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1. UvOD



Posljednjih stotinjak godina napredak u oralnoj higijeni poboljsao je zdravlje milijuna
ljudi diljem svijeta. Medutim, zubni karijes i druge oralne bolesti su generalno u porastu zbog
vece dostupnosti Secera kao i pove¢ane konzumacije slatkih gaziranih napitaka (1). Promjene
u prehrani dovele su do povecanja erozije zubi kao i bujanja oralne mikrobioloske flore, koja
se sastoji od preko 700 vrsta bakterija (2). Odredene vrste ovih bakterija stvaraju ljepljive
biofilmove poznatije kao zubni plak koji se stvara na povrsini zuba i na rubu gingive (3).
Uklanjanje plaka s povrsine zubi i smanjenje bakterija koje proizvode kiseline odgovorne za

omeksSavanje cakline te neugodnog mirisa, kljuéni su za odrzavanje zdravlja usne Supljine (4).

U svrhu poboljSanja oralnog zdravlja, razvijeni su razli¢iti oralno-higijenski proizvodi,
a brzorastuce trziste proizvoda za oralnu higijenu dovelo je do kontinuiranog razvoja i

istrazivanja formulacija te razvoja novih proizvoda (5).

Prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (engl. World Health Organization, WHO),
bolesti usne Supljine predstavljaju globalni javnozdravstveni problem koji zna¢ajno utje¢e na
kvalitetu zivota i ekonomiju. Karijes je najrasprostranjenija nezarazna bolest na svijetu, koja
utjece na 2 milijarde ljudi i 540 milijuna djece koja obolijevaju od karijesa mlije¢ne denticije,
a karcinom usne Supljine je na osmom mjestu prema ucestalosti karcinoma. Bolesti usne
Supljine generalno zahvacaju oko 3,5 milijarde ljudi diljem svijeta, a iako se uglavnom mogu
sprijeciti, predstavljaju veliki zdravstveni teret za mnoge zemlje 1 utjeu na ljude tijekom cijelog

Zivota, uzrokujuéi bol, nelagodu, unakazenost pa ¢ak i smrt (6).

Lijecenje oralnih bolesti je skupo i obi¢no nije dio univerzalne zdravstvene zastite, §to
predstavlja znacajan problem za siromasnije stanovniStvo kojima se na taj nain smanjuje
dostupnost lijeCenja, a vazno je za spomenuti da vecina zemalja s niskim i srednjim dohotkom

nema dovoljno dostupnih usluga za prevenciju i lijeCenje oralnih zdravstvenih stanja (7).

1.1.  Usna Supljina

Usna Supljina je dio probavnog trakta koji sluzi za hranjenje, disanje i vokalizaciju.
ObloZena je sluznicom koja se sastoji od razli¢itih vrsta stanica, uz zlijezde koje stvaraju slinu.

Takoder ukljucuje i jezik, vazan organ za govorne funkcije i okus. Dio usne Supljine su i zubi,



koji pomazu proces zZvakanja i usitnjavanja hrane, a pomazu i pri izgovoru odredenih glasova

(8).

Sama oralna sluznica je ovlazena membrana koja se vecinom sastoji od stratificiranog
plocastog epitela, a moze se podijeliti u tri kategorije prema histologiji i funkciji. Mastikatorna
sluznica je keratinizirana te pokriva tvrdo nepce i gingivu, a zbog mehanickih i abrazivnih
procesa koji se odvijaju prilikom Zvakanja i hranjenja, ovakva sluznica je otpornija 1 ¢vr§¢a od
ostatka usne supljine (9). Oblazuéa sluznica nije keratinizirana, a prekriva najveéu povrsinu
usne Supljine kao $to su labijalna i1 bukalna sluznica. Specijalizirana mukoza prekriva dorzum

jezika, a sadrzi Ziv¢ane zavrSetke za okus i senzorne receptore (10)(Slika 1).

Mastikatorna mukoza: 2
- Oblazuca mukoza:

Gingiva
Tvrdo nepce

Dorzalna povrsina jezika

Specijalizirana mukoza:

Papillae circumvallatae

Molari = 7 ' Papillae fungiformes
Papillae filiformes
Premolari

Oénjaci

Slika 1. Polozaj mukoznih povr$ina i 32 zuba prisutna u usnoj Supljini odrasle osobe.
Preuzeto i prilagodeno iz Aspinall SR, Parker JK, Khutoryanskiy VV, Oral care product
formulations, properties and challenges, Colloids and Surfaces B: Biointerfaces,
2021;200:111567.



Male zlijezde slinovnice secerniraju viskoelasti¢an sekret koji se sastoji od mucina i vode,

a sluzi zastiti sluznice protiv abrazija i patogena kao i ovlazivanju za proces zvakanja (11).

Bukalna sluznica per se sastoji se od vise sluzni¢kih povrsina unutarnje strane obraza i dijela
usana, koje ¢ine anterolateralne granice vestibuluma usne Supljine. U doticaju je sa sluznicom
alveolarnih grebena i dna usne Supljine. U ovoj regiji pronalazimo 800-1000 malih Zlijezda
slinovnica. Us¢e Stensonovog kanala ili izvodnog kanala parotidne zlijezde se nalazi u podrucju
parotidne papile koja se nalazi u projekciji drugog maksilarnog kutnjaka. Inervacija bukalne
sluznice se sastoji od n. buccalisa, mandibularne grane trigeminalnog Zivca, a jedan dio
inerviraju labijalne grane infraorbitalnog zivca. Limfna drenaza ove regije je sloZzena, a odvija

se preko submandibularnih, parotidnih, obraznih ili preaurikularnih limfnih ¢vorova (12).

Bukalna sluznica obloZena je stratificiranim plo€astim epitelom koji se sastoji od Cetiri
sloja. Stratum corneum ili roznati sloj je izloZen stalnom habanju kao najpovrsniji sloj, stratum
granulosum ili granulozni sloj, stratum spinosum ili trnasti sloj koji sadrzi populaciju
diferenciranih, apoptoti¢nih i nekroti¢nih stanica te stratum germinativum ili sloj s bazalnim
stanicama 1 bazalnim mati¢nim stanicama koje se diobom umnozavaju kako bi ocuvale
integritet 1 strukturu oralne mukoze. Vrijeme obnove epitela usne Supljine je vrijeme potrebno

za migraciju stanice iz bazalnog do keratiniziranog sloja je od 7 do 21 dan (13).

Bukalna sluznica predstavlja barijeru za potencijalne kancerogene tvari koje svojim
metabolizmom stvaraju potencijalno reaktivne produkte (14). S obzirom da je 90 % svih tumora
epitelnog podrijetla, bukalna sluznica se moZe koristiti za pracenje nastanka rane

genotoksi¢nosti (15).

Ceppi 1 sur. pronasli su jaku korelaciju genotoksi¢nog oSte¢enja u oljustenim bukalnim
stanicama s onim u limfocitima, $to implicira da sustavni genotoksi¢ni ucinci unutar krvotoka
mogu biti vidljivi u bukalnim stanicama (16). Nadalje, dosadas$nja saznanja o izloZenosti
razli¢itim toksi¢nim agensima 1 genetskim varijablama koje utjecu na ucestalost mikronukleusa
u limfocitima moZe se potencijalno primijeniti u odredenoj mjeri na bukalne stanice,
ukljucujuéi povezanost mikronukleusa s rizikom od raka (17). Ovaj patobioloski dogadaj ima
nekoliko bioloskih implikacija jer su genetska oStecenja usko povezana s nekoliko

degenerativnih bolesti kao i s nastankom malignih oboljenja (18).



Procjenjuje se da je propusnost bukalne sluznice je 4 - 4000 puta veéa od propusnosti
koze jer je sluznica dobro opskrbljena vaskularnom i limfnom drenazom, a ukoliko se tim
nac¢inom primijeni npr. lijek, izbjegava se metabolizam prvog prolaza kroz jetru i eliminacija u

gastrointestinalnom traktu (19).

Usna Supljina 1 bukalna sluznica predstavljaju prvi kontakt sa sredstvima za odrzavanje
oralne higijene, bilo da se radi o zubnim pastama koje se nanose ¢etkicom ili teku¢inama za
ispiranje usne Supljine kojima se postizu razna lokalna djelovanja, ovisno o potrebama
pojedinca. Najcesce pripravci sadrze razlicite oblike fluorida zbog protektivnog djelovanja na
karijes (20).

Bioraspolozivost fluorida ovisi o razli¢itim ¢imbenicima kao $to su primjena samih
fluorida, kemijska formula primijenjenog fluorida i stopa lu¢enja sline (21). Dodatci sredstvima
za odrzavanje oralne higijene kao $to je natrijev lauril sulfat (engl. Sodium Lauryl Sulphate,
SLS) mogu promijeniti strukturu biofilma samog zubnog plaka, §to moZe imati utjecaj na
koncentraciju fluorida u usnoj Supljini (22). Nekoliko studija pokazalo je da se koncentracija
fluorida u slini povecava nakon pranja zubi zubnom pastom ili nakon primjene tekuéine za

ispiranje usne Supljine, ali se vra¢a na osnovnu razinu dva sata nakon primjene (23).

