- Vol. 21, Br. 1 UDC 716.31-081-039.71
actoo
o o CODEN: ASCRBK
croatico 1987. YUISSN: 0001—7019

lzvorni znanstveni rad

UTICAJ AMINFLUORIDA NA MORFOGENZU SUBGINGIVNOG PLAKA
KOD MLADIH OSOBA

Jovan Vojinovié¢, Emil Tati¢, Jasna Pintari¢
Institut za stomatologiju, Medicinski fakultet Novi Sad
Primljeno: 14. 2. 1986.

Sazetak

U radu je ispitivan uticaj rastvora AminfluoridaR (Podravka—Belupo) na
morfogenezu subgingivalnog plaka. Kao eksperimentalni model su koris¢eni
zubi mladih osoba indikovani za ekstrakciju iz ortodontskih ili endodontskih ra-
zloga. Pre ekstrakcije u pojedine predele sulkusa ubrizgavan je rastvor organ-
skog fluorida i tu zadrzavan 24 éasa i 7 dana. Vadenje i priprema materijala
za SEM analizu je vr$ena specijalnom metodom kako bi se ocduvala morfolo-
gija mikroorganizama i ekstracelijskog matriksa. Dobijeni rezultati ukazuju na
znacajni uticaj aminfluorida na .proces sazrevanja plaka i posebno na razvoj
filamentoznih formi mikroorganizama ¢&ija se pojava povezuje s egzacerba-
cijom gingivita.

Kljuéne reci: Aminfuorid, zubni plak, gingivitis,

uUvobD

Dosadadnja saznanja upucuju na postojanje razli¢itih struktura, a sa-
mim tim i drugaciju aktivnost zubnog plaka na razli¢itim povrSinama zuba
(1,2). Ta razlika je od posebnog znataja u tumacenju patoloskog dejstva
subgingivalnog plaka. Klini¢ka i patohistoloska ispitivanja su pokazala di-
rektnu zavisnost razvoja zapaljenskih promjena u marginalnom parodonci-
jumu od sazrevanja bakterijskih akumulacija (2, 3, 4, 5). Mikrobiolo$ka ispi-
tivanja su ukazala da je za razliku od karijes aktivnih naslaga u supragingi-
valnim predelima kod napredovanja parodontalnih lezija neophodno i pri-
sustvo specificne mikrobne flore. To se pre 'svega odnosi na gram nega-
tivne, anaerobne, spiralne i Cesto pokretne forme (2, 6, 7). Za njihovu or-
ganizaciju neophodno je prethodno prisustvo supragingivalnog plaka u ko-
me dominiraju gram pozitivni koki, ali isto tako i formiranje specificnih
uslova u gingivalnom sulkusu. (2)

Klinicka ispitivanja su jasno potvrdila da redovno uklanjanje akumula-
cija zubnog plaka s gingivalnog ruba moZe da odrzava marginalni parodon-
cijum u stanju klini¢kog zdravlja ili da ga u takvo stanje vrati posle faze ma-
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nifestne inflamacije (4, 8,9). Eksperimenti na psima, gdje je veoma pre-
cizno i redovno vrSena kontrola zubnog jplaka (10) uvodili su marginalnu
gingivu u stanje »histoloSkog zdravlja« (11). Kod Goveka ono se retko sre-
¢e jer je odredeni stepen subklinitke inflamacije ispod pripojnog i sulkus-
nog epitela prisutan i u slucajevima klini¢ki zdrave gingive kao znak nedo-
voljno efikasne epitelne barijere prema prodoru imunogenih materija (12).
Savremena shvatanja tumace postojanje i izrazenost gingivalnog sulkusa
kao direktnu posledicu razvoja plakom izazvanih zapaljenskih reakcija (11).

