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Sazetak

Po cetiri uzorka intaktne humane cakline 18 zuba ulozena su u par-
cijalne proteze dobrovoljaca. Uzorci su bili izloZzeni djelovanju oralnih ka-
rijesogenih faktora 7, 14 21 i 28 dana. Elektronskom mikroanalizom ispi-
tivan je demineralizacijski gubitak koncentracije kalcija i fosfora u
eksperimentalnim uzorcima u odnosu na originalnu caklinu kontrolnih uzo-
raka. Rezultati su pokazali znaajan i ravnomjeran pad koncentracije i Ca
i P u svim uzorcima, ali i direktno proporcionalan vremenskom intervalu
koji su uzorci proveli u ustima. Kod d&etiri uzorka 28-dnevne oralne eks-
poniranosti zabiljezen je porast koncentracije i Ca i P u najpovrSinskijem
sloju cakline, §to je protumaceno kao aktiviranje procesa remineralizacije.

Kljuéne rijeéi: pocetni karijes, demineralizacija, elektronska mikroanaliza

uvobD

Fizikalno-kemijski procesi demineralizacije i remineralizacije cine
dinamicki aspekt zubnog karjesa. Dosadasnja saznanja su prikupljena is-
trazivanjem prirodnih lezija i eksperimentalno stvorenih lezija in vivo
(1—5), te in vitro karijesnih simulacija primjenom matematickih (6) i ke-
mijskih (6—10) modela. U evaluaciji nastalih promjena u caklini djelova-
njem ovih slozenih procesa koristena je mikroradiografska denzitomet-
rija (11—14), atomska apsorpcijska spektrofotometrija (9, 14, 15, 16) i
rendgenska difrakcija elektronskom mikrosondom (12, 13, 18, 19).

Ciklus fizikalno-kemijskih reakcija koje karakteriziraju karijesno ra-
zaranje cakline zapocinje difuzijom mlijeéne kiseline, metabolickog pro-
dukta bakterija plaka, kroz glikoproteinsku membranu akvirirane pelikule.
U dodiru s kiselinom kristali hidroksilapatita dozivljavaju fazne transfor-
macije. Pucanjem veza u kristalnoj reSetki oslobadaju se ioni kalcija,
fosfora i ostalih elemenata koji se nalaze u tragovima. Prvi znacajniji
gubitak minralnih iona se dogada na samoj povrsini cakline u podrucju
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tzv. selektivno propusne membrane. Nije rije¢ o nekoj morfolodkoj ka-
rakteristici zuba, nego o specificnoj pojavi udruzenog djelovanja povr-
sinske caklinske strukture, pelikule i plaka na ionsku izmjenu, odnosno
na difuzijske tokove. Sam membranski ucinak se manifestira na mjestu
dodira plaka i pelikule s povrSinom cakline. Svaki od ovih ¢&inilaca dje-
luje i samostalno i udruzen s ostalima. Selektivnom propusnoséu kontro-
liraju vrstu i relativnu brzinu ionskih tokova djelujuc¢i tako najneposred-
nije na procese demineralizacije i remineralizacije. Bakterijska produk-
sija kiseline u plaku stvara dva prirodna difuzijska gradijenta. Najprije
zbog vece koncentracije kiseline u plaku dolazi do njezinog prodora kroz
selektivno propusnu membranu u caklinu, tj. u podruéje nize koncentra-
sije. Otapanjem kristala hidroksilapatita aktivira se difuzijski gradijent
slobodnih iona minerala koji izlaze iz cakline u pelikulu i plak, a odatle
1 slinu. Ovi gradijenti postoje sve dok se ne uspostavi ekvilibrij ionskih
concentracija. Novi difuzijski ciklus zapodinje novom kiselinskom pro-
lukcijom.

Krajnji rezultat ovih procesa je stvaranje poveéanog volumena in-
erkristalnih prostora — mikropora koje postaju kiselinski depo, ubrza-
rajuci na taj nacin proces demineralizacije i prodor karijesnog razaranja
I dubinu. »

Cilj naSeg istraZzivanja je bio pracenje i registriranje gubitka dva
iajzastupljenija kemijska elementa u gradi cakline, kalcija i fosfora, u
iajranijoj fazi razvoja karijesnog procesa.