1.2.  Zubni Kkarijes

Zubni karijes je progresivna, multifaktorijalna i jedna od najucestalijih bolesti na svijetu,
a podlijezu mu pripadnici svake zivotne dobi (24). Nastanak karijesa uzrokuje prehrana bogata
Secerom, zasladena pic¢a i manjkava oralna higijena. Bolest se moze razviti na kruni zuba kao 1
u korijenu zuba, a moZe se javiti 1 kod djece kao karijes mlijecnih zubi. Inicijalno je bolest

reverzibilna i moze se zaustaviti (25).

Karijes je finalni rezultat uzastopnih ciklusa demineralizacije i remineralizacije spoja
biofilma 1 povrSine zuba, a manifestira se kao lokalizirano oStecenje nastalo zbog kiselih
produkata razgradnje ugljikohidrata bakterijskom fermentacijom (26). Bolest zapocinje
stvaranjem bakterijskog biofilma (zubni plak) na povrSini zuba koji se sastoji organskog
matriksa (polisaharidi i proteini), koji pruza zastitu od isusivanja, obrane domacina i povecava

otpornost na sredstva za oralnu higijenu. Bakterije u biofilmu izlucuju kiseline kao nusprodukt



metabolizma fermentacije ugljikohidrata, a ova kiselina izaziva demineralizaciju zubnih tkiva

§to u konacnici dovodi do stvaranja kavitacije (27).

Utjecaj na nastanak karijesa imaju i mnogi drugi ¢imbenici, kao Sto su promjene u
mikrobiologiji biofilma na zubima u smislu velikog broja karijesogenih bakterija — lokalni
mikrobiom, odgovor pojedinca na bakterije u smislu imunosti, neadekvatno lucenje ili sastav
sline, brzina eliminacije fluorida, nedovoljna izlozenost fluoridima, loSa oralna higijena,

neprikladni nacini hranjenja (konzumacija Secera) i sl. (28).

Klinic¢ka detekcija karijesa radi se detaljnim vizualnim pregledom zubi. lako se ostre
zubne sonde jo$ uvijek ¢esto koriste, one vrlo malo doprinose dijagnosti¢koj koristi, a mogu
biti 1 Stetne. RadioloSko snimanje zubi ili druge potporne dijagnosticke metode se takoder
koriste u klini¢koj praksi za otkrivanje karijesnih lezija koje se ne mogu vidjeti pregledom,

0sobito one na aproksimalnim povrSinama zuba (29).

Poznato je da lijeCenje karijesa snosi visoke troSkove, pa se na taj nain otezava
dostupnost lije¢enja, §to u konacnici rezultira nastankom boli, infekcije i eventualnim gubitkom
zahvacéenog zuba (30). Bez sumnje, gubitak zubi ima velik utjecaj na kvalitetu Zivota jer utjece

na prehranu, govor i estetski izgled (25).

1.3.  Procjena oralnog zdravlja i rasprostranjenosti karijesa u populaciji

Oboljenja usne Supljine kao $to su karijes, bolesti desni 1 oralni karcinomi ve¢inom se mogu
prevenirati, a ipak su vrlo ucestala oboljenja u populaciji. Procjena oralnog zdravlja i
rasprostranjenosti karijesa u populaciji provodi se kroz nacionalna ili lokalna istraZivanja

oralnog zdravlja, a njihov cilj je prikupiti podatke o oralnom zdravlju populacije (31).

Prema Institutu za evaluaciju i zdravstvenu metriku (engl. Institute For Health Metrics and
Evaluation, IHME) otprilike polovina populacije Europe ima neku vrstu oboljenja usne Supljine
u 2019. godini. Gledaju¢i na uzroke oboljenja, nelijeceni karijes trajnih i mlijecnih zubi bila je
najcesc¢a oralna bolest u 2019., a nakon njih po ucestalosti su parodontalne bolesti 1 gubitak zubi
(32).



Jedna od najveéih baza podataka o oralnom zdravlju u svijetu ,,Studija o globalnom teretu
bolesti 2017.“ (engl. Global Burden of Disease Study, GBD) za oralne poremecaje (2020.)
izvjestava da se zivotna prevalencija karijesa smanjila u mnogim razvijenim zemljama tijekom
posljednja cetiri desetljeca. Medutim, nelijeCeni karijes ostaje problem socioekonomski
depriviranih skupina u svim drzavama clanicama Europske unije, a posebno u istocno -
europskim zemljama. Najveca prevalencija oralnih bolesti zabiljeZena je u isto¢no - europskim
zemljama sa 60,6 % slucajeva u Hrvatskoj i 58,6 % u Sloveniji. S obzirom na danasnji
produljeni Zivotni vijek pojedinca te zadrzavanje svojih zubi do u kasnu starost, oboljenja zubi

i usne Supljine imaju zna¢ajan utjecaj na kvalitetu Zivota (33).

Za mjerenje i evaluaciju oboljenja od karijesa postoji nekoliko osmisljenih mjernih alata
koji su pokusali prevladati ogranicenja ili zamijeniti KEP indeks (karijes, ekstrakcija, plomba
indeks). Neki od najvaznijih su: SiC indeks (engl. Significant Caries Index), ICDAS indeks I i
Il (engl. International Caries Detection and Assessment System), Specifi¢ni indeks karijesa
(engl. Specific Caries Index), PUFA indeks (engl. Pulp-Ulcer-Fistula-Abscess Index), PRS
indeks (engl. Pulpal Involvement Root Sepsis Index) i CAST indeks (engl. Caries Assessment
Spectrum and Treatment Index). Istrazivanja u populaciji pomazu identifikaciji rizi¢nih skupina
te razvoju preventivnih programa koji mogu smanjiti incidenciju karijesa u populaciji kroz

planirane javnozdravstvene strategije (34).

Postoji niz razli¢itih mjerenja ishoda za oralne bolesti. KEP indeks je dentalni indeks
koji ukazuje na to koliko zubi ima karijes, koliko ih je odstranjeno i koliko lije¢eno ispunom.
Jedna je od najjednostavnijih i najvaznijih metoda za procjenu dentalnog statusa (35). Koristi
se kao metoda za mjerenje 1 analiziranje dentalnog statusa pojedinca i skupine, a vazan je
¢imbenik statisticke evaluacije, prikaza prevalencije i incidencije karijesa (36). Primijenjuje se
za ispitivanje u trajnoj denticiji, KEP indeks manji od 1,2 se smatra jako niskim, 1,2 — 2,6
niskim, a 2,7 — 4,4 umjerenim te iznad 4,5 ili viSe je visok KEP indeks (37). Prema istraZivanju
kretanja karijesa od 1996. do 2016. godine (ORCA) kod odraslih osoba iz 23 europske zemlje,
srednja vrijednost KEP indeksa kretala se od 6,6 do 17,6 (medijan 12,1). Dok je kod gradana
starije zivotne dobi iz 21 europske zemlje, srednji rezultat KEP indeks varirao je od 14,7 do
25,5 (medijan 22,0) (38).

KEP indeks se od 1938. godine koristi kao relevantan alat za pracenje trendova karijesa

prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (39). Generalno se biljezi pad prevalencije karijesa



u svijetu zbog organizirane dentalne zdravstvene zastite, dostupnosti fluorida i ostalih oralno-
higijenskih pripravaka, fluoriranja vode u nekim zemljama te ,najvaznije, bolje svijesti 0 ovoj
bolesti (40). Medutim, ova metoda ima i svoja ograni¢enja, naime KEP indeks ne odrazava
nuzno sva oboljenja od karijesa (rane lezije na zubima se ne racunaju kao ni karijesne lezije
koje su prethodno restaurirane), ne razlikuje gubitak zuba zbog karijesa od gubitka zbog drugih
stanja kao $to su trauma ili parodontitis, ne koristi se za procjenu karijesa korijena zuba te ne
moze pratiti progresiju karijesa (41). lako je KEP indeks valjan instrument u procjeni oralnog
zdravlja s obzirom na njegovu definiciju i jednostavan izracun, vrlo je tesko usporedivati
razliCite zemlje zbog velikih razlika u godinama kada su studije provedene. Osim toga,
usporedivanje stanja oralnog zdravlja izmedu razli¢itih zemalja preko KEP indeksa predstavlja
izazov jer se koriste razliite nacionalne metode prikupljanja podataka te postoje razlicite
prakse vezane uz trening klini¢ara koji provode ispitivanje (42). Nedavna studija pokazuje da
vecina trenutno raspolozivih podataka o karijesu preko KEP indeksa u 12 - godi$nje djece nije
usporediva diljem Europe, a razlozi su da europske zemlje primjenjuju razliite nacine

uzorkovanja, te imaju razli¢ite kriterije za otkrivanje karijesa te kalibraciju ispitivaca (43).

1.4.  Stavovi, znanja i ponaSanje pojedinaca prema oralnom zdravlju

Ocuvano zdravlje usne Supljine esencijalno je za poboljSanje zdravlja i kvalitete Zivota.
Bolesti usne Supljine i zubi zanemareno su podrudje javnog zdravstva u svijetu, a mogu se
prevenirati mjerama odrZavanja oralne higijene i redovnom upotrebom oralno - higijenskih
pripravaka koji su Siroko dostupni (44). Dokazano je da ispravno odrzavanje higijene usne

Supljine pozitivno utjeCe na pojedinca (45).