U poslednje vreme se pored mehanidkog uklanjanja plaka s povrSine
zuba i iz interdentalnih prostora sve viSe ispituje i moguénost hemijskog
delovanja na njegov razvoj i metabolizam. Ispitivane su mnogobrojne sub-
stance od kojih su Siru primenu stekle dve grupe: 1) povrSinski aktivni
antiseptici (hlorhexidin) i 2) neorganski preparati fluora (NaF, SnF: i
sl.) (9). Uvodenjem organskih fluorida donekle se spajaju aktivni principi
ovih dveju grupa (13, 14). Evidentni su rezultati dejstva organskih fluorida
u redukciji karijesa (15). Novija istrazivanja ukazuju i na moguénost sma-
njenja parodontalne reakcije na dejstvo zubnog plaka (16). Zanimljive su
nase klinicke studije u kojima je tokom trogodi§njeg provodenja preventiv-
nog programa s Aminfluroid Zeleom (Podravka Belupo) dobiveno signifi-
kantno smanjenje gingivalnih oboljenja pri ¢emu je indeks oralne higijene
Gak i pogordan. U kontrolnim grupama gde nisu ‘kontrolisano i redovno ko-
ri8¢eni organski fluoridi, uporedo s pogor8anjem indeksa oralne higijene
povecana je i prevalenca i tezina gingivalne inflamacije (17, 18). Cilj naseg
istrazivanja u ovome radu je da na osnovu in vivo pracenja morfogenze
sub i supragingivalnog plaka pokusamo da objasnimo gore navedene pa-
radoksalne rezultate kod koriSéenja organskih preparata fluora.

MATERIJAL | METODA

Kao eksperimentalni model za praéenje morfogeneze supra i subgingi-
valnog plaka odabrani su premolari i molari mladih osoba (10—16 godina)
indikovani za ekstrakciju iz ortodontskih ili endodontskih razloga. Pri tome
se vodilo racuna da budu o¢uvane najmanje tri povrSine i da je gingiva bez
patoloskih promena izuzimajuéi hroniéni kataralni gingivitis. Ukoliko su
zbog prisutnog oboljenja pulpe ili parodoncijuma postojali akutni klinicki
simptomi prethodno je ukazivana prva pomo¢. Parodontalni status je ispi-
tivan na osnovu CPITN indeksa (8, 15, 21) i to na 6 tacaka: meziovestibular-
no, distovestibularno, mezijalno, distalno, meziooralno i distooralno. U
sluéajevima gde je otkriveno prisustvo kalkulusa na vestibularnoj povrsini
pazljivo je vrSena subgingivalna kiretaza samo jedne polovine te povrsine.
Sulkus je ispiran fizioloskim rastvorom. Po prestanku krvavljenja na vesti-
bularnu povrdinu je putem brizgalice unoSena mala koli¢ina rastvora Ami-
nfluorida R (Podravka-Belupo). Ostaie povrsine 'su sluzile kao kontrolne.
Ekstrakcija je zakazivana 24 ¢asa i 7 dana po uno$enju organskog fluorida
u sulkus. Pre vadenja zuba ponovo je ispitivan klini¢ki status marginalnog
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parodoncijuma. Samo vadenje je vrSeno specijalnom tehnikom Voji-
novié i saradnici (19) kako bi se oCuvala marginalna gingiva i sub-
gingivni predeo. Fiksacija je vrSena u 10, neutralnom formalinu u tra-
janju od nekoliko nedelja. Priprema za SEM analizu je obuhvatala specijal-
ni postupak sa ciljem da se pored osnovne morfologije mikroorganizama
otuva i struktura ekstracéelijskog polisaharidnog matriksa (19, 20). Dehi-
dratacija je mesto u alkoholima vrSena s teénim azotom u vakumu. Po-
tom je sa povrSine zuba uklanjan marginalni parodoncijum i sve povrSine
presvlacene zlatnim prahom u vakum naparivacu. Analiza je vrSena u mi-
kroskopu marke JEOL SM 35 na uvecanjima od 30 do 10.000 puta. Ukupno
je analizirano po 10 povrSina za svaki observacioni period.

REZULTATI

Prilikom registrovanja vrednosti CPITN indeksa pomoéu specijalne pa-
rodontalne sonde (21, 15, 8) na 'svim ispitivanim povr§inama zabeleZeno je
izraZzeno zapaljenje marginalne gingive manifestovano obilnim krvavlje-
njem. Na odredenom broju povrsina, i to pretezno vestibularnim registrova-
no je i prisustvo subgingivalnih kalkulusa. Ni u jednom sluéaju nisu po-
stojale vidljive 'supragingivalne naslage, mada je registrovano obilno pri-
sustvo plaka i 'materije albe. Prisustvo subgingivalnih granulacija je bilo
direkino povezano sa obimom krvavljenja pri sondiranju. Ponovina provera
stanja marginalnog parodoncijuma posle 24 ¢asa i 7 dana nije pokazala pre-
stanak krvavljenja po 'sondiranju, mada je intenzitet bio nedto manji u tre-
tiranim sulkusima. Na mestima gde je registrovano prisustvo subgingival-
nih kalkulusa nalaz je bio pozitivan. Na mestima gde su pre unoSe-
nja rastvora Aminufluorida ‘R uklonjeni kalkulusi, oni se viSe nisu registro-
vali pri sondiranju 'sulkusa.

