
Antimikrobni učinak kalcijeva 
hidroksida na streptococcus 
mutans, streptococcus faecalis i 
Candida albicans, in vitro, u 
tekućem hranilištu

Antimicrobial Efect of Calcium Hydroxide on 
S. Mutans, S. Faecalis and C. Albicans i n  v i t r o ,  

in Liquid Media

Sažetak
U radu je ispitana osjetljivost mikroorganizama Streptococ

cus mutans, Streptococcus faecalis i Candida albicans, na ra
zličite koncentracije vodenih pripravaka kalcijeva hidroksida. Od 
praha kalcijeva hidroksida i sterilne destilirane vode (SDV) sprav
ljeno je 12 vodenih pripravaka određenih koncentracija. Ispiti
vani mikroorganizmi zasebno su stavljeni u tekuće hranilište 
(Todd Hewit Broth), na temperaturi od 37 °C u aerobnim uvje
tima tijekom 24 sata. Nakon inkubacije pripravljeni je sadržaj 
imao oko 107/ml mikroorganizama. U 12 kušalica s po 6 ml te
kućeg hranilišta i 2 ml suspenzije mikroorganizama stavljeno je 
po 2 ml vodene otopine kalcijeva hidroksida. Tako pripremljena 
hranilišta ostavljena su u aerobnim uvjetima na 37 °C tijekom 
48 sati.

Ispitivani pripravci kalcijeva hidroksida pokazali su najveći 
antimikrobni učinak nakon 24 sata. Rezultat je ostao isti i nakon 
48 sati.

Inhibicija rasta Streptococcus mutans nastupila je pri koncen
traciji suspenzije Ca(OH)2 od 136,97xl0~3 mol/dm3 i pH 12,73, 
a za Streptococcus faecalis i Candida albicans pri koncentraciji 
od 271.18xl0~3 mol/dm3 i pH 12,76.
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Uvod

Na tržištu stomatološkog materijala danas je 
velik izbor preparata kalcijeva hidroksida (1,2). 
Svi preparati osim kalcijeva hidroksida, sadrže
i dodatne sastojke koji utječu na fizikalno-ke- 
mijska svojstva i terapijski učinak proizvoda 
(3,4,5). Najjednostavniji pripravak kalcijeva hi
droksida jest vodena suspenzija koja se na trži
štu prodaje uglavnom u obliku paste (6). Ti pri
pravci se na stvrdnjavaju nego talože soli na do
dirnoj površini npr. u dodiru s dentinom ili zub
nom pulpom (7).

Osim vodene suspenzije, preparati kalcijeva 
hidroksida mogu biti u obliku cementa, kita, la
ka ili kao vrsta punila (kod umjetnih masa). Po
djelom pripravaka u kemijski definirane pod
skupine lakše se razumijeva njihov terapijski 
učinak.

Prema istraživanju Staehle i Pioch (7), vo
dena suspenzija pokazala je najjači antimikrobni 
učinak, cement malo slabiji, a u ostalih prepa
rata (lak, kit, umjetan materijal) tog učinka ni
je bilo. Treba naglasiti da i unutar kemijski de
finiranih podskupina ima različitih učinaka s ob
zirom na dodane komponente. Primjerice 
“MPC” cement (Kerr, Romulus, USA) koji se 
danas više ne rabi, unatoč istoj kliničkoj primje
ni i pripadnosti istoj skupini cemenata kao i 
“Dycal” (De Trey Dentsply, Konstanz, Njemač
ka) uopće nije oslobađao hidroksidne ione. 
Smatra se da je uzrok tome hidrofobno parafin- 
sko ulje, sastavnica “MPC” cementa. Sličan je 
primjer i kod lakova. Preparat “Cavity Liner 
Woelm” (Rorer, Bielefeld, Njemačka) jače oslo
bađa hidroksidne ione s antimikrobnim učinkom 
od preparata “Hydroxyline” (Merz, Frankfurt, 
Njemačka) što ne oslobađa hidroksidne ione i 
ne utječe na rast mikroorganizama (7). Nove 
preparate kalcijeva hidroksida s umjetnim ma
sama također nazivamo cementima, iako oni ne 
pokazuju svojstva kalcijeva hidroksida (otpušta
nje hidroksidnih iona), niti dostižu tvrdoću i 
čvrstoću klasičnoga cementa (1).