Istrazivanjem znanja, stavova i ponaSanja prema oralnom zdravlju se moZe ocijeniti
pristup pojedinaca prema oralnom zdravlju te u skladu s tim provesti bolju kontrolu bolesti i
prevenciju nastanka zubnog karijesa i drugih oralnih stanja. Ve¢inom loSe stanje usne Supljine

vodi morbiditetu, a ne mortalitetu pa se zbog toga ovo podrucje nepravedno marginalizira (31).

Teorija o znanju, stavovima i ponasanju (engl. Knowledge, Attitudes and Practices,
KAP) je teorijski okvir koji se koristi za objasnjenje kako se ljudi ponasaju u odredenim
situacijama. Ova teorija se ¢esto primjenjuje u istrazivanjima ponasanja vezanog za zdravlje,

kao $to su npr. istraZivanja o promjeni navika u prehrani ili navikama vezanim uz tjelesnu

8



aktivnost. Prema ovoj teoriji, ljudi se ponasaju u skladu s onim §to znaju i §to vjeruju. Stoga,
poznavanje nekog ¢imbenika moze utjecati na formiranje stavova i ponasanja vezanih za taj
¢imbenik. Takoder, stavovi mogu utjecati na ponasanje jer ljudi cesto djeluju u skladu sa svojim

stavovima (46).
Ova teorija pretpostavlja tri glavna ¢imbenika koji utjeCu na ponaSanje:

1. Znanje — ljudi ¢e se vjerojatnije ponasati na odredeni na¢in ukoliko su educirani, pa je

stoga informiranje vazno za promjenu ponasanja;

2. Stavovi — ljudi Cesto imaju pozitivne ili negativne stavove prema odredenim
¢imbenicima, a stavovi mogu utjecati na ponasanje, kao u primjeru da netko ima

negativan stav prema tjelesnoj aktivnosti, manje je vjerojatno da ¢e biti fizicki aktivan;

3. Ponasanje — prethodno ponasanje moze utjecati na buduce ponasanje, Sto znaci ako je
pojedinac imao pozitivno iskustvo s odredenim ponasanjem, vjerojatnije je da ée se

ponovno ponasati na taj nacin.

Teorija o znanju, stavovima i ponasanju se Cesto koristi u istrazivanjima o ponasanju
vezanom za zdravlje kako bi se razumjelo zasto ljudi ¢ine odredene izbore u vezi s prehranom,

tjelesnom aktivnos$cu, puSenjem i drugim aspektima zivota koji mogu utjecati na zdravlje (46).

Primjena upitnika kojeg ispitanik sam ispunjava smatra se validnom 1 prihva¢enom
metodom koja je jednostavna za evaluaciju, a rezultati ovakvih upitnika mogu koristiti za
unaprjedenje programa prevencije. Ovaj oblik istrazivanja se Cesto koristi u sociologiji,
psihologiji, medicini i drugim disciplinama kako bi se prikupili podaci o stavovima,
uvjerenjima, navikama i drugim aspektima Zivota (47). Samoispunjavajuéi upitnik obi¢no se
sastoji od niza pitanja na koje ispitanik odgovara samostalno. Pitanja mogu biti otvorenog ili
zatvorenog tipa, a mogu se koristiti i razliite vrste skala, poput Likertove skale da bi se izmjerili

stavovi i misljenja ispitanika (48).

1.5. Prevencija zubnoga karijesa

Redovita oralna higijena je vazna za odrZavanje zdravih zubi i desni te za prevenciju

karijesa, bolesti parodonta i drugih problema usne Supljine. U prevenciji zubnog karijesa veliku
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ulogu igra vrsta prehrane, pa se tako u sklopu kampanja za prevenciju koriste i preporuke za
zdravu dijetu odnosno prehrana bazirana na $krobnoj hrani, vocu, povréu, unos veéih koli¢ina

ribe i smanjenje unosenja zasi¢enih masti i Secera, kao i soli (6).

Medu sredstvima za odrzavanje oralne higijene, fluoridi se izdvajaju svojim visestrukim
djelovanjem u prevenciji nastanka karijesa, a najvazniji od njih je sprjeCavanje demineralizacije
i poticanje remineralizacije (49). U upotrebi su razli¢ita sredstva za odrzavanje oralne higijene
koja se mogu koristiti, a neka od najées¢ih su Cetkica za zube, zubni konac, interdentalna
Cetkica, tekucina za ispiranje usne Supljine, Cistac jezika i razna topikalna sredstva s djelatnim
tvarima. Svrha sredstava za odrzavanje oralne higijene, a posebno Cetkanja zubnom ¢etkicom i
pastom za zube je sprjecavanje formiranja zubnog plaka koji potencijalno vodi prema nastanku

karijesa, gingivitisa i parododontitisa.

Plak na povrSini zuba se primarno treba odstraniti mehanicki cetkanjem manualnom ili
elektri¢nom Cetkicom te interdentalnim pomagalima, kao Sto su zubni konac, interdentalne
Cetkice ili zubni Stapici (50). Tekucine za ispiranje usne Supljine se Cesto koriste kao dodatak
osnovnom sredstvu za odrzavanje oralne higijene u svrhu smanjenja koncentracije
mikroorganizama u usnoj Supljini te za izbjegavanje nastanka zadaha. PovrSina jezika se
takoder moze Cistiti jezi¢nim strugacem ili ¢etkicom za zube (51). Djeca koja su koristila drugu
vrstu topikalno primijenjenih fluorida, kao §to su tekucine za ispiranje usne Supljine ili
fluoridirane lakove, imala su znacajnu redukciju nastanka karijesa u usporedbi s djecom koja

su koristila samo fluoridirane zubne paste (52).

Pecacenje fisura jedan je od dodatnih nacina zastite zubi od karijesa, naime 50 %
karijesnih lezija u Skolske djece nastaje na okluzalnim plohama trajnih kutnjaka (53). Materijal
za pecacenje fisura se postavlja u podrucje udubina na zubima te se na taj nain onemogucava
nastanak karijesa na tim plohama. Ukoliko je dijete imalo karijes na mlije¢nom zubu, postoji
velika Sansa da ¢e ga imati 1 na trajnim zubima pa se prema tome preporuca pecacenje fisura

odmah po nicanju trajnih kutnjaka (54).

Zubne paste

Zubne paste su nositelj odrzavanja oralne higijene, a radi se o sredstvima u obliku paste

ili gela koji se na zube nanosi ¢etkanjem, u svrhu mehanicke abrazije bakterijskog biofilma 1
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naslaga hrane, kao i za kemijsku kontrolu pH u usnoj Supljini i na povrsini zuba. Radi se 0
jednom od najslozenijih medicinskih proizvoda, a sastoje se od abraziva, kao §to su kalcijev
karbonat, silicijev dioksid, aluminijski hidroksid i fosfati ili smjese u vodenoj vlaznoj fazi na
bazi hidrokoloida. U ovakvoj matrici se nalaze surfaktanti, aktivni i terapeutski sastojci, sladila,

bojila, konzervansi i druge pomoc¢ne tvari (55).

Dodatna sredstva u zubnim pastama su sredstva za pjenjenje kao natrijev lauril sulfat ili
kokamidopropilbetain, konzervansi medu kojima je najces¢i natrijev benzoat, zasladivaci kao
sorbitol, ksilitol ili aspartam, aromati¢ne tvari koje dodaju okus i miris — mentol, eukaliptus ili
pepermint. Zubne paste postale su spoj razli¢itih aktivnih sastojaka kako bi obuhvatile borbu
protiv karijesa, drugih stanja u usnoj Supljini te pruzile kozmeticke benefite kao §to je

osvjezenje daha (56).

Prilikom c¢etkanja, zubne paste formiraju pjenastu strukturu u kombinaciji sa slinom 1
mehanickim ¢etkanjem. Ova pjenasta struktura potpomaze prodiranje aktivnih sastojaka u sve
dijelove usne Supljine, a mijeSanjem sa slinom i raznim komponentama iz sline kao npr.

kalcijem i proteinima, sastavnice zubne paste se aktiviraju i distribuiraju po zubima (55).

Zubne paste otprilike sadrze 1000 ppm (dijelova na milijun, engl. Parts per Million,
ppm) fluora, sto je 1 mg F/mL. Parts per Million ili ppm je mjerna jedinica koja se ¢esto koristi
za mjerenje koncentracije fluorida u vodi za pice ili drugim proizvodima za oralnu higijenu.
Koncentracija fluorida izrazena u ppm pokazuje koliko miligrama fluorida ima po mililitru vode
ili proizvodu za oralnu higijenu. U podru¢ju Europske unije, fluoridi se tretiraju kao kozmeticki
proizvod, dopustena je upotreba ukupno 20 razli¢itih spojeva fluorida u oralno-higijenskim
pripravcima, a maksimalna dopustena koncentracija ne smije prelaziti 1500 ppm-a fluorida
(Tablica 1) (57).