Skening mikroskopska analiza kontrolnih povrsina, na kojima nije pre-
duziman nikakav tretman niti je nanosen rastvor Aminufluorida R, pokazuje
obilne akumulacije zubnoga plaka. One se javljaju u vidu nepravilnih plaza
sa predelima gledi prekrivenim tanjim slojem koka zarobljenih u jpolisaha-
ridni matriks izmedu njih. (Slika 1) Na veéim uveli¢anjima u ovome plaku
dominiraju filamentozne forme (Slika 2.) s bogatim sluznim matriksom i
kokama ispod i izmedu njih. Opisana slika je naroéito izraZzena u subgingi-
valnim predelima aproksimalnih povrsina, koji su i odgovarali zonama sa
najizrazenijim krvavljenjem prilikom sondiranja.

Na kontrolnim povrdinama gde je prilikom sondiranja klini¢ki regis-
trovano postojanje subgingivalnih kalkulusa, ono je potvrdeno i na elek-
tromikrofotografijama. Proces pripreme materijala za SEM analizu mogao
je dovesti do odlamanja delova kalkulusa ali otisci na povrsini kao i manji
fragmenti potvrduju njihovo prisustvo (Slika 3a). Povrdina ovakvih kalkulusa
je prekrivena slojem aktivnog nemineralizovanog plaka. Primecéuju se pre-
tezno koki, veée sferi¢ne forme koje bi mogle da odgovaraju i pojedinim
gljivicama, ali i obilje eritrocita zapletenih u pakovani matriks. (Slika 3b).
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Slika 1. Plak na aproksimalnoj povrsini mo-  Slika 2. Filamentozni mikroorganizmi na po-
lara netretiranoj AminfluoridomR vrsini plaka (predeo sa Sl. 1.7200 X
30 X

Slika 3a. Kalkulus u subgingivnom predelu  Slika 3b. Povrsina kalkulusa: E-eritrociti, K-
30 X koki, G-gljivice (2) 1000 X

Subgingivalne povrsine tretirane aminfluoridom pokazuju odsustvo ve-
¢ih plakovnih akumulacija. Uglavnom se radi o manjim plazama sa pojedi-
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Slika 4. Predeo zuba tretiran AminfluoridomR  Slika 5. Supragingivni predeo tretiran A-
posle 7 dana (vestibularna povrsi- minifluoridomR posle 24 ¢asa, 4000 X
na): l-epitelna insercija, S-subgin-
givalni plak, 20 X

Slika 6. Subgingivni predeo ispod povriine
sa s 1.5., 1800 X
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naénim kokima posle 24 ¢asa ili nesto bogatijem matriksu bez prisustva
filamentoznih mikroorganizama posle 7 dana. Za razliku od supragingival-
nih povréina gde dominiraju veée akumulacije koka (Slika 4 ‘i Slika 5.) sub-
gingivalni predeli su uglavnom Cisti s jasno naznaCenim anatomskim
strukturama povrsine gledi kao $to su perikimata (Slika 6.)

U predelima gde su subgingivalni kalkulusi uklonjeni njihovo prisus-
tvo nije potvrdeno na SEM-u. Subgingivalne povr$ine tretirane rastvorom
Aminfluorida na kojima su zadrzani kalkulusi pokazuju veoma zanimljivu
sliku (Slika 7a). Njihove povrSine ne poseduju sloj aktivhog nemineralizo-
vanog plaka posle 24 ¢asa tako i posle 7 dana (Slika 7b.)

Sika 7a. Subgingivni kalkulus na povrSini  Slika 7b. Povr$ina kalkulusa sa Sl. 7a. 2600
tretiranon AminfluoridomR posle 7 X
dana, 78 X

Poredenje morfologije supra i subgingivalnog plaka na eksperimental-
nim povrSinama od 24 ¢asa i 7 dana ne pokazuje bitne razlike u strukturi
mikrobnih akumulacija. Na osnovu ovakvih grubih posmatranja mozZe se
jedino utvrditi postojanje nedto obimnijih nezrelih oblika plaka supragingi-
valno kod starijih povrgina.

