja posedovati adekvatne karakteristike koje ogranicavaju
akumulaciju mikroorganizama na njihovim povrSinama tokom prisustva u usnoj duplji ¢ime
usporavaju ili eliminisu nastanak navedenih bolesti.

Poslednjih godina, posebna paZnja savremene stomatologije usmerena je ka razvoju
masinski obradivih dentalnih materijala kako bi se proizvodnja materijala standardizovala i kako bi
se u najve¢oj mogucoj meri poboljsale osobine materijala s mikrobioloskog aspekta. Medutim, i
pored izuzetnog napretka u razvoju ove grupe materijala i dalje postoji gomila izazova u stvaranju
njihovih zadovoljavajuc¢ih Karakteristika i razjasnjenju mehanizama kojima bi se ovi materijali §to
vise oduprli adheziji mikroorganizama na SvVOjim povrSinama.
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U svetlu ovih razmatranja, dobijeni rezultati sprovedene studije pruzaju uvid u sklonost
ispitivanih masinski obradivih dentalnih materijala ka adheziji mikroorganizama na njihovim
povrsinama, kako u laboratorijskim tako i u realnim uslovima oralne sredine. Osim toga, pokazana
je 1 zavisnost iste od karakteristika povr§ine materijala, kao §to su povrSinska hrapavost, kontaktni
ugao i povrSinska slobodna energija. Takode, steCena saznanja mogu posluziti i za buduca
istrazivanja u pogledu ponaSanja masinski obradivih dentalnih materijala kada su u pitanju druge
karakteristike usko povezane sa kvalitetom njihove povrsine, kao $to su korozija, habanje, estetska
svojstva materijala i dr. Na taj nacin, nau¢na zajednica bi mogla biti korak blize definisanju
materijala izbora prilikom izrade razli¢itih zubnih nadoknada izradenih od masSinski obradivih
dentalnih materijala.
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6. ZAKLJUCCI






Na osnovu postavljenih ciljeva i dobijenih rezultata sprovedenog istrazivanja mogu se

izvesti slede¢i zakljucci:

1.

10.

Glazirana cirkonija poseduje hrapaviju povrsinu u poredenju sa drugim ispitivanim masinski
obradivim dentalnim materijalima poput kompozita na bazi smole, poli (metil metakrilata),
poli (etar etar ketona), polirane cirkonije i kobalt-hrom legure.

U poredenju sa drugim ispitivanim materijalima, nizu vrednost povrsinske slobodne energije
i hidrofobniji karakter povrsine pokazuju poli (etar etar keton) i kobalt-hrom legura dok visu
vrednost povrsinske slobodne energije i hidrofilniji karakter povr§ine pokazuje glazirana
cirkonija.

Hrapavije povrsine ispitivanin materijala poseduju vise vrednosti povrsinske slobodne
energije i ve¢u hidrofilnost.

Glazirana cirkonija i poli (etar etar keton) pokazuju najveCu sklonost ka adheziji
mikroorganizama Streptococcus mutans, Streptoccocus oralis, Veillonella parvula,
Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gingivalis i Candida albicans u in vitro
uslovima dok najmanju podloznost istom pokazuju polirana cirkonija i kompozit na bazi
smole.

Na hrapavijim povr§inama ispitivanih materijala javlja se pove¢ana akumulacija pomenutih
mikroorganizama u in vitro uslovima.

Ne uocava se direktan uticaj povrSinske slobodne energije 1 hidrofilnosti povrSine ispitivanih
materijala na adheziju pomenutih mikroorganizama na njihovim povr§inama u in vitro
uslovima.

Glazirana cirkonija i poli (etar etar keton) pokazuju najvecu sklonost ka adheziji
mikroorganizama usne duplje u in situ uslovima dok najmanju podloznost istom pokazuju
kompozit na bazi smole i polirana cirkonija.

Na hrapavijim povrSinama ispitivanih materijala javlja se povecana akumulacija
mikroorganizama usne duplje u in situ uslovima.