Jedan od kontroverznih sastojaka koji se ¢esto koristi u zubnim pastama je natrijev lauril
sulfat (SLS). Radi se o anionskom povrsinsko-djelujuéem sredstvu koje se koristi kao
deterdzent i emulgator u mnogim kozmetickim, oralno-higijenskim i drugim proizvodima zbog
svog svojstva stvaranja pjenuSave teksture proizvoda (58). Moguéi §tetni uéinci SLS-a Su
deskvamacija sluznice usne Supljine, iritacija 1 upala oralne sluznice, dorzalne povrSine jezika,

ulceracije i toksi¢ne reakcije usne Supljine (59).
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Zubne paste mogu imati 1 sredstva protiv plaka i gingivitisa, a naj¢es¢i spojevi su
triklosan, kositrov klorid/fluorid ili cinkov citrat/klorid. Triklosan se koristi u koncentraciji od
0,3 %, a ima snaznu protuupalnu aktivnost na gingivu (60). Neke zubne paste mogu sadrzavati
1 sredstva za izbjeljivanje, olakSanje dentinske preosjetljivosti, prevenciju erozije zuba, protiv

zadaha, protiv plaka i kamenca (55).

Tablica 1. Fluoridni spojevi odobreni za upotrebu u kozmeti¢kim proizvodima u Europskoj
uniji. Preuzeto i prilagodeno prema: Lippert F. An introduction to toothpaste - its purpose,
history and ingredients. Monogr Oral Sci. 2013;23:1-14.

Djelatna tvar Kemijska
formula
Amin fluorid 3-(N-heksadecil-N-2-hidroksietil-amonio) propilbis (2- CorHeoNoOF
hidroksi-etil) amonijev dihidrofluorid® 2rTieoNzeT2
Aluminijev fluorid* AlF;
Amonijev monofluorofosfat (NH4)2POsF
Amonijev fluorid NH4F
Amonijev fluorosilikat (NHa4)2SiFs
Kalcijev fluorid CaF2
Kalcijev monofluorofosfat CaPOsF
Kalijev fluorid* KF
Kalijev fluorosilikat K2SiFs
Kalijev monofluorofosfat K2POsF
Kositrov difluorid® SnF;
Heksadecil amonijev fluorid CisHssNHF
Magnezijev fluorid MgF2
Magnezijev fluorosilikat MgSiFs
N,N',N'-tris (polioksietilen)-N-heksadecil-propilendiamin lp?
dihidrofluorid
Natrijev fluorid! NaF
Natrijev fluorosilikat Na2SiFe
Natrijev monofluorofosfat! Na2POsF
Nikometanol hidrofluorid® CeHsFNO
Oktadecenil-amonijev fluorid n/p?

! Tvari koje se trenutno koriste u pastama za zube koje se prodaju u Europi.
2 n/p — nije primjenjivo.
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Tekudine za ispiranje usne Supljine

Tekucine za ispiranje usne Supljine u upotrebi su preko 2000 godina, a komercijalne
tekucine za ispiranje u obliku kakvog poznajemo danas su od 1970.-ih godina. Smanjuju
koli¢inu bakterija u usnoj Supljini, sprjecavaju porast bakterija u zubnom plaku i na taj nacin
preveniraju nastanak gingivitisa i parodontitisa. Vrlo ¢esto se koriste zbog socijalnih razloga,

kao $to je poboljSanje mirisa daha i osvjeZenje usne Supljine (61).

Na rubovima gingive potrebno je provoditi detaljnu oralnu higijenu jer se u suprotnom
stvara zubni plak koji moZe inicirati nastanak gingivitisa koji kod nekih pojedinaca ili na
odredenim mjestima u usnoj Supljini moze progredirati u periodontitis (62). Terapijsko
djelovanje tekucina za ispiranje usne Supljine o€ituje se ponajvise u djelovanju kao kemijskog

inhibitora nastanka zubnog plaka, po ¢emu se posebno isti¢e klorheksidin (63).

Studije su pokazale da svakodnevna upotreba tekucine za ispiranje usne Supljine s
eteri¢nim uljem u kombinaciji s ¢etkanjem zubi rezultira smanjenim interdentalnim plakom u
usporedbi s pranjem zuba i svakodnevnim ¢is¢enjem zubnim koncem (64). Prema tome, moze
se zakljuciti da teku¢ina djeluje u prostorima izmedu zubi koji se ne mogu dosegnuti
mehanickim sredstvima kao zubna Cetkica ili interdentalna Cetkica. Tekucine za ispiranje s amin

fluoridom ili kositrovim fluoridom pomazu smanjiti osjetljivost na bol (56).

Najcesci sastojci tekucina za ispiranje usne Supljine su klorheksidin, amin florid, cinkov
flourid 1 triklosan. Fluorirane tekucine za ispiranje usne Supljine povecavaju fluoridnu rezervu
koja se primarno dobiva sa zubnim pastama, a sastoje se najceS¢e od 0,2 % NaF (natrijev

fluorid) i 0,4 % SnF- (kositrov difluorid) (61).

1.6.  Fluoridi u prevenciji zubnog karijesa

U kontroli nastanka karijesa, naju€inkovitiji aktivni sastojak je fluorid, kao najvaznija
komponenta proizvoda za oralnu higijenu, koja se koristi za prevenciju zubnog karijesa u

razli¢itim oblicima — pasta za zube, tekucine za ispiranje usta, lakovi i gelovi (65).

Jedna od najucinkovitijih metoda prevencije nastanka zubnog karijesa je primjena

fluorida, od 1940.-ih godina, kada je zapocela fluoridacija vode (66). Prva umjetna fluoridacija
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vode zbog prevencije karijesa u€injena je 1945. 1 1946. u Sjedinjenim Americkim Drzavama i
Kanadi. U zadnjih nekoliko desetlje¢a primije¢eno je znacajno smanjenje incidencije karijesa
za §to je u prvom redu zasluzna $iroko prihvaéena upotreba fluorida topikalno u obliku pasta,
tekucina za ispiranje, gelova i ostalih sredstava te sistemska primjena fluorida u nekim
zemljama gdje se voda za pice fluoridira ili se fluorid uzima u obliku tableta (67). Sistemska
primjena fluorida preko vode za pice, fluoridacije soli ili uzimanja tableta s fluorom ukljucuje
utjecaj na razvoj zubne cakline prije same erupcije zuba. Fluorid se ugraduje u caklinske prizme

tvoreéi fluorapatitni spoj koji je otporniji od hidroksiapatita (68).

Fluoridi su dio prirodnog okoliSa i1 stoga su stalno prisutni u Zzivotima ljudi, a
konzumiramo ih u malim koli¢inama putem prehrane, disanja i dodataka fluorida (69). S
kemijskog gledista, fluor je najelektronegativniji i najreaktivniji od svih elemenata zbog svog
malog atomskog radijusa. Budu¢i da je vrlo reaktivan, obi¢no je vezan kao anorganski fluorid
i ne nalazi se u svom elementarnom stanju (57). Nalazi se na 13. mjestu prema zastupljenosti
na Zemlji i predstavlja 0,06-0,09 % tezine Zemljine kore. Fluor je prisutan u litosferi, atmosferi,
hidrosferi i biosferi. Velika koli¢ina fluora moze se naci u stijenama vulkanskog porijekla. U
okoli§ ulazi vulkanskim erupcijama, otapanjem stijena i brojnim ljudskim aktivnostima

(spaljivanje ugljena, prerada ruda, proizvodnja i uporaba gnojiva, industrijska postrojenja) (70).

U preko 100 zadnjih godina postoji dostupna znanstvena literatura koja opisuje znac¢ajnu
povezanost dentalne medicine i mnoge mogucée primjene fluoridnog aniona kao uspjesne
terapijske strategije (68). Proizvodi za oralnu higijenu, ukljucujuéi zubnu pastu i tekuéine za
ispiranje usta, klasificirani su kao kozmeticki proizvodi koji ne moraju proci tako stroga
ispitivanja procjene rizika kao lijekovi (71). Sigurnost fluorida ostaje kontroverzno pitanje, ne
samo u pogledu dentalne i skeletne fluoroze kao nuspojava visokih doza fluorida, nego

¢injenice da su razliite studije pokazale znacajne genotoksi¢ne ucinke i in vivo i in vitro (72).

Glavni nacin kontrole nastanka karijesa je kroz njegov topikalni u¢inak. Fluor u niskim
koncentracijama u usnoj Supljini tijekom smanjenja vrijednosti pH se apsorbira na povrSinu
kristala apatita, Sto inhibira demineralizaciju. Kada se pH vrijednost normalizira, tragovi
fluorida u otopini potpomazu stvaranje fluorhidroksiapatita, koji ubrzava proces
remineralizacije. Minerali koji se formiraju na taj nacin sadrze viSe fluorida, manje karbonata
te ¢ine caklinu otpornijom na buduca smanjenja pH u usnoj Supljini. Topikalni fluoridi utjecu

na mikrobiolosku aktivnost, tako da smanjuju rast i metabolizam mikroba (73, 74).
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Fluorid djeluje kao katalizator za difuziju kalcija i fosfata u zub, koji sluze za
remineralizaciju Kkristalnih struktura u caklini. Obnovljene kristalne povrsine, sastavljene od
fluoriranog hidroksiapatita i florapatita, mnogo su otpornije na napad kiseline nego $to je to

izvorna struktura (69).