Svrha rada
Svrha rada bila je odrediti pH vrijednost naj

niže koncentracije vodene suspenzije kalcijeva 
hidroksida što pokazuje antimikrobni učinak na 
Streptococcus mutans, Streptococcus faecalis i 
Candida albicans, in vitro, u tekućim hranilišti- 
ma.

Materijal i postupci

U radu se je rabio prah kalcijeva hidroksida 
br. 11052 (“Kemika” Zagreb, Hrvatska) otopljen 
u sterilnoj destiliranoj vodi (SDV). Serijska ra- 
zrjeđenja prikazana su u tablici 1. Vrijednosti 
pH suspenzije mjerene su, neposredno prije inj- 
iciranja u kulturu mikroorganizma. MA-5730 
pH-metrom s NEC 0101 kombiniranom elektro
dom točnosti ±0.02 pH.

Tablica 1. Serijska razrjeđenja vodenih suspenzija kalcije
va hidroksida.

Table 1. Serial dilution of water suspension of calcium 
hydroxide.

Ca(OH)2 
g/100 ml 

SDV
pH

Ca(OH)2 
g/100 ml 

SDV
PH

0,032 10,93 2,048 12,76
0,064 11,90 4,096 12,80
0,128* 12,50* 8,192 12,82
0,256 12,69 16,284 12,83
0,512 . 12,72 32,768 12,83
1,024 12,73 65,536 12,83

Serijska razrjeđenja rađena su tako da se je 
masa kalcijeva hidroksida podvostručavala za 
svaki sljedeći pripravak (počevši od 0,001 g), 
a količina je SDV ostala ista (100 ml). Priprav
ci od 0,001-0,128 g/100ml SDV nezasićene su 
otopine kalcijeva hidroksida. Sva ostala razrje
đenja čine vodene suspenzije (stvaraju talog). 
Količina kalcijeva hidroksida od 0.128 g/100 ml 
SDV maksimalna je količina praha koja se mo
že otopiti a da se na stvara talog.
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U ispitivanju su upotrjebljene bakterije Strep
tococcus mutans soj D-283, Streptococcus fae
calis, izoliran pod brojem 6716-R/89 na Zavo
du za mikrobiologiju Medicinskog fakulteta u 
Zagrebu i kvasnica Candida albicans biotip 357, 
izolirana na Zavodu za bolesti usta Stomatolo
škog fakulteta u Zagrebu. Ispitivani mikroorga
nizmi inkubirani su 24 sata na 37 °C u aerob
nim uvjetima. Nakon inkubacije broj mikroor
ganizama iznosio je 107/ml sadržaja.

Sva tri ispitivana mikroorganizma zasebno su 
nasađena u Todd Hewitt Broth hranilište. Za 
svaki od tih mikroorganizama pripravljeno je 13 
kušalica sa 6 ml Todd He wit Broth hranilišta i
2 ml inkubiranog sadržaja. Nakon miješanja, u 
kušalice je injicirano još po 2 ml suspenzije se
rijskih razrjeđenja kalcijeva hidroksida. U kon
trolno hranilište injicirano je 2 ml sterilne de
stilirane vode. Tekuća hranilišta stavljena su u 
inkubator na aerobne uvjete i temperaturu 37 
°C. Pokusi su ponavljani pet puta za svaki ispi
tivani mikroorganizam. Antimikrobni učinak 
očitavao se nakon 24 i 48 sati na temelju za- 
mućenosti bujona i nasada testiranog sadržaja 
iz pojedine kušalice na kruto hranilište (S. mu
tans nasađen je na MS agar, S. faecalis na krv
ni agar, a C. albicans na Saboraud agar).

Rezultati
Skupni rezultati ispitivanja prikazani su u ta

blicama 2 i 3. Razlika zamućenosti bujona kod 
bakterija Streptococcus mutans i Streptococcus 
faecalis bila ja jasno izražena na prijelazu iz 
koncentracije bez inhibitomog učinka u koncen
traciju s inhibitornim učinkom. Kod kvasnice 
Candida albicans taj prijelaz nije bio jasan. Ta
blica 3 pokazuje kontrolne rezultate nakon što 
su naknadno nasađene na kruta hranilišta.

Rast bakterija Streptococcus mutans inhibi- 
ran je suspenzijom od 1.024 g Ca(OH)2/100 ml 
SDV i pH 12.73, a kod Streptococcus faecalis 
inhibicija je nastupila kod suspenzije 2.048 g 
Ca(QH)2/100 ml SDV i pH 12,76 (slike 1 i 2).