Ne uocava se direktan uticaj povrSinske slobodne energije i hidrofilnosti povrSine ispitivanih
materijala na adheziju mikroorganizama usne duplje na njihovim povrSinama u in situ
uslovima.

Adhezija mikroorganizama usne duplje na povrSinama ispitivanih materijala u in situ
uslovima ne pokazuje zavisnost isklju¢ivo od Kkarakteristika materijala, ve¢ i od
individualnih osobina svakog pojedinca.
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Prilog 1

OBRAZAC OBAVESTENJA O UCESCU U NAUCNOM ISTRAZIVANJU

Klinika za Stomatolosku protetiku
Stomatoloski fakultet Univerziteta u Beogradu

“Ispitivanje karakteristika povrSine masSinski obradivih dentalnih materijala i njihovog
uticaja na adheziju mikroorganizama iz usne duplje”

Rukovodioci studije: Dr Stefan Vulovi¢, Prof. dr Aleksandra Mili¢ Lemic¢
Postovani,

Obracamo Vam se ovim putem u nadi da cete dobrovoljno ucestvovati u nauc¢nom
istrazivanju pod nazivom “Ispitivanje karakteristika povrSine masinski obradivih dentalnih
materijala i njihovog uticaja na adheziju mikroorganizama iz usne duplje”.

Istrazivanje ¢e se odvijati na Klinici za stomatolosku protetiku, Stomatoloskog fakulteta
Univerziteta u Beogradu, pod rukovodstvom Dr Stefana Vulovi¢a i Prof. dr Aleksandre Mili¢
Lemi¢. Eticki odbor Stomatoloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu odobrio je sprovodenje ovog
nauc¢nog istraZivanja.

Masinski obradivi dentalni materijali zauzimaju sve vazniju ulogu u savremenoj
stomatologiji. Zahvaljujuci nezavisnosti od manuelnih vestina prilikom izrade, zubne nadoknade od
ove grupe materijala pokazuju unapredena mehanicka, biohemijska i estetska svojstva u poredenju
sa nadoknadama od konvencionalno proizvedenih materijala ¢ime su u moguénosti da adekvatnije
odgovore na funkcionalne i estetske zahteve svakog pacijenta. Uprkos navedenim prednostima,
nijedan od masinski obradivih materijala primenjen u oralnoj sredini nije posteden adhezije
mikroorganizama na svojoj povrsini koja moze dovesti do biorazgradnje materijala, naru$avajuci
integritet zubne nadoknade i olakSavajuci razvoj oralnih bolesti. U nedostatku takve vrste studije,
fokus ovog naucnog istrazivanja bie na ispitivanju karakteristika povrSine razli¢itih masSinski
obradivih dentalnih materijala i njihovog uticaja na adheziju mikroorganizama iz usne duplje na
povr§inama pomenutih materijala.

CILJEVI ISTRAZIVANIJA

1. Ispitati i uporediti razlike u karakteristima povrSine izmedu razli¢itih masinski obradivih
dentalnih materijala, dobijenih nakon standardnog postupka zavr$ne obrade i poliranja
materijala prema uputstvu proizvodaca.

2. Ispitati i uporediti izmedu ispitivanih materijala adheziju mikroorganizama usne duplje na
njihovim povr§inama.

3. lIspitati povezanost izmedu karakteristika povrSine ispitivanin materijala i adhezije
mikroorganizama usne duplje na njihovim povrs$inama.
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PROCEDURA ISTRAZIVANJA

1. Poseta - Anamneza, klinicki pregled i profesionalno uklanjanje ¢vrstih i mekih naslaga
(ukoliko se na osnovu anamneze i klinickog pregleda ustanovi da ucesnik ispunjava
kriterijume ukljucenja u naucno istrazivanje).