Cetkanje zubi bez primjene fluoridiranih zubnih pasta ima vrlo ograni¢en u¢inak na
prevenciju karijesa (75). Za potpunu oralnu higijenu, redovno ¢etkanje s flouridiranim zubnim
pastama je esencijalno. Primjena fluoridiranih zubnih pasti pruza prolazno povecéanje
koncentracije fluorida u usnoj Supljini tj. u slini, ali koncentracija fluorida u biofilmu ostaje

poviSena duzi vremenski period (76).

Protektivni u¢inak zubne paste s niskim udjelom fluorida (500 ppm F) nije dokazan u
preglednim ¢lancima (77). Dokazi upucuju na to da niska razina fluorida (<600 ppm F~) zubne
paste pruza manju zaStitu od Kkarijesa od standardne (1000 ppm F°) ili formulacije visoke
koncentracije (1500 ppm F) (78).

Djeca mlada od cetiri godine smatraju se rizicnom skupinom za nastanak dentalne
fluoroze trajnih sjekutica i kutnjaka, s obzirom da se u ovom vremenskom periodu dogada
kalcifikacija 1 sazrijevanje zubi. Uporaba fluorida se mora pazljivo pratiti i uravnoteziti kako bi
se sprijecila pojava karijesa u ranom djetinjstvu, a zbog neadekvatne kontrole gutanja, potreban
je povecéan oprez prilikom Cetkanja zubi (79). Dopustene koli¢ine fluorida u zubnim pastama

ovise 0 dobnoj skupini te su prikazane u Tablici 2 (79).

Kod karijesa korijena zuba, s obzirom da je dentin viSe topljiv nego caklina, fluoridirane
zubne paste nisu toliko u€inkovite za prevenciju kao kod karijesa cakline. U tom slucaju se
koriste zubne paste s vrlo visokom koncentracijom fluorida (5000 ppm F°) jer su prema

klinickim studijama u¢inkovitije od konvencionalnih (1000-1500 ppm F°) (80).

U sluc¢aju kada se fluoridirane zubne paste koriste s drugim modalitetima aplikacije
fluorida s ciljem prevencije karijesa kod visoko rizi¢nih pacijenata kao §to je npr. sindrom suhih
usta, dodatni uc¢inak koji se o¢ekuje ovakvom primjenom je ograni¢en. To se mozZe objasniti
sli¢cnim nac¢inom djelovanja fluorida kao $to su smanjenje demineralizacije i povecanje
remineralizacije neovisno o izvoru fluorida, pa tako povecana koli¢ina fluorida iz razli¢itih

izvora ne uzrokuje o¢ekivan ucinak (81).
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Tablica 2. Preporucene koli¢ine fluoridirane zubne paste i ucestalost ¢etkanja zubi kod djece i
odraslih. Preuzeto i prilagodeno prema: Toumba KJ, Twetman S, Splieth C, Parnell C, van
Loveren C, Lygidakis N. Guidelines on the use of fluoride for caries prevention in children: an
updated EAPD policy document. Eur Arch Paediatr Dent. 2019;20(6):507-16.

Dob me Uce.svtalo.st Kolicina Velicina
F koristenja (9)
Prvi 2ub —2 1000  2x dnevno 0,125 Ztmo rize (~ 5 mm)
godine
2 - 6 godina 1000* 2x dnevno 0,25 Grasak (~ 8 mm)
Preko 6 godina 1450 2 dnevio 0.5-1.0 Puna duljina Cetkice (~ 1
cm)
Odrasli 1450 2 dnevio 10 lgrl;r)la duljina ¢etkice (1 - 2

*Vise od 1000 ppm-a fluorida se moze koristiti ukoliko postoji visok rizik za nastanak
karijesa.

1.7. Toksi¢nost fluorida

Fluoridi se Siroko primjenjuju u dentalnoj medicini za prevenciju nastanka zubnog
karijesa, iako je sigurnost upotrebe fluorida kontroverza. Mnogo epidemioloskih,

patogenetskih, klini¢kih i citogenetskih studija je povezano s toksi¢nosti fluorida (82).

Prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji dopustena granica fluorida u vodi za pice je
1,5 ppm (mg/L) (83). Kada je razina fluorida u vodi za pi¢e unutar dopustenih granica,
blagotvorno djeluje na zube sprjeavajuci karijes, ali kroni¢na izlozenost fluoridu iznad
dopustene granice uzrokuje blagi do teSki oblik dentalne i skeletne fluoroze, koji se ocituje
mrljama na zubima i skeletnim deformacijama, osteoporozom i osteosklerozom (84). Osim ovih
negativnih pojava, prekomjerna koncentracija fluorida ima stetni u¢inak na jetru, bubrege,
slezenu, gastrointestinalni trakt, reproduktivne organe, endokrinoloske organe itd. (85). U

kiselom okoliSu zeluca, ingestirani fluoridi formiraju kompleks s vodikom te se u zelucu i
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tankom crijevu apsorbiraju jednostavnom difuzijom (86). Fluoridi koji se apsorbira u krv,
distribuiraju se po tijelu, a najveci dio apsorbiranog fluorida se talozi u dijelovima koji su bogati
kalcijem, kao $to su kosti i zubi (dentin i caklina), a ostatak se eliminira urinom. Nazalost, do

danas ne postoji ué¢inkovit nacin za lije¢enje fluoroze (87).

U kostima i zubima, fluoridi zamijene hidroksilne skupine iz hidroksiapatita te na taj
nacin nastaje fluoroapatit ili fluorohidroksiapatit. Vec¢ina fluorida u tijelu, ¢ak 99 % se nalazi u

zubima i kostima, a koli¢ina se povecava tijekom Zivota (88).

Akutna toksicnost nastaje nakon jednokratnog unosa velike koli¢ine fluorida. Koli¢ina
oralno uzeta koja je smrtonosna jest 35 - 70 mg fluorida po kilogramu tjelesne mase, a
minimalna doza koja bi mogla izazvati simptome akutne toksi¢nosti je 5 mg/kg tjelesne mase
(68). Odrasla osoba prosjecne tjelesne tezine od 70 kg bi trebala uzeti 5 - 10 g NaF, a dijete
teSko 15 kg bi trebalo uzeti 1 - 2 g NaF. Simptomi akutnog otrovanja fluoridom su mu¢nina,
povracanje, abdominalna bol, a moze se pojaviti i prekomjerna salivacija ili suzenje, mukozni
iscjedak iz grla i usta, generalizirana slabost, paraliza miSi¢a za gutanje, karpopedalni spazam,
tetanija i generalizirane konvulzije. Kako bi se smanjila apsorpcija fluorida, potice se
povracanje i unoSenje velike koli¢ine kalcija u obliku otopine Ca(OH): ili mlijeka. Korisno

moze biti i poticanje diureze u svrhu eliminacije fluorida (85).

Kroni¢na izlozenost fluoridu iznad dopustene granice pogorSava razinu inteligencije
djece. U endemskim podrucjima fluorida, gdje pitka voda sadrzi povecanu koncentraciju
fluorida, djeca izloZena takvoj vodi (2,47 £+ 0,79 ppm) pokazali su zna¢ajno smanjenu razinu
kvocijenta inteligencije u usporedbi s djecom ¢ija je razina fluorida u vodi za pi¢e unutar
dopustene granice (0,36 + 0,15 ppm) (89). Fluoroza kod djece nastaje kao posljedica povisene
koli¢ine fluorida tijekom stvaranja cakline prije izbijanja zuba. PoviSene koncentracije fluorida
mogu dovesti do oStec¢enja cakline u rasponu od bijelih tockica ili pruga pa sve do grubih i

rupicastih povrsina (90).

Fluoridi su dokazano citotoksi¢ni i izazivaju upalni odgovor kod ljudi. Koristenje
zubnih pasta s fluoridom povecava koncentraciju fluorida u slini i zubnom plaku, ali takoder
prodire u epitel stanice (21). Iznad dopustene granice, fluoridi stvaraju reaktivne kisikove
spojeve (engl. Reactive Oxygen Species, ROS) oste¢enjem funkcije mitohondrija (84). Fluoridi

na molekularnoj osnovi takoder zaustavljaju sintezu proteina i stani¢ni ciklus (91), izazivaju
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aptoptozu kod epitelnih stanica pluca i alveolarnih makrofaga, ali citotoksi¢ni mehanizam

fluorida u samom parodontalnom tkivu jos uvijek nije u potpunosti razjasnjen (92).

Rezervoari fluorida u usnoj Supljini mogu se sastojati od oralne sluznice, zubnog
kamenaca, zubnog biofilma i karijesnih lezija (93). Veéina studija o toksi¢nosti fluorida
pokazuje potentnu genotoksi¢nu prirodu fluorida, razjasnjeni su i neki molekularni na¢ini kako
do toga dolazi, medutim, ve¢ina molekularnih puteva ostaje enigma. Prema sustavnom
preglednom ¢lanku Dey Bhownika i Chattopadhyaya koji je obuhvatio veéinu ¢lanaka o in vitro
I in vivo toksi¢nosti fluorida na sisavcima iz 2018. godine, najizgledniji nacin djelovanja
fluorida je stvaranje slobodnih radikala ili raskidanje aminske grupe povezane s
deoksiribonukleinskom kiselinom (DNK), a ukljuéenost samog endogenog glutationa u

genotoksi¢nost fluorida podupire tezu o uniStavanju DNK slobodnim radikalima (94).