Tablica 2. Antimikrobni učinak vodenih suspenzija kalcije
va hidroksida

Table 2. Antimicrobial effect of water suspensions of 
Ca( OH)2

Ca(OH)9 
g/100 ml 

SDV
pH

Zamućenost bujona nakon 24 i 48 sati

S. mutans S. feacalis C. albicans

kontrola 6,84 M M SM
0,032 10,93 M M SM
0,064 11,90 M M M
0,128 12,50 M M M
0,256 12,69 M M M
0,512 12,72 M M M
1,024 12,73 B M M
2,048 12,76 B B DB
4,096 12,80 B B DB
8,192 12,82 B B DB
16,384 12,83 B B DB
32,768 12,83 B B DB/B
65.536 12,83 B B DB/B

M - mutno 
SM - slabo mutno 
DB - djelomice bistro 
B - bistro

Tablica 3. Kontrola uzoraka ispitanih na tekućim hrani- 
lištima

Table 3. Control samples tested on the liquid infusion

Ca(OH)2 
g/100 ml 

SDV
S. mutans S. feacalis C. albicans

kontrola + + +
0,032 + + +
0,064 + + +
0,128 + + +
0,256 + + +
0,512 + + +
1,024 - + +
2,048 - - -

4,096 - - -

8,192 - - -

16,384 - - -

32,768 - - -

65.536 - - -

+ rast kolonija (test pozitivan)
- nema rasta kolonija (test negativan)

Kod kvasnice Candide albicans inhibitorni uči
nak opažen je kod suspenzije 2.048 g Ca(OH)2/ 
100 ml SDV i pH 12.76.
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Slika 1. Rast bakterija S. faecalis u tekućem hranilištu (za- 
mućuje) do koncentracije vodene suspenzije 
Ca(0H)2 od 1,024 i pH 12,73. K - kontrola.

Figure 1. Growth of bacteria S. faecalis in the liquid infu
sion up to the concentration of Ca(OH)2 water su
spension of 1.024 and pH of 12,73. K - control.

Slika 2. Inhibicija rasta S. faecalisa u tekućem hranilištu 
kod početne koncentracije Ca(0H)2 od 2,048 i pH 
12,76. K - kontrola.

Figure 2. Inhibition of the S. faecalis growth in the liquid 
infusion induced by water suspension of Ca(OH)2. 
The starting concentration is 2.048 and pH is 
12.73. K - control.

Rasprava
Vodena suspenzija najjednostavniji je pripra

vak kalcijeva hidroksida, a u usporedbi s osta
lim (cement, smola, lak) otpušta najviše hidrok- 
sidnih iona što stvaraju lužnati medij. Smatra se 
da baš taj lužnati učinak kalcij evu hidroksidu

daje izrazito antibakterijsko svojstvo, iako sve 
bakterije nisu podjednako na njega osjetljive. 
Antimikrobni učinak kalcijeva hidroksida razvi
ja se na neposredan i posredan način. Neposre
dan način očituje se djelovanjem hidroksidnih 
iona što svojim jetkim učinkom uništavaju mi
kroorganizme (8), a posrednim djelovanjem kal
cij ev hidroksid razlaže medij u kojem rastu mi
kroorganizmi uništavajući tako supstrat potre
ban za njihov rast (9). Za razliku od ispitivanja 
na krutim hranilištima, gdje je teško na jedno
stavan način odrediti dubinu difuzije ispitivanog 
sredstva u agar i promjene izazvane u samoj 
hranjivoj podlozi, pri radu s tekućim hranili
štima te su promjene jasno vidljive (promjena 
zamućenosti bujona, taloženje proteinske osno
ve bujona).

U ovom radu promjena zamućenosti bujona 
podudarila se s antimikrobnim učinkom (tabli
ca 2) kod bakterija S. mutans i S. faecalis, a kod 
kvasnice taj prijelaz nije bio jasno izražen. Naj
niža inhibitorna koncentracija suspenzije kal
cijeva hidroksida za S. mutans bila je 
136,97xl0'3 mol/dm3 pri pH 12,73, a za S. fae
calis i C. albicans 271,18xl0"3 mol/dm3 pri pH
12,76. Prva niža koncentracija bez antimikrob- 
nog učinka (tablica 2) imala je pH vrijednost za
S. mutans 12,72, a za S. faecalis i C. albicans 
12.73. Smatra se da osim pH vrijednosti jedna
ko važnu ulogu u antimikrobnom djelovanju 
ima i ukupno otpuštena količina OH iona u je
dinici vremena (10).