AATERIALI | METODE

Bukalna caklina 18 impaktiranih trec¢ih trajnih donjih molara koja ni-
3 bila u dodiru s oralnom sredinom i bez makroskopski vidljivih hipo-
lasti¢nih i drugih defekata ociSc¢ena je od organskih naslaga rotiraju-
om cetkicom i potapanjem kroz dva sata u 5%-tnu otopinu NaOCI i 15-
linutnim izlaganjem ultrazvuénim vibracijama. Nakon dezinfekcije klor-
eksidin glukonatom i dilutnim alkoholom, te viSesatnog ispiranja u re-
estiliranoj vodi, bukalna caklinska ploha je izrezana dijamantnim brus-
im tijelom na pet segmenata Sirine oko 2 mm. Jedan uzorak je pohra-
jen u redestiliranu vodu kako bi kod mijerenja posluzio kao kontrolna
rupa, a ostala Cetiri smo aplicirali u produzna sedla parcijalnih proteza
dbrovoljaca. Dobrovoljcima je objasnjena svrha eksperimenta, a da bi
3 in vivo stvorili svi potrebni uvjeti za rano manifestiranje karijesa, za-
oljeni su da jednom dnevno popiju ili pojedu nesto slatko, te da ne
stkaju dio proteze s uzorcima kako ne bi odstranili naslage pelikule i
aka. Prvi uzorak je izvaden iz proteze nakon 7 dana, a ostali nakon 14,

i- 28 dana. Ponovo su svi uzorci oc¢iSéeni na isti nacin od organskih
islaga, a zatim dehidrirani prevodenjem kroz razli¢ite koncentracije al-
hola. Potom su prelomljeni na pola kako bi se na popre¢nom presjeku
oglo izvrSiti mjerenje. Uzorci su ulozeni u epoksi smolu u polozaju
iji je ostavljao vidljivim poprec¢ni presjek, a nakon toga bruSeni dija-
antnim prahom u uljnoj emulziji da bi se dobila planparalelna povrsina.
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Nakon naparivanja slojem zlata pristupilo se elektronskoj mikroanalizi
sadrzaja Ca i P u kontrolnim i eksperimentalnim uzorcima cakline.

Elektronska mikroanaliza je nacinjena elektronskim mi-
kroskopom JEOL JSM-50 A s prigradenim spektrometrima za detektira-
nje rendgenskog zraenja na temelju analize valne duZine. Elektronska
mikrosonda ispusta snop elektrona koji udaraju u pojedinu tocku na uzor-
ku promjera 1 um pobudujuéi u njoj titranje elektrona. Tako stvoreno rend-
gensko zraenje uredaj registrira i analizira prema valnoj duzini. Za svaki
pojedini kemijski element koji se Zeli analizirati u pojedinoj tocki uzorka
potrebno je posebno podesiti uredaj. Napon pobudivanja je bio 25 kV i
struja od 2,6 - 10—8 A. Ovim je uredajem moguée na dva naCina prika-
zati raspored i koncentraciju pojedinih kemijskih elemenata u uzorku.

Slika 1. Rendgenski snimak gustoée ras- Slika 2. Rendgenski snimak gustoCe ras-
poreda kalcija na poprecnom poreda fosfora na poprecenom
presjeku cakline (oznaceno bije- presjeku istog uzorka cakline.
lim toc¢kicama).

a) ToCkasta analiza

Spektralni mikroanalizator mjeri na odredenom pravcu (kod cakline
je to od vanjskog ruba do CDS-a) intenzitet pobudenog rendgenskog zra-
¢enja u nizu pojedinacnih totaka — 1, (Intesity peak), a izraZzen u cps
(count per second). Odabrani razmak izmedu pojedinih tocaka bio je
10 um. U spektru je uzeta karakteristi¢na linija rendgenskog zracenja Ka
i numericki u cps izrazeni Ca — Ka i P — K.

b) Linijska analiza

Elektronska sonda krecuéi se povrSinom presjeka od vanjskog ruba
prema CDS-u iscrtava krivulju koja svojim amplitudama oznacuje veéu
ili manju gustoéu nekog kemijskog elementa u pojedinim dijelovima uzor-
ka. Istovremno se na snimci- moze prikazati i rendgenska slika rasporeda
pojedinog kemijskog elementa na cijelom uzorku, a izraZzena brojnim
svijetlim toCkicama vece ili manje gustoce.
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28 dana
g (remineralizacija)

Slika 3. Primjer linijske mikroanalize gustoée rasporeda Ca i P kontrolnog
i eksperimentalnih uzoraka cakline.
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REZULTATI