Do danas su brojne in vitro studije analizirale ucinke fluorida na razliite stanice
sisavaca kao §to su oralne stanice (odontoblasti, ameloblasti i gingivalni fibroblasti), koStane
stanice (osteoblasti), krvne stanice (mijelomske periferne krvne stanice i stanice leukemije),
mozdane, reproduktivne i jetrene stanice (95), uz in vivo studije o oralnom sustavu (96),
kostima, krvi, jetri, slezeni, reproduktivnom sustavu, sredisnjem zivéanom sustavu i stanicama
bubrega (94).

Rose i sur. sugerirali su da je fluorid u oralnoj sluznici vezan za povrsinu epitelnih
stanica (97). S obzirom na jake dokaze za odnos izmedu genetskog oStecenja i karcinogeneze,
te razjaSnjavanje mehanizama genotoksi¢nosti izazvane fluoridom, vazno je izmjeriti stupanj

rizika kako bi se ublazili potencijalni rizici za ljudsku populaciju (98).

1.8. Bukalni mikronukleusni citom test

Tijekom posljednjeg desetlje¢a pojavio se bukalni mikronukleusni citom test (engl.
Buccal Micronucleus Cytome assay, BMCyt) kao minimalno invazivna metoda za istrazivanje
ostecenja DNK, kromosomske nestabilnosti, stani¢ne smrti i regenerativnog potencijala ljudske
bukalne sluznice. Koristenje ove metode se povecava kod molekularnih epidemioloskih studija
za istrazivanje utjecaja prehrane, ¢imbenika zivotnog stila, izlozenosti genotoksinima i genotipa

na oSteCenje DNK, kromosomsku nestabilnost i stani¢énu smrt. Analiza mikronukleusa iz
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bukalnih stanica predstavlja biomarker povezan s ubrzanim starenjem, karcinomima i
neurodegenerativnim bolestima. Glavne prednosti testa su njegova jednostavnost i lako

dostupno tkivo za bezbolnu i neinvazivnu analizu (99).

Mikronukleus (engl. Micronucleus, MN) potjece od kromosomskih fragmenata ili
cijelih kromosoma koji zaostaju tijekom anafaze stanicnog ciklusa odnosno podjele same
jezgre. Ovakvo oStecenje moze nastati zbog izlozenosti genotoksi¢nim tvarima, defekta u
procesu mitoze ili neuspjeha popravka DNK (100). Mikronukleusi se mogu evaluirati u
eritrocitima, limfocitima ili oljustenim epitelnim stanicama (usne Supljine, urotela ili nosnog
epitela) kako bi se procijenila Steta u¢injena na stani¢nom genomu in vivo (101). Upotreba MN
kao biomarkera u zadnje vrijeme sve viSe uzima maha zbog povezuju¢ih dokaza izmedu
ucestalosti MN kao markera oste¢enja genoma i povezanosti s karcinogenima, zivotnim stilom

(pusenjem), genetskim profilom, karcinomima i drugim bolestima (102) (Slika 2).

(A) (
v MN A

Oljustene stanice,
povrsinski sloj

Diferencirane
stanice koje sadrze
MN

+ 3
o)

7-10 dana
potrebno je za /" -//\ B Spi i sloi
B i | (8 .)@)-/ . [spinomi i
bazalnog sloja do % !)

keratinizranog sloja | ==~
na povrsini

MN prvotno
eksprimirani u ’
bazalnim stanicama

. . Q Bazalni sloj

T — — ] Yezivno tkivo

Slika 2. U dijelu (A) prikazan je histoloski presjek zdrave oralne sluznice sa razliitim
slojevima stratificiranog plocastog epitela koji se sastoji od (i) keratiniziranog sloja; (ii)
spinozni sloj; (iii) bazalni sloj; (iv) rete pegs; (v) lamina propria ili vezivno tkivo. U dijelu (B)
slike prikazan je shematski prikaz oralne sluznice sa slojevima i ,,turn-over® u trajanju od 7 -10
dana. Preuzeto i prilagodeno iz Holland N, Bolognesi C, Kirsch-Volders M, Bonassi S, Zeiger
E, Knasmueller S, et al, The micronucleus assay in human buccal cells as a tool for
biomonitoring DNA damage: the HUMN project perspective on current status and knowledge
gaps, Mutat Res, 2008;659(1-2):93-108.
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Godine 1997. zapocet je internacionalni projekt ,,Ljudski mikronukleus projekt™ (engl.
The Human Micronucleus Project, HUMN) kako bi se standardizirao protokol izrade
mikronukleus testa u svrhu unaprjedenja koriStenja ovog biomarkera kao prediktivnog
¢imbenika za nastanak karcinoma (103). U pocetku se koristio za limfocite, medutim, u
kasnijim istrazivanjima se pokazao koristan 1 kao biomarker u bukalnim i drugim epitelnim
stanicama. Osnovna vrijednost MN stanica u normalnim stanicama koje nisu izlozene posebnim

toksi¢nim agensima iznosi izmedu 0,5 1 2,5 MN na 1000 stanica.

U svom ¢lanku, Moore i sur. prikazuju 16-struko povecanje u ucestalosti MN kod
pacijenata sa karcinomom usne Supljine nakon terapije fotonima. BioloSko znacenje drugih
stani¢nih 1 jezgrinih anomalija, osim MN, u stanicama oralne sluznice jo§ nije do kraja
definirano, ali postoje razli¢ita tumacenja iz znanstvenih studija te povezanosti sa starenjem ili

neurodegenerativnim procesima (104).

Bazalne stanice se nalaze u stratum basale i sadrze mati¢ne stanice koje mogu ocitovati

geneticko ostecenje u obliku MN ili jezgrinog pupoljka (engl. Nuclear Bud, NBUD) (105).

Diferencirane stanice ukljucuju stanice u tranziciji koje prelaze u terminalno
diferencirane kao i1 terminalno diferencirane stanice. Vece su od bazalnih stanica, mogu

sadrzavati MN ili NBUD (106).

Stanice s kondenziranim kromatinom (engl. Condensed Chromatin, CC) se prepoznaju
po prugastom uzorku jezgre koji se intenzivno boja. Ovakva vrsta stanica se povezuje s

apoptozom (107).

Stanicu s piknoti¢énom jezgorm (engl. Pycnosis, PN) se moze prepoznati po Smanjenoj,
intenzivno obojanoj jezgri, veliine najceS¢e do dvije tre¢ine normalne jezgre. Promjena
predstavlja ireverzibilnu kondenzaciju kromatina u stanici koja je apoptoti¢na, a smatra se da

prethodi karioreksiji (108).

Stanice s Kkarioreksijom (engl. Karyorrhexis, KHC) karakterizira intenzivnije
nakupljanje jezgrinog kromatina u usporedbi s CC stanicama. Jezgra takvih stanica ima

,.pjegav‘ uzorak $to je znak jezgrine dezintegracije tipi¢ne za posljednje faze apoptoze (109).

Karioliza (engl. Karyolysis, KYL) oznacava terminalno diferencirane stanice koje

nemaju jezgru, dakle potpuno su bez sadrzaja DNK i zbog tog razloga se ne boje Feulgen bojom
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(boja specificna za DNK). Oznacava kompletnu dezintegraciju DNK 1 nastaje u kasnoj fazi

nekroze ili apoptoze (110).

Binuklearne stanice (engl. Binuclear Cell, BN) imaju dvije jezgre jednake veli¢ine,
morfologije, teksture i intenziteta bojanja, koje se naj¢escée nalaze jedna blizu druge. Mehanizmi
za koji se pretpostavlja da dovode do nastanka ovakvih stanica su defekti u procesu citokineze,
najces¢e zbog pogreSne formacije mikrofilamentnog prstena ili zaustavljanja u stanicnom
ciklusu zbog pogresnog odvajanja ili disfunkcije telomera (111). Pojedinci koji imaju Downov
sindrom pokazuju dva puta veéu ucestalost binuklearnih stanica medu bukalnim stanicama u

usporedbi s normalnim kontrolama (112).

Stanice s mikronukleusom se prezentiraju kao stanice koje uz glavnu jezgru imaju jedan
ili viSe manjih tjeleSaca okruglog ili ovalnog oblika, po teksturi i bojanju jednako kao glavna
jezgra. Promjer mikronukleus tjeleSaca je izmedu jedne trecine i jedne Sestine promjera glavne
jezgre. Mogu se pronaci u bazalnim, prijelazno diferenciranim ili diferenciranim stanicama
(113).