2. Poseta (sedam dana nakon prethodne posete) - Uzimanje otiska gornjeg zubnog niza
ucesnika otisnim materijalom ireverzibilnim hidrokoloidom pomocu standardne metalne
otisne kaSike. Na osnovu otiska rukovodioci istrazivanja izradi¢e radni model gornje vilice
od tvrdog gipsa na kom ¢e biti napravljen splint od kopoliester/poliuretanske folije debljine
2 mm. Splint ¢e biti dizajniran tako da ¢e izmedu splinta i tvrdog nepca u visini izmedu
prvog premolara i poslednjeg molara u splint biti postavljeno Sest uzoraka, po jedan od
svake od Sest grupa ispitivanih materijala, oblika diska, pore¢nika 5 mm i debljine 2 mm.

3. Poseta (tri dana nakon prethodne posete) - Predaja splinta i davanje uputstava za njegovo
noSenje koja podrazumevaju nosenje splinta u ukupnom trajanju od 24 h, ukljucujuéi i noéu,
sa ukupno cetiri pauze, tri pauze od po 30 min za tri obroka u toku dana, kao i jedna pauza
od 5 min za odrzavanje oralne higijene pred spavanje. U toku pauza splint se odlaze u
posudu sa sterilnim fizioloskim rastvorom koja ¢e Vam biti uru¢ena zajedno sa splintom.

4. Poseta (24 h nakon prethodne posete) - Predaja splinta rukovodiocima istrazivanja.

RIZICI I NEZELJENI EFEKTI

U literaturi nisu opisani potencijalni rizici 1 nezeljeni efekti koji su u vezi sa sprovodenjem
navedenog nau¢nog istrazivanja.

OCEKIVANA KORIST OD ISTRAZIVANJA

Dobijeni rezultati pruzili bi uvid u sklonost ispitivanih masinski obradivih dentalnih
materijala ka adheziji mikroorganizama na njihovim povrSinama, kao i zavisnost istog od
karakteristika povrSine materijala. Takode, steCena saznanja mogu posluziti i za buduca istrazivanja
u pogledu ponasanja masinski obradivih dentalnih materijala kada su u pitanju druge karakteristike
usko povezane sa kvalitetom njihove povrSine, kao $to su korozija, habanje, estetska svojstva
materijala i dr. Na taj na¢in, nau¢na zajednica bi mogla biti korak blize definisanju materijala izbora
prilikom izrade razli¢itih zubnih nadoknada izradenih od masSinski obradivih dentalnih materijala.

UCESTVOVANJE U NAUCNOM ISTRAZIVANJU

Ucestvovanje u nau¢nom istrazivanju je na dobrovoljnoj bazi i ne podrazumeva materijalnu
nadoknadu, a ni materijalne troskove ispitanika. U¢esnik moze odustati u bilo kom trenutku bez
ikakvih posledica.

DOKUMENTACIJA O UCESNIKU

Dokumentacija o ucesniku je poverljiva. Direktan uvid u medicinsku dokumentaciju mogu
imati samo ¢lanovi istrazivackog tima.

DODATNE INFORMACIJE

Ukoliko budete imali bilo kakva pitanja ili budete osetili bilo kakve tegobe pre, u toku ili
nakon izvodenja naucnog istrazivanja, obratite se Dr Stefanu Vulovi¢u (tel: +381 69 351 20 36) ili
Prof. dr Aleksandri Mili¢ Lemi¢ (tel: +381 63 813 70 74).
Hvala Vam na saradniji.

126



Prilog 2

ISTRAZIVACKI KARTON
ANAMNESTICKI PODACI

Redni broj ucesnika:

Inicijali ucesnika:

N«

Pol: M

Datum rodenja:

Adresa:

Mesto:

Broj telefona:

Da li ucesnik boluje od prisustva odredene sistemske bolesti? DA NE

Ukoliko boluje, navesti od koje:

Da li ucesnik koristi odredene medikamente na dnevnom nivou? DA NE

Ukoliko koristi, navesti koje:

Da li je uCesnik koristio/la antibiotike u prethodna 3 meseca? DA NE

Ukoliko jeste, navesti koje:

Da li u¢esnik ima registrovano prisustvo alergijske reakcije na

slede¢e materijale?
e Kompozit na bazi smole DA NE
e Poli (metil metakrilat) DA NE
e Poli (etar etar keton) DA NE
e Cirkonijum-dioksidna (ZrOz) keramika DA NE
e Kobalt-hrom (CoCr) legura DA NE
e Kopoliester DA NE
e Poliuretan DA NE
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KLINICKI PREGLED

DIJAGNOSTICKI KARTON ZA GORNJU VILICU

DS

NIG

NPE

ILZ

>

v

III||..FF

oot
re v ey
-.||II

Saaans e

nll"""

:

vestibalamo
pevs
Baa st
II"I.