Tockasta analiza

Ovaj oblik mikroanalize koncentracija kalcija i fosfora u kontrolnim
uzorcima pokazao je veliku varijabilnost njihovih veli¢ina od jednog do
drugog zuba. 1, za kalcij (Ca— Ka) je od uzorka do uzorka varirao u
rasponu od 150 do 650 cps, a za fosfor (P — Ka) od 90 do 350 cps. Isto-
vremeno je vrlo uoéljiv jednolik raspored koncentracije i kalcija i fosfora
cijelom debljinom cakline, od povrgine prema CDS-u, kod svakog pojedi-
nacnog uzorka. Omjer Ca:P kretao se je kod kontrolnih uzoraka izmedu
1,60 i 1,69.

Kao reprezentativan nalaz dati su primjeri analize koncentracije kal-
cija i fosfora u kontrolnim i eksperimentalnim uzorcima cakline dva zuba
i prikazani Tablicama | i Il, te odgovarajuéim Grafikonima | i Il. Tablica |
i graficki prikaz th sth I, vrijednosti na Grafikonu | pokazuje karakteris-
ticno djelovanje demineralizacijskog procesa vecéine eksperimentalnih
uzoraka. Iz prikazanih podataka je evidentno da veé nakon 7 dana eks-
poniranosti caklinskih uzoraka djelovanju oralnih karijesogenih faktora
proces demineralizacije dovodi do odredenog pada koncentracije minerala
i to uglavnom u najpovr§inskijih 10 vm. Gubitak kalcija i fosfora je pri-
tom ravnomjeran, a sam omjer Ca:P se od zuba do zuba kretao u ras-
ponu od 1,56 do 1,70. Kod uzoraka 14-dnevne eksponiranosti je gubitak
Ca i P iz strukture jos veéi u prvih 10 pum, ali je primjetan i na dubini
od 20 um, a kod dva uzorka iz ove grupe i na dubini od 30 vm. Daljnja
tendencija pada I, vrijednosti se nastavila i u uzorcima iz grupe od 21
i 28 dana eksponiranosti. Kod ovih potonjih pad koncentracije Ca i P bio
je vidljiv i na udaljenosti od 60 do 90 pm od vanjskog ruba cakline. Na-
ravno, kod ove dvije grupe uzoraka je najveéi gubitak minerala u prvih
10 do 20 wm, §to ukazuje na cinjenicu da su ove lezije jo$§ u fazi povrsin-
skog omekSanja, bez izrazene tendencije stvaranja povrSinske zone i se-
ljenja demineralizacijskog procesa u podpovrSinsku regiju. Jednostavna
raCunica, dobijena usporedbom I, vrijednosti kontrolnog i 28 dana eks-
poniranog uzorka, pokazuje da je iz najpovrSinskijih 10 vm cakline de-
mineralizacijom odstranjeno izmedu 20 i 25% ukupnih Ca i P.

Drugi reprezentatvni primjer, prikazan Tablicom Il i Grafikonom I,
predstavlja jedan od cetiri zuba kod kojih je na caklinskim uzorcima 28-
-dnevne oralne eksponiranosti zapazen porast vrijednosti I, i kalcija i
fosfora. Taj porast mineralne koncentracije registriran je u povrsinskih
10 do 20pm, ali ni u jednom sluéaju nije dosegao I, vrijedosti istog
podrucja intaktne cakline kontrolnih uzoraka.

Linijska mikroanaliza

Rendgenska slika rasporeda pojedinog kemijskog elementa u cak-
linskom uzorku, izraZzena svijetlim tockicama, ukazuje na relativno rav-
nomjeran raspored i Ca i P cijelom debljinom cakline, ali i na izrazito
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Tablica 1. Totkasta mikroanaliza koncentracije Ca i P grupe uzoraka jednog repre-
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Primjer toCkaste mikroanalize caklinskih uzoraka kod kojih je doslo do po-
rasta koncentracije Ca i P (aktiviranje procesa remineralizacije)
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Grafikon 1. Graficki prikaz koncentracijskih vrijednosti s Tablice 1. (kalcij
gore, fosfor dolje).
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vecu koncentraciju kalcija naspram fosfora. Krivulje koje na snimcima
iscrtavaju gustocu rasporeda Ca i P na odabranom pravcu od vanjskog
ruba uzorka do CDS-a, pokazuju relativno male amplitude i gotovo ujed-

zub br. 11
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Grafikon 2. Graficki prikaz koncentracijskih vrijednosti s Tablice 2. (kalcij