Na svim ispitivanim povrSinama registrovano je obilno prisustvo eri-
trocita zapletenih u matriks plaka. Oni su mnogo redi na ¢istim povrdinama.
U subgingivalnom predelu su takode registrovani i limfociti i polimorfonu-
kleari.
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DISKUSIJA

Dosadasnja ispitivanja subtilnih biohemijskih i biofizickih fenomena
odgovornih za formiranje i sazrevanje zubnoga plaka upuéuju na interak-
ciju mikroorganizama iz grupe koka sa povrdinom 'gledi prekrivene zastit-
nim filmom pelikule (22). Istrazivanja raznih faza morfogeneze plaka ug-
lavnom 'su se ograni¢avala na in vitro uslove ili sintetske modele (22, 23).
Sticanjem osnovnih saznanja bilo je moguée preorijentisati se na in vivo
model (19) u kome deluje mnogo sloZenija sprega predisponiraju¢ih fak-
tora. Poznavanjem razlicitih aspekata razvoja subgingivalnog plaka (biohe-
mijski, mikrobiologki, TEM i SEM aspekti) moZe se pratiti uticaj pojedinih
agenasa na proces sazrevanja.

lako je CPITN indeks prvenstveno namenjen za globalna epidemio-
loska ispitivanja jer ne diferencira precizno stepene oS$tecenja parodonci-
juma u uznapredovalim fazama parodontopatija, mi smo ga odabrali za nasa
istrazivanja zbog cbjektivnosti na osnovu koje se mogu registrovati po-
¢etne klinicke reakcije marginalnog parodncijuma. To se poseobno od-
nosi na test krvavljenja i registrovanje subgingivalnih kalkulusa (18).

Od tri postojeca oblika preparata organskog fluorida (rastvor, Zele i
pasta) odluc¢ili smo se za rastvor. UnoSenjem rastvora u sulkus putem
brizgalice ograni¢eno je njegovo dejstvo $to je vise moguée na subgin-
giavini predeo. Kako nam je u ovome radu iskljuciva orijentacija bila pre-
ma ¢istom hemijskom efektu Aminifluorida koriS§éenjem rastvora izbeg-
nuto je mehanicko dejstvo cetkanja zuba neminovno kod nano$enja Zelea
ili zubne paste. Opisani nacin nanoSenja rastvora svakako ne iskljuduje
mogucnost da se odredene koli¢ine substance razliju i po supragingival-
nom predelu, ipak najveéa koncentracija, a samim tim i privremeno ve-
zivanje za povrSinu gledi postiZze 'se u predelu sulkusa.

Poredenje klinickog i SEM nalaza na kontrolnim povrSinama u skladu
je isa vladajuéim stavovima o patogenezi plakom izazvanog gingivitisa. Son-
diranjem je zabelezeno izrazeno krvavljenje. Kako se radilo o zubima za
duze vreme liSenih oralnohigijenskih mera, a kod postojanja oboljenja pul
pe cesto i aktivne mastikacije na toj strani, marginalni parodoncijum se
nalazio u uznapredovloj fazi zapaljenja (2). U prilog toga govore i obilne
granulacije prisutne tokom kiretaZze gingivalnog dZzepa na eksperimental-
noj povrsini. Nalaz nije ni ‘malo neobitan za mlade osobe, ve¢ je u skladu
s epidemioloSkim ispitivanjima kod kojih se uznapredovala osteéenja mar-
ginalnog lparodoncijuma srec¢u u veoma visokom procentu i kod 12 i 15-go-
dignjaka u nasim wslovima (24). Kako su na svim povr§inama plaka u ovim
predelima otkrivene obimne akumulacije filamentoznih mikroorganizama
mozZzemo ih smatrati veoma bitnim za faze destruktivnih egzacerbacija.

Ako je prisustvo filamentoznih mikroorganizama jedan od bitnih mor-
foloskih parametara patogenosti zubnoga plaka u gingivalnom predelu on-
da je njihovo odsustvo n eksperimentalnim povrsinama snazan dokaz efi-
kasnosti ispitivanog preparata. U prilog toga govori i relativno Gista po-
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vr§ina na mestima tretiranim organskim flioridom gde nije vrSeno ukla-
njanje subgingivalnih kalkulusa i kiretaza gingivalnog dzepa (Slika 7.).
Filamentozni oblici nisu registrovani ni u supragingivalnim predelima ek-
sperimentalnih povrdina ko ni na manjim plazama plaka izmedu ¢istih sub-
gingivalnih zcna. To je najvjerojatnije posledica difuzije iz sulkusa ubriz-
ganog rastvora Aminfluorida. Postojanje akumulacije koka i njihovo po-
vecanje posle 7 dana upucuje da morfogeneza plaka nlije u potpunosti
i trajno spredena. Svakako da se radi o ograni¢enom dejstvu organskog
fluorida.