~AVA\ /

C

)

aln
-8

il

S
bt

i il

<

<

“Ba §8¥

Broj zuba sa vredno§¢u dubine sondiranja (DS) > 3 mm

Broj zuba sa vrednosé¢u nivoa ivice gingive (NIG) >3 mm
Broj zuba sa vrednoséu nivoa pripojnog epitela (NPE) > 0 mm
Broj zuba sa vrednosé¢u indeksa labavljenja zuba (ILZ) >0
Vrednost indeksa krvarenja gingive na provokaciju (KNP)

Vrednost plak indeksa (PI)
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DIJAGNOSTICKI KARTON ZA DONJU VILICU
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Broj zuba sa vredno§¢u dubine sondiranja (DS) > 3 mm

Broj zuba sa vrednoscu nivoa ivice gingive (NIG) >3 mm
Broj zuba sa vrednoséu nivoa pripojnog epitela (NPE) > 0 mm
Broj zuba sa vrednosé¢u indeksa labavljenja zuba (ILZ) >0
Vrednost indeksa krvarenja gingive na provokaciju (KNP)

Vrednost plak indeksa (PI)
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Prilog 3

OBRAZAC INFORMISANOG PRISTANKA ZA
UCESCE U NAUCNOM ISTRAZIVANJU

Ime i prezime: Redni broj ucesnika:

Procitao/la sam i razumeo/la obavestenje i imao/la sam dovoljno vremena da razmislim o
uces¢u u nauc¢nom istrazivanju pod nazivom “Ispitivanje karakteristika povrSine maSinski
obradivih dentalnih materijala i njihovog uticaja na adheziju mikroorganizama iz usne
duplje”.

Detaljno mi je objasnjen tok i znacaj istrazivanja 1 zadovoljan/na sam dobijenim odgovorima
i objasnjenjima na sva moja pitanja. Upoznat/a sam sa potencijalnim rizicima i neZeljenim efektima
u toku i nakon izvodenja nau¢nog istrazivanja. Upoznat/a sam o dobrovoljnom u¢e$c¢u u istrazivanju
I mogucnoséu prekida ucesca u istrazivanju u bilo kom trenutku na moj zahtev ili na zahtev
rukovodioca istrazivanja bez ikakvih negativnih posledica. Ucestvovanjem u istraZivanju ne
ostvarujem nikakvu li¢nu niti materijalnu korist.

Dajem svoj pristanak za uces¢e u predloZenom naucnom istraZivanju i odobravam upotrebu
1 objavljivanje informacija i fotografija u vezi sa ovim istrazivanjem.

(potpis ucesnika)

U Beogradu,

Dana . god. (potpis rukovodioca istraZivanja)
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9. BIOGRAFIJA AUTORA