Prema Knappwostu (11), pH vrijednost vo
dene suspenzije kalcijeva hidroksida ovisi i o 
veličini čestica praha, pa se u “visoko dispergi- 
ranoj suspenziji” može postići lužnatost od pH
13, a time i veći antimikrobni učinak.

Streptococcus faecalis, koji se često javlja u 
inficiranim korijenskim kanalima preživljava pri 
pH 11,5, ali ugiba pri pH 12,5 (12). Prema ispi
tivanju Liolios-a i sur. (13), svi preparati što se 
koriste za punjenje korijenskih kanala, a sadrže 
kalcijev hidroksid, pokazali su inhibitorni uči
nak na rast bakterije S. faecalis. Knappwost (11) 
tvrdi da kalcijev hidroksid potpuno smanjuje
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broj mikroorganizama S. faecalis unutar 40 mi
nuta. Bystrom i sur. (14) dobili su u tekućem 
hranilištu inhibitomi učinak rasta bakterije S. fa
ecalis pri pH 12,5.

U usporedbi s ostalim preparatima kalcijeva 
hidroksida, S. mutans pokazao je najveću osjet
ljivost na vodene suspenzije (7). Prema ispiti
vanju Barbosa i sur. (15), čista vodena suspen
zija pokazala je veći antimikrobni učinak na S. 
mutans u odnosu prema kombinaciji s detergen- 
tom. U istom je ispitivanju C. albicans poka
zala jednaku osjetljivost na čisti kalcijev hidrok
sid i na pomiješan s detergentom. Vodena su
spenzija kalcijeva hidroksida “Calxyl” pokaza
la je inhibitomi učinak na rast kvasnice C. al
bicans, za razliku od preparata što se stvrdnja- 
vaju (16).

U usporedbi s radom (17) u kojem su se ispi
tivali isti mikroorganizmi i ista serijska razrje
šenja na krutim hranilištima, u ovom se je radu 
u tekućim hranilištima dobio antimikrobni uči

nak pri nižim pH vrijednostima. U literaturi ni
smo pronašli podatke o ispitivanju mikroorga
nizama S. mutans i C albicans na tekućim hra
nilištima. No pH vrijednosti kod kojih su dobi
veni inhibitomi učinci na rast mikroorganizama 
na krutim se hranilištima podudaraju s vrijed
nostima dobivenim u ovome radu.

Zaključak
Vodena suspenzija kalcijeva hidroksida, u 

usporedbi s ostalim preparatima, pokazala je 
najbolji antibakterijski učinak u uvjetima in vi
tro. Najniža inhibitoma koncentracija suspenzije 
kalcijeva hidroksida za S. mutans bila je 
136,97xlO"3 mol/dm3 pri pH 12,73, a za S. fae
calis i C. albicans 271,18xl0"3 mol/dm3 pri pH
12,76.

Na temelju dobivenih rezultata, vodena su
spenzija kalcijeva hidroksida najprimjereniji je 
pripravak za uporabu u kliničkom radu.

ANTIMICROBIAL EFECT OF CALCIUM HYDROXIDE ON S. 
MUTANS, S. FAECALIS AND C. ALBICANS IN VITRO, IN LI
QUID MEDIA

Adresa za dopisivanje: 
Address for correspondence:

Summary
In this study, the sensitivity of Streptococcus mutans, Strepto

coccus faecalis and Candida albicans to different concentrations 
of calcium hydroxide water solutions was examined. The micro
organisms were dispersed in Todd Hevitt Broth infusion at tem
perature of 37 °C in aerobic condition for 24 h. After incubati
on, the content was diluted up to 107/ml of micro-organisms per 
tube. In 12 test tubes, 6 ml of bouillon and 2 ml of micro-orga- 
nism suspension were mixed with 2 ml of Ca(OH)2 water soluti
on. The tubes were incubated aerobically at 37 °C for 48 h and 
the results were evaluated after 24 and 48 h.
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The examined solution of calcium hydroxide revealed the hig
hest antimicrobial effect after 24 h, however, the results remai
ned unchanged even after 48 h. The growth inhibition of S. mu
tans in infusion was recorded at a concentration of 136.97 x 10 s 
mol/dm3 and pH 12.73. The growth of S. faecalis and C. albicans 
was inhibited at a concentration of 271.18 x 10'3 mol/dm3 and pH
12.76.
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