Prisustvom odredenih koli¢ina plaka i matriksa u supragingivalnom
predelu moZemo tumaditi i dalje perzistiranje zapaljenja, ali u ne$to bla-
70j formi, u marginalnom parodoncijumu eksperimentalnih povrSina posle
7 dana. Pri tome se ne sme zaboraviti ni podatak da do restitucije oSte-
Genja, Gak i u sluCajevima idealne kontrole zubnog plaka, na klini¢kom
nivou dolazi tek posle 3 nedelje, a histolodki je potrebno i do 2 mese-
ca, (2, 4).

Ocigledni uticaj rastvora Aminfluorida R na morfogenezu subgingi-
valnog plaka moZe se objasniti na osnovu poznatih informacija o in vitro
dejstvu organskih fluorida. KoriSéeni rastvor aminfluorida poseduje kao
aktivne principe Aminfulorid 297 i 335. Osnovne komponente organskog
dela (amini) karakteridu se dugim ugljenovodiénim lancima. Molekul a-
mina je ionskim vezama spojen sa fluorovodiénom kiselinom koja je no-
silac iona fluora. Organski molekul je pozitivno naelektrisan §to mu o-
mogucéava vezivanje za povrdinu gledi na kojoj preovladavaju negativna na-
elektrisanja. Usled povecéanog povrdinskog napona molekuli deluju na
membranu bakterija uzrokujuéi njihovu lizu (13). Vezivanjem molekula a-
mina oteZana je absorbcija novih slojeva plaka (25), ali isto tako je izra-
7eno i baktericidno dejstvo kako prema kariogenim subgingivalnim mikro-
organizmima tako i prema bakterijama optuZenim za patoloSko dejstvo su-
bgingivalnog plaka (14). Neoraanski fluoridi su u sliénim ekperimentima
pokazivali samo bakteriostatidko dejstvo (14). Neorganska komponenta a-
minfluorida, joni fluora, disocira u okolinu i ispoljava poznate efekte na
metabolizam plaka (1).

Dobiveni nalazi nesumnjivo govore o uplitanju rastvora Aminfluorida®
u proces organizacije subgingivalnog plaka ¢ija je posledica njegovo ubla-
zeno patolodko dejstvo. Time moZemo da delimi¢no objasnimo smanienje
tezih formi o$tecenja gingive i pored sveukupnog nagomilavanja plaka u
na8im klinickim nalazima (17, 18). Nova istrazivanja je potrebno usmeriti
u praveu ispitivanja zrelosti samoga plaka koji se formira pod kontinuira-
nim prisustvom odredenih koli¢ina organskih fluorida u duZem vremen-
skom periodu. Isto tako je od znaCaja i interakcija ovih preparata sa sa-
mim tkivom marginalnog parodoncijuma i njihov uticaj na inicijalna o8-
teéenja sulkusnog i pripojnog predela gingive pri pojedinim fazama sa-
zrevanja zubnoga plaka.
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ZAKLJUCAK

skom aktivnoséu uklanjaju postojeée akumulacije i dok su prisutni

Specijalnom pripremom humanih zuba za SEM analizu mogude je
pratiti morfogenezu subgingivalnog zubnog plaka u in vivo uslovima.

Preparati organskih fluorida ((aminfluoridi 297 i 335) drastitno sma-
njuju organizaciju subgingivalnog plaka. Najvjerojatnije svojom povrSin-

na

povrsini gledi sprecavaju stvaranje novih. Evidentno je i inhibitorno dej-
stvo na razvoj filamentoznih oblika mikroorganizama.
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THE EFECT OF AMINFLUORIDE ON THE MORPHOGENESIS OF
SUBGINGIVAL PLAQUE IN ADOLLESCENTS

Summary

The effect of the AminfluorideR mixture solution (Podravka-Belupo) on the
morphogenesis of subgingival plaque was studied. Teeth of young persons
indicated for extraction for either orthodontic or endodontic reasons, were used
as experimental models. Prior to extraction, an organic fluoride mixture solu-
tion was injected into particular areas of the sulcus and kept there for 24 h
and 7 days. Extraction and preparation of the material for SEM analysis were
carried out by a special method, to preserve thus the monphology of micro-
organisms and extracellular matrix. The ersults obtained point out to a sig-
nificant effect a aminfluoride on the process of plaque maturation, particu-
lary ion tthe development of filamentous forms of microorganisms, the occur-
rence of which is associated with exacerbation of gingivitis.
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