Dr Stefan Vulovi¢ roden je 26.05.1994. u Pancevu. Osnovnu skolu ,,Stevica Jovanovi¢* kao
i gimnaziju ,,Uro§ Predi¢”’ u Pancevu zavrsio je odlicnim uspehom. Integrisane osnovne i master
akademske studije na Stomatoloskom fakultetu Univerziteta u Beogradu zapoceo je u septembru
2013. godine, a zavr$io u julu 2019. godine kao najbolje diplomirani student u generaciji sa
prosecnom ocenom 9,87 (devet i 87/100). U toku osnovnih studija dodeljene su mu nagrade
,Colgate Palmolive Adria“ za najboljeg studenta pete godine Stomatoloskog fakulteta Univerziteta
u Beogradu, nagrada za najboljeg studenta u generaciji na kraju svake Skolske godine studiranja i
nagrada za najbolje diplomiranog studenta od strane Stomatoloskog fakulteta Univerziteta u
Beogradu. Takode, dobitnik je Povelje Rektora Univerziteta u Beogradu za najboljeg studenta u
generaciji Stomatoloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu. Obavezan pripravnicki staz obavljao je
na Stomatoloskom fakultetu Univerziteta u Beogradu u periodu od oktobra 2019. do aprila 2020.
godine, a u maju 2020. godine polozio je stru¢ni ispit pred komisijom Ministarstva zdravlja
Republike Srbije. U martu 2021. godine zasnovao je radni odnos na Klinici za Stomatolosku
protetiku Stomatoloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu u funkciji saradnika u visokom
obrazovanju. Doktorske akademske studije na Stomatoloskom fakultetu Univerziteta u Beogradu
upisao je u novembru 2021. godine na modulu ,,Bazi¢na 1 klini¢ka istrazivanja u stomatologiji* 1
polozio je sve ispite predvidene planom 1 programom sa prosecnom ocenom 10. Specijalisticke
studije iz oblasti Stomatoloske protetike na StomatoloSkom fakultetu Univerziteta u Beogradu
upisao je u oktobru 2022. godine. Te¢no govori engleski i nemacki jezik iz kojih poseduje B2
sertifikate: ,,Common European Standard - CEF Young Adult Intermediate” sertifikat iz engleskog
jezika 1,,Goethe B2" sertifikat iz nemackog jezika.

Spisak dosadasnjih naucnih i stru¢nih publikacija
Radovi u vrhunskim medunarodnim ¢asopisima (M21)

1. Vulovié, S., Nikoli¢-Jakoba, N., Radunovi¢, M., Petrovi¢, S., Popovac, A., Todorovi¢, M.,
& Mili¢-Lemié¢, A. (2023). Biofilm Formation on the Surfaces of CAD/CAM Dental
Polymers. Polymers, 15(9), 2140. (IF 2022 = 5,0)
https://doi.org/10.3390/polym15092140

Radovi u istaknutim medunarodnim ¢asopisima (M22)

1. Vulovié, S., Todorovi¢, A., Stanci¢, 1., Popovac, A., Stasi¢, J. N., Vencl, A., & Mili¢-Lemic,
A. (2022). Study on the surface properties of different commercially available CAD/CAM
materials for implant-supported restorations. Journal of Esthetic and Restorative
Dentistry, 34(7), 1132-1141. (IF 2022 = 3,2)
https://doi.org/10.1111/jerd.12958

2. Vulovié, S., Stasi¢, J. N., 1li¢, J., Todorovi¢, M., Jevremovi¢, D., & Mili¢-Lemi¢, A. (2023).
Effect of different finishing and polishing procedures on surface roughness and microbial
adhesion on highly-filled composites for injectable mold technique. Journal of Esthetic and
Restorative Dentistry, 35(6), 917-926. (IF 2022 = 3,2)
https://doi.org/10.1111/jerd.13045

Radovi u medunarodnim ¢asopisima (M23)

1. Vulovié, S., Popovac, A., Radunovi¢, M., Petrovi¢, S., Todorovi¢, M., & Mili¢-Lemi¢, A.
(2023). Microbial adhesion and viability on novel CAD/CAM framework materials for
implant-supported hybrid prostheses. European Journal of Oral Sciences, 131(1), e12911.
(IF 2022 =1,9)
https://doi.org/10.1111/e0s.12911
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Radovi u novopokrenutim naué¢nim ¢asopisima (M54)

1. Vulovié, S., Stanci¢, 1., Popovac, A., & Mili¢-Lemi¢, A. (2022). Surface roughness
evaluation of different novel CAD/CAM dental materials. Tribology and Materials, 1(2),
55-60.
https://doi.org/10.46793/tribomat.2022.010

Saopstenja sa medunarodnih skupova Stampana u izvodu (M34)

1. Tli¢, J., Belji¢-Ivanovi¢, K., Vulovié, S., & Mili¢-Lemi¢ A. The effect of additional clinical
training in final year of studies on dental students’ self-reported competence level.
Association for Dental Education in Europe (ADEE) Annual Meeting, Palma de Mallorca,
Spain, August 2022.