gore, fosfor dolje).
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nacen tok kod analize kontrolnih uzoraka. Kod uzoraka sedmodnevne
oralne ekspozicije obje krivulje pokazuju blagi pad u najpovrsinskijem di-
jelu cakline uz neSto izrazenije oscilacije. Vremenskim rastom eksponi-
ranosti uzorka taj pad krivulja u povrSinskim dijelovima uzoraka je sve
izrazitiji, govoreé¢i o sve veéem padu koncentracije i Ca i P. Kod Ccetiri
uzorka 28-dnevne oralne eksponiranosti zabiljezeno je podizanje krivulja
u najoovrSinskijim dijelovima cakline, ukazujuéi time na porast kocen-
tracije i Ca i P, iako ne i do razine koncentracije intaktne cakline kon-
trolnih uzoraka. '

RASPRAVA

Elektronska mikroanaliza gustoée rasporeda Ca i P u uzorcima ca-
kline predstavlja semikvantitativhu metodu evaluacije demineralizacijskih
promjena. Ovom metodom se moze samo posredno, preko biljeZzenja po-
rasta ili pada intenziteta rendgenskog zraCenja, odrediti koncentracija
pojedinog kemijskog elementa u uzorku. Na konkretnom primjeru istra-
Zivanja ranog karijesa cakline to znac¢i usporedivanje dobijenih vrijed-
nosti I, kontrolnog i eksperimentalnih uzoraka i to na istim pozicijama.
Elektronskom mikroanalizom nije moguce iskazati koliki je gubitak ili po-
rast nekog kemijskog elementa u caklini izrazen tezinskim jedinicama ili
volumnim postocima. Zbog velikih razlika u kemijskom sastavu i kon-
centraciji pojedinih elemenata koje vrlo izrazito variraju od jednog do dru-
gog zuba, usporedivanje rezultata je mogucée jedino unutar jednog zuba,
tj. izmedu kontrolnog i eksperimentalnih uzoraka cakline. Odatle i sta-
tisticka obrada i svodenje dobivenih rezultata na neke zajednicke, sred-
nje, vrijednosti nema nikakvog smisla, S§to vise, moZze dovesti do potpuno
iskrivljenih zaklju¢aka. Dodatnu poteskoc¢u ¢ini i nehomogenost cakline,
§to je vidljivo i iz linijske mikroanalize. Krivulje koje iscrtava mikroson-
da, krecuci se od vanjskog ruba uzorka prema CDS-u, pokazuju bezbroj
malih amplituta $to samo po sebi govori da koncentracija i Ca i P varira
od tocke do tocke i unutar jednog samog uzorka cakline.

Iz dobivenih rezultata je vidljivo da je gubitak Ca i P u eksperimen-
talnim uzorcima linearna funkcija vremena demineralizacije. Ca:P omjer
se cijeli eksperimentalni period krec¢e u rasponu od 1,56 do 1,70, pa se
iz te Cinjenice moze zakljuciti da se kalcij i fosfor prilicno ravnomjerno
gube iz lezije. Slitne nalaze o ravnomjernom gubitku ovih minerala, iako
su eksperimentalni materijali i metode razlic¢iti, potvrduju brojne analize
artificijelnih lezija (3, 10, 12, 13, 16, 20, 21). Usporedbom |, vrijednosti
za najpovrs$inskiji sloj cakline izmedu kontrolnog i 28 dana eksponiranog
uzorka cakline iskazuje se gubitak Ca i P od 20 do 25%. Usprkos tako
relativno velikom gubitku to ne rezultira i adekvatnim kolapsom struktu-
re. Objasnjenje postoji u specificnom nacinu na koji caklina u pocetnoj
fazi razvoja karijesne lezije gubi mineralne ione. Zbog brojnih dislokacija
-oneciSéenja koje naroCito preteZzu u srediStu apatitnih kristala tu i za-
poc¢inje proces demineraliazcije. Na taj nacin dolazi do relativno velikog
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gubitka mineralne supstancije, a kristali jo§ odredeno vrijeme zadrzavaju
vanjsku ljusturu, CGuvaju¢i ukupnu strukturu cakline od veéeg urusava-
nja (1).