Stanice s jezgrenim pupoljkom (pupom) sadrze jezgrina tjeleSca koja su povezana s
glavnom jezgrom s nukleocitoplazmatskim mostom. Ova tjeleSca takoder imaju istu boju 1
teksturu kao glavna jezgra. Struktura jezgrinog pupoljka oznacava proces pupanja suvisnog
jezgrinog materijala kao $to su nerijeSeni kompleksi za popravak DNK ili amplificirana DNK
koja se odvojila u periferiji jezgre. Postoje 1 ve¢a nuklearna tjelesca tj. pupovi koji se nazivaju
,,slomljenim jajetom* (engl. Broken Egg) zbog svog nejasnog podrijetla ili mehanizma nastanka
se svrstavaju u kategoriju jezgrinih pupoljaka (114). Shematski prikaz razli¢itih tipova stanica

koji se proucavaju bukalnim mikronukleus testom nalazi se na Slici 3.
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Slika 3. Prikaz razli¢itih tipova stanica koje se promatraju prilikom BMCyt testa. Analiza
razli¢itih tipova stanica se radi na temelju sheme koju su predlozili Tolbert i sur. (115) uz
dodatak nedavnih opaZanja u drugim sli¢nim studijama. Preuzeto i prilagodeno prema: Thomas
P, Holland N, Bolognesi C, Kirsch-Volders M, Bonassi S, Zeiger E, et al. Buccal micronucleus
cytome assay. Nat Protoc. 2009;4(6):825-37.

Dosada$njim pregledom literature nije pronadena nijedna in vivo studija provedena na
ljudima gdje se procjenjivala genotoksi¢nosti zajedni¢ke uporabe fluoridiranih zubnih pasta i
tekucina za ispiranje usne Supljine na stanice bukalne sluznice (116). Povecanjem svakodnevne
cjelozivotne uporabe proizvoda za oralnu higijenu (117), postavlja se pitanje o potencijalno

Stetnom ucinku upotrebe vise od jednog proizvoda s fluoridima. Budu¢i da nema ograni¢enja u
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koristenju proizvoda za oralnu higijenu, a dobro je poznato da tkivo oralne sluznice sluzi kao
dugoro¢ni rezervoar fluorida, moguée Stetne ucinke treba provjeriti odgovaraju¢om in vivo

studijom (76).
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2. CILJEVI RADA | HIPOTEZE



U skladu s problematikom istrazivanja, glavni cilj ove disertacije je:

1. Procijeniti potencijalni citotoksi¢ni 1 genotoksicni uc¢inak kombiniranog koriStenja
fluoridiranih zubnih pasta i tekucine za ispiranje usne Supljine s fluoridom mjerenjem
pojavnosti mikronukleusa i ostalih jezgrinih anomalija u stanicama bukalne sluznice

mikronukleus testom.

Sporedni ciljevi su:

1. Procijeniti potencijali citotoksi¢ni 1 genotoksi¢ni ucinak zubnih pasta s razli¢itim
koncentracija fluorida na pojavnost mikronukleusa i ostalih jezgrinih anomalija u

stanicama bukalne sluznice mikronukleus testom.

2. Ispitati znanja, stavove i ponaSanja ispitanika prema oralnom zdravlju.

Hipoteze ovog istrazivanja su:

1. Vise citogenetskih oStecenja pronaci ¢e se u uzorcima bukalnih Stanica medu
ispitanicima koji su uz fluoridirane zubne paste koristili 1 tekuéinu za ispiranje usne
Supljine s fluoridom u usporedbi s onima koji su koristili tekucinu za ispiranje usne

Supljine bez fluorida.

2. Vise citogenetskih oste¢enja pronaci ¢e se u uzorcima bukalnih stanica u ispitivanim

vremenskim toc¢kama kada su se koristile zubne paste s ve¢om koncentracijom fluorida.

3. Utvrdit ¢e se razlika u znanju, stavovima i ponasanju ispitanika vezano uz oralno

zdravlje u ovisnosti o KEP indeksu.
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3. ISPITANICI | POSTUPCI



U oba dijela istrazivanja koristili su se primarni izvori koji su dobiveni prikupljanjem
vlastitih podataka. Istrazivanje je provedeno na Zavodu za restaurativnu dentalnu medicinu i
Endodonciju studija Dentalne medicine Medicinskog fakulteta Sveucilista u Splitu, od ozujka
do listopada 2021. godine.

Protokol studije pregledao je i odobrio Eticki odbor Medicinskog fakulteta Sveucilista
u Splitu po principima Helsinske deklaracije Svjetskoga medicinskog udruzenja 1 etickim
vrijednostima (Klasa: 003-08/20-03/0005, Ur. br.: 2181-198-03-04-20-0103) uz dodatak
odobrenja za dopunu postojeceg odobrenja protokola studije (Klasa: 003-08/22-03/0003, Ur.
br. : 2181-198-03-04-22-0083). Nadalje, istrazivanje je provedeno prema Konsolidiranim
standardima izvjeS$¢ivanja o ispitivanjima (CONSORT) smjernice (72) i registrirani u klinickim

ispitivanjima (ClinicalTrials.gov, 1D broj studije: NCT04801576).

Sudjelovanje je bilo dobrovoljno, uz potpisani pristanak koji je dobiven od svih
sudionika nakon objasnjenja svrhe istrazivanja. Svi podaci su anonimni i tretirani kao

povjerljivi prema vaze¢em hrvatskom Zakonu o postupanju s osjetljivim podacima.

3.1. Dizajn istrazivanja

Disertacija se sastoji od dvostruko slijepog, randomiziranog kontroliranog istraZivanja
(engl. Randomized Controlled Trial, RCT) s dvije paralelne skupine kojom se analizirala
citotoksi¢nost 1 genotoksi¢nost fluorida iz zubnih pasta i tekuc¢ina za ispiranje usne Supljine na
bukalne stranice i1 presjeCnog istrazivanja o znanju, stavovima i ponaSanju prema oralnom

zdravlju.

Cilj je bio procijeniti ucestalost biomarkera koji ukazuju na oStecenje DNK
(mikronukleusi i nuklearni pupoljci), potencijal stanicne proliferacije (stanice s binuklearima)
1 stani¢nu smrt (kondenzirani kromatin, karioreksa, piknoza i karioliza), a u presjecnoj studiji

prikazati znanja, stavove i ponasanje ispitanika prema oralnom zdravlju.
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3.2. Ispitanici

U ovom istrazivanju sudjelovao je ukupno 41 ispitanik koji su bili pacijenti na Katedri
za restaurativnu dentalnu medicinu i endodonciju studija Dentalne medicine, Medicinskog

fakulteta Sveucilista u Splitu (Slika 4).

Za izracunavanje minimalne potrebne veli¢ine uzorka koristen je ucinak veli¢ine uzorka
(Cohenov d) dobiven in vivo procjenom primjene fluorida i natrijevog lauril sulfata iz zubnih
pasti na toksi¢nost u bukalnim epitelnim stanica (71). 1z razlike u broju pojavljivanja
mikronukleusa u stanicama oralne sluznice nakon uporabe paste bez fluorida (0,55 = 0,51) i
upotrebe paste s fluorom (1,15 + 0,88) dobiveni ucinak veli¢ine uzorka (Cohenov d) bio je
0,835. Dakle, uz razinu znacajnosti oo = 0,05, snagu testa od 80 % i navedeni utjecaj veli¢ine
uzorka, potrebna veli¢ina uzorka je 19 ispitanika po ispitnoj skupini. Zbog potencijalnog

odustajanja ili gubitka ispitanika, uzorak se povecao za 10 % (n=21).
Kriteriji uklju€enja bili su:
1. Zdravi ispitanici bez sistemskih oboljenja;
2. Minimalno 20 zuba u obje Celjusti;
3. Dob iznad 18 godina;
4. Oba spola.
Kriteriji iskljucenja bili su:

1. KoriStenje antibiotika, kortikosteroida i/ili protuupalnih lijekova u posljednjih

Sest mjeseci prije pocetka istrazivanja;
2. Ostecenja i bolesti sluznice usne Supljine;
3. Bolesti parodonta;
4. Fiksni ili mobilni protetski nadomjesci ili ortodontski aparatic;
5. Trudnoca;

6. Zraenje u podrucju glave i vrata;
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7. Alergija na pojedine sastojke oralno-higijenskih preparata.

Ulazni podaci ispitanika na pocetku istrazivanja bili su stomatoloSka i1 medicinska
anamneza prema upitniku o zdravlju Americ¢ke agencije za hranu i lijekove (engl. Food and
Drug Administration, FDA), zatim KEP indeks (broj karijesnih, ekstrahiranih i plombiranih
zuba), informirani pristanak, upitnik s demografskim ¢imbenicima (dob, spol), zivotnim
navikama (puSenje, konzumacija alkohol itd.), osobnim cCimbenicima (zdravstveno stanje,
uporaba lijekova, izlozenost zraCenju) i prehrambenim navikama te upitnik o znanjima,
stavovima i ponasanju prema oralnom zdravlju. Prije pocetka istrazivanja u svih ispitanika su

uklonjene meke i tvrde zubne naslage te je napravljena dentalna profilaksa.