2. épadijer-Gostovié, A., Raci¢, A., Rov¢anin, M., Mili¢-Lemié, A., & Vulovié¢, S. Minimally
invasive prosthodontic procedures for treatment of tooth wear. 26th Congress of the BaSS,
Skopje, North Macedonia, 11-14" of May 2023, Book of Abstracts, pp 139.

3. Vuki¢, T., Puzovié, K., Spadijer-Gostovié, A., & Vulovi¢, S. The effect of thermal cycling
on surface properties of CAD/CAM hybrid ceramic material. International Conference of
Experimental and Numerical Investigations and New Technologies CNN TECH 2023,
Zlatibor, Srbija, 04-07" of July 2023, Book of Abstracts, pp 95.

4. Popovac, A., Vulovié, S., Petrovi¢, S., Radunovi¢, M., Stanci¢, 1., & Mili¢-Lemi¢, A.
Comparative evaluation of PEEK, PMMA and CoCr alloy as RPD materials for Candida
albicans adherence - in vitro study. ECG Annual Conference, Stockholm, Sweden, 14-15%
of September 2023.

5. Spadijer-Gostovic’, A., Vulovi¢, S., Mili¢-Lemi¢, A., Raci¢, A., Vuki¢, T., & Puzovi¢, K.
Effect of thermal cycling on surface roughness of CAD/CAM ceramic materials for implant-
supported restorations. EAO-DGI Joint Meeting, Berlin, Germany, 28-30" of September
2023.

Ucesca u projektima

1. Medunarodni projekat COST Action PROmoting GeRiAtric Medicine IN countries where it
is still eMerGing PROGRAMMING 2022 — 2025, br. CA21122, od strane COST (European
Cooperation in Science and Technology).

Nagrade i priznanja

1. Zlatna plaketa sa zlatnom medaljom Nikole Tesle Saveza pronalaza¢a Beograda za
inovaciju ,.Intraoralni nosa¢ uzoraka materijala za istraZivanja u in situ uslovima “ autora:
Vulovi¢, S., Mili¢-Lemi¢, A., & Tihacek-Soji¢, Lj, Beograd, 16. jun, 2023.

Mentorstva u studentskim naucno-istrazivac¢kim radovima

1. Vuki¢, T., & Puzovi¢, K. Mentor: Spadijer-Gostovic’, A. Komentor: Vulovié, S. Efekat
termocikliranja na povrSinske karakteristike masinske obradive keramike. 62. Kongres
studenata biomedicinskih nauka Srbije sa internacionalnim uc¢es¢em. Kopaonik, April 2023.
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Izjava o autorstvu

Ime i prezime autora Stefan Vulovi¢
Broj indeksa 4006/2021
Izjavljujem

da je doktorska disertacija pod naslovom

Ispitivanje karakteristika povrSine masinski obradivih dentalnih materijala i

njihovoq uticaja na adheziju mikroorganizama iz usne duplje

e rezultat sopstvenog istrazivackog rada;

e da disertacija u celini ni u delovima nije bila predlozena za sticanje druge diplome prema
studijskim programima drugih visokoskolskih ustanova;

e da su rezultati korektno navedeni i

e da nisam krSio/la autorska prava i koristio/la intelektualnu svojinu drugih lica.