Kod cCetiri uzoraka 28-dnevne oralne eksponiranosti zabiljezen je po-
rast koncentracije Ca i P u najpovrginskijem sloju cakline $to tumacimo
aktiviranjem procesa reprecipitacije i remineralizacije. Za pretpostaviti
je da bi ta pojava bila i brojnija i opseznija da je eksperimentalni period
bio duzi od 28 dana. To se uklapa u sliku karijesa kao intermitentnog pro-
cesa u kojem se ciklicki izmijenjuju periodi demineralizacije i remine-
ralizacije. Ima dosta razloga da ove podetne karjesne fizikalno-kemijske
promjene cakline nazivamo povr$inskim omek$anjem i sma-
tramo posebnim stadijem u razvoju karijesa, kako bi ih i terminoloski od-
vojili od histoloski jasno izdiferencirane videslojne inicijalne lezije. Uv-
jetno bi se moglo re¢i i da se radi o reverzibilnoj fazi razvoja karijesa.
Naime, brojna klinicka pracenja i zapaZanja, te laboratorijska istraZivanja,
potvrduju da 50 do 80% ovih najranijih lezija remineralizira dovodeéi do
potpune restitucije strukture (12, 22, 23, 24, 25). U onim slu¢ajevima gdje
to nije tako, postepeno kroz dulji vremenski interval in vivo dolazi do
premjeStanja glavnine demineralizacijskih procesa u dublje slojeve cak-
line i stvaranja relativno intaktne povrdinske zone djelovanjem remine-
ralizacije izvana, a reprecipitacije iznutra.

Zbog brojnih tehnic¢kih i etickih razloga nemoguce je istrazivati ove
najranije manifestacije karijesa na vitalnim zubima. Zato smo koristili
eksperimentalni model za koji mislimo da dovoljno vjerno odrazava dogada-
nja na povrSini humane cakline u ranom posteruptivnom periodu. Dobi-
veni rezultati ukazuju na nepostojanje mirnog posteruptivnhog stanja u
kojem bi caklina sazrijevala i stvarala zastitni povrsinski sloj od karijes-
ne atake. Naprotiv, proces karijesne demineralizacije zapocinje odmah
nakon nicanja zuba i dodira s oralnim karijesogenim faktorima. Nasi po-
daci ukazuju da je taj ‘proces gubljenja minerala dosta opsezan usprkos
relativno kratkom eksperimentalnom periodu, iako je znatno varirao op-
segom od zuba do zuba, §to tumacimo specifi¢nostima grade i kemijskog
sastava svakog pojedinog zuba.

ZAKLJUCAK

Iz dobivenih rezultata moguce je jasno zakljuciti da:

— ponudeni eksperimentalni model odgovara svim kriterijima istra-
‘ivanja najranijih karijesnih manifestacija cakline,

— primjenjena evaluacijska metoda, iako nije kvantitativha, omogu-
‘ava valjano pracenje promjena koncentracija Ca i P u ispitivanim uzor-
ima cakline,

— ne postoji miran period prilagodbe cakline oralnim prilikama; pro-
:es demineralizacije zapoc¢inje nakon prvog kontakta cakline s oralnim

6 Acta stomatol. croat., Vol. 24, Br. 1, 1990.
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karijesogenim faktorima ocitujuéi se signifikantnim i ravnomjernim gubit-
kom i kalcija i fosfora iz cakline,

— zbog aktivacije procesa reprecipitacije i remineralizacije koji nas-
tupaju in vivo nakon odredenog vremena ili promjenjenih karijesogenih
faktora, moze doc¢i kod jednog dijela ovih povrSinskih karijesnih omeksa-
nja do zaustavljanja daljnjeg razaranja i do potpune restitucije povrSine
cakline.

ELECTRON MICROANALYSIS OF THE LOSS OF CALCIUM AND
PHOSPHORUS IN INITIAL MANIFESTATIONS OF HUMAN ENAMEL CARIES

Summary

Sets containing of four specimens of intact human enamel of 18 teeth
were inserted into volunteers’ partial prostheses. The specimens were ex-
posed to the action of oral cariogenic factors during 7, 14, 21 or 28 days.
Electron microanalysis was employed to assess the demineralizing loss of
calcium and phosphorus concentrations in experimental specimens, in re-
lation to the original enamel of control specimens. Results showed a signi-
ficant and steady decrease in Ca and P concentrations in all specimens,
which was directly proportional to the duration of specimen exposure to
oral cavity conditions. In four specimens with a 28-day oral exposure, an
increase in Ca and P concentrations was observed in the most superificial
enamel layer, which was explained as activation of the process of re-
mineraliazation.

Key words: Initial caries, demineralization, electron microanalysis
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