Potpis autora

Sohd— 1/

U Beogradu,




Izjava o istovetnosti Stampane i elektronske verzije doktorskog rada

Ime i prezime autora Stefan Vulovié

Broj indeksa 4006/2021

Studijski program Bazic¢na i klini¢ka istraZivanja u stomatologiji

Naslov rada Ispitivanje karakteristika povrSine masinski obradivih dentalnih

materijala i njihovog uticaja na adheziju mikroorganizama iz usne duplje

Mentor Prof. dr Aleksandra Mili¢ Lemi¢é

Izjavljujem da je Stampana verzija mog doktorskog rada istovetna elektronskoj verziji koju sam
predao/la radi pohranjivanja u Digitalnom repozitorijumu Univerziteta u Beogradu.

Dozvoljavam da se objave moji li¢ni podaci vezani za dobijanje akademskog naziva doktora nauka,
kao Sto su ime 1 prezime, godina 1 mesto rodenja i datum odbrane rada.

Ovi li¢ni podaci mogu se objaviti na mreznim stranicama digitalne biblioteke, u elektronskom
katalogu i u publikacijama Univerziteta u Beogradu.

Potpis autora

Sthd— 1/

U Beogradu,




Izjava o koriS¢enju

Ovlaséujem Univerzitetsku biblioteku ,,Svetozar Markovi¢“ da u Digitalni repozitorijum
Univerziteta u Beogradu unese moju doktorsku disertaciju pod naslovom:

Ispitivanje karakteristika povrSine masinski obradivih dentalnih materijala i

njihovog uticaja na adheziju mikroorganizama iz usne duplje

koja je moje autorsko delo.

Disertaciju sa svim prilozima predao/la sam u elektronskom formatu pogodnom za trajno
arhiviranje.

Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u Digitalnom repozitorijumu Univerziteta u Beogradu i
dostupnu u otvorenom pristupu mogu da koriste svi koji poStuju odredbe sadrzane u odabranom
tipu licence Kreativne zajednice (Creative Commons) za koju sam se odlucio/la.

1. Autorstvo (CC BY)
2. Autorstvo — nekomercijalno (CC BY-NC)
@Autorstvo — nekomercijalno — bez prerada (CC BY-NC-ND)
4. Autorstvo — nekomercijalno — deliti pod istim uslovima (CC BY-NC-SA)
5. Autorstvo — bez prerada (CC BY-ND)
6. Autorstvo — deliti pod istim uslovima (CC BY-SA)

(Molimo da zaokruzite samo jednu od Sest ponudenih licenci.
Kratak opis licenci je sastavni deo ove izjave).

Potpis autora

Sohd— 1/

U Beogradu,




1. Autorstvo. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno saopstavanje dela, i1 prerade, ako se
navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence, ¢ak i u komercijalne svrhe.
Ovo je najslobodnija od svih licenci.

2. Autorstvo - nekomercijalno. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno saops$tavanje dela,
i prerade, ako se navede ime autora na nain odreden od strane autora ili davaoca licence. Ova
licenca ne dozvoljava komercijalnu upotrebu dela.

3. Autorstvo - nekomercijalno - bez prerada. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno
saopStavanje dela, bez promena, preoblikovanja ili upotrebe dela u svom delu, ako se navede ime
autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence. Ova licenca ne dozvoljava
komercijalnu upotrebu dela. U odnosu na sve ostale licence, ovom licencom se ograni¢ava najveci
obim prava koriS¢enja dela.

4. Autorstvo - nekomercijalno - deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnoZzavanje,
distribuciju 1 javno saopStavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od
strane autora ili davaoca licence 1 ako se prerada distribuira pod istom ili sliénom licencom. Ova
licenca ne dozvoljava komercijalnu upotrebu dela i prerada.

5. Autorstvo - bez prerada. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno saopstavanje dela, bez
promena, preoblikovanja ili upotrebe dela u svom delu, ako se navede ime autora na nacin odreden
od strane autora ili davaoca licence. Ova licenca dozvoljava komercijalnu upotrebu dela.

6. Autorstvo - deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno
saopStavanje dela, 1 prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca
licence i ako se prerada distribuira pod istom ili slichom licencom. Ova licenca dozvoljava
komercijalnu upotrebu dela i prerada. Slina je softverskim licencama, odnosno licencama
otvorenog koda.