Dva tjedna prije intervencije, u pripremnom periodu (engl. “Wash-out Period”) svi
ispitanici dobili su na koriStenje zubnu pastu bez fluorida (Biomed Calcimax, Splat, Moskva,
Rusija) i mekanu zubnu ¢etkicu (Colgate Slim Soft, Colgate—Palmolive Company, New York,
SAD), te oralne upute o odrzavanju oralne higijene kako bi svi imali na pocetku intervencije
istu startnu poziciju. Za vrijeme trajanja studije, ispitanicima nije bilo dopusteno koristiti druge
proizvode za odrzavanje oralne higijene osim ispitivanih s posebnim naglaskom da se izbjegnu

dodatne koli¢ine fluorida.

Ispitanici su bili nasumi¢no podijeljeni u dvije skupine sljedeci postupak randomizacije
blokova pomoc¢u ra¢unalnog softvera (118). Ovom se metodom se osigurala ravnoteza u veli¢ini
uzorka medu skupinama. Popis kodova sudionika unio se u softver i1 distribuirao u dvije
unaprijed odredene skupine s obzirom na koristenje vodice za ispiranje s fluoridom i bez
fluorida (n = 21) (Slika 2). Budué¢i da je glavni provoditelj istrazivanja (onaj koji je uzimao
briseve) bio zaslijepljen, imenovao se koordinator ispitivanja odgovoran za randomizaciju i

dodjelu intervencije.

Obje skupine koristile su zubne paste slijedom: (1) zubna pasta bez fluorida, (2) zubna
pasta s 1050 ppm NaF i (3) zubna pasta s 1450 ppm NaF. Svaka ispitivana zubna pasta koristila
se 28 dana ili 4 tjedna s obzirom da je u literaturi vazec¢i podatak o izmjeni stanica oralne

sluznice u trajanju od sedam dana (13).

Sastav ispitivanih zubnih pasta bio je isti, osim u koncentraciji fluorida (NaF). Ispitanici

su istovremeno tijekom tri mjeseca trajanja istrazivanja koristili 1 tekuéinu za ispiranje usne
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Supljine, prilikom ¢ega je skupina A koristila tekucinu za ispiranje usne Supljine bez dodatka

fluorida (0 ppm NaF), a skupina B tekucinu s fluoridom (450 ppm NaF).

[ Prikupljanje ispitanika ] Ukljuéeni u studiju {n= 83)

Iskljuéeni iz studije (n= 38)

+ Nisu ispunili kriterije za ukljuéenje (n=15)
+ Odbili sudjelovati u studiji (n= 18)

+ Drugi razlozi (n=5)

Y

Randomizirani ispitanici (n= 42)

!

{ [ Dodiela ] v
Dul:lije_lj_eni na i!'lienr_enciju {n=_21] Dedijeljeni na intervenciju (n=21)
+ Dobili dodijeljenu intervenciju (n= 21) + Dobili dodijeljenu intervenciju (n= 21)
* Misu dobili dodijeljenu intervenciju (n=0) + Misu dobili dodijeljenu intervenciju (n=0)

| o) |

Mestali tijekom pracenja (n=0) Mestali tijekom pracenja (n=0)
Intervencija prekinuta, trudnoca (n=1) Intervencija prekinuta (n=0)
l [ Analiza J
¥
Analizirani ispitanici (n=20) Analizirani ispitanici (n=21)
+ |spitanici iskljueni iz analize (n=0) + |spitanici iskljuéeni iz analize (n=0)

Slika 4. Dijagram tijeka regrutiranja ispitanika i pracenja.

Zubne paste i tekuéine za ispiranje usne Supljine posebno su osmisljene za ovo
istrazivanje u suradnji s tvrtkom Pharmagal, Split, Hrvatska (Tablica 3). Ispitivane zubne paste
koristile su se 2 puta dnevno po 1 g (=2 cm) ujutro i uvecer, kroz 3 minute koriste¢i modificiranu
Bassovu metodu cetkanja, a nakon cetkanja se koristila tekuc¢ina za ispiranje usne Supljine u

koli¢ini od 10 mL i trajanju od 30 sekundi.
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Tablica 3. Sastav zubnih pasti i vodica za ispiranje usne Supljine napravljenih za potrebe ovog

istrazivanja.
Proizvod Proizvoda¢ Sastojci
Biomed Splat, Voda; hidrogenirani $§krobni hidrolizat; dikalcij fosfat
Calcimax Moskva, dihidrat; hidratizirani silicij; glicerin; natrijev kokosulfat;

Rusija celulozna guma; natrijev klorid; aroma; cink citrat; natrijev
bikarbonat; benzil alkohol; tetranatrijev glutamat diacetat;
ekstrakt Laminaria digitata; ekstrakt Fucus vesiculosus;
Spirulina maxima ekstrakt u prahu; kaolin; ksantan guma;
mentol; hidroksiapatit; arginin; mentil laktat; ekstrakt lista
Betula verrucosa; ekstrakt trputca major; ekstrakt Thymus
serpyllum; ekstrakt Stevia rebaudiana; natrijev benzoat;
kalijev sorbat; geraniol; linalool; D-limonen.

Zubna pasta Farmagal, = Voda; hipermeloza; kalcijev karbonat; kokamidopropil
1-0ppm Split, betain; glicerol; natrijev saharin; eteri¢no ulje paprene
NaF Hrvatska metvice.

Zubnapasta Farmagal,  Voda; hipermeloza; kalcijev karbonat; kokamidopropil

2 —-1050 ppm Split, betain; glicerol; natrijev saharin; eteri¢no ulje paprene
NaF Hrvatska metvice; natrijev fluorid (1050 ppm).

Zubna pasta Farmagal, = Voda; hipermeloza; kalcijev karbonat; kokamidopropil
3—1450 ppm  Split, betain; glicerol; natrijev saharin; eteri¢no ulje paprene
NaF Hrvatska metvice; natrijev fluorid (1450 ppm).

Tekuéinaza  Farmagal,  Voda; sorbitol; glicerol; Cremophor RH 40; natrijev citrat;
ispiranje Split, eteri¢no ulje paprene metvice; Cl1 42090.

usne Supljine Hrvatska

A—

0 ppm NaF

Tekuéinaza  Farmagal,  Voda; sorbitol; glicerol; Cremophor RH 40; natrijev citrat;
ispiranje Split, eteri¢no ulje paprene metvice; Cl 42090; natrijev fluorid
usne Supljine Hrvatska (450 ppm).

B -

450 ppm NaF

Promatraju¢i razlike kroz tri razli¢ite intervencije podizanja razine fluorida u zubnim
pastama unutar ispitivane skupine A koja koristi teku¢inu bez fluorida, promatrali smo rezultat
utjecaja zubnih pasta s razli¢itom koncentracijom fluorida na bukalnu sluznicu. Usporedujuci
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skupinu A (koja je koristila samo fluoridirane zubne paste i teku¢inu za ispiranje bez fluorida)
i skupinu B (koja je Kkoristila fluoridirane zubne paste i fluoridiranu tekuéinu za ispiranje usne
Supljine) promatrali smo kumulativni u¢inak istovremenog koristenja fluoridirane tekucine za

ispiranje usne Supljine i zubne paste na bukalnu sluznicu.

3.3.  Postupci
3.3.1. Toksikologija oralno - higijenskih pripravaka

Uzorkovanje stanica bukalne sluznice u obje skupine obavljeno je na pocetku (TO) i
nakon 4 (T1), 8 (T2) i 12 tjedana (T3) upotrebe testiranih zubnih pasta i tekuéina za ispiranje
usne Supljine. U svim vremenskim to¢kama uzorkovanja, uzorci su prikupljeni kroz jutro. Sat
vremena prije uzorkovanja, ispitanici su bili zamoljeni da se suzdrze od konzumiranja bilo
kakve hrane i pi¢a. Usna Supljina bi se temeljito isprala vodovodnom vodom neposredno prije
uzimanja uzorka kako bi uklonili oralnu mikrofloru i oljuStene stanice. Brisevi su uzeti njeznim
kruznim pokretima ¢etkanjem bukalne sluznice obostrano citokoSskom ¢éetkicom (Cytobrush

Plus, GmbH, Dietramszell-Linden, Njemacka).

Cetkice su zatim umocene u epruvete koje su sadrzavale pufer za bukalne stanice (1,6
g/L Tris-HCI, 38,0 g/L EDTA i 1,2 g/L natrijevog klorida, pH 7,0) i opetovano rotirane kako
bi se stanice izbacile i otpustile u pufer. Na kraju su svi uzorci kodirani i transportirani u
molekularni laboratorij na daljnju obradu i analizu (Laboratorij za molekularnu genetiku,

Prirodoslovno-matematicki fakultet Sveucilista u Splitu, Split) (Slika 5).
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Bojanje stanica

Bris bukalnih stanica Cmmﬁlg]ran]e 1 Feulgenom i Fast

pranje stanica

Green-om
I|
- Ill
\\ == |
Mikroskopska analiza

razmara stanica

Slika 5. Shematski prikaz eksperimentalnog protokola istrazivanja bukalnim mikronukleusnim
citom testom. Preuzeto i prilagodeno prema: Apiwantanakul N, Chantarawaratit PO.
Cytotoxicity, genotoxicity, and cellular metal accumulation caused by professionally applied
fluoride products in patients with fixed orthodontic appliances: A randomized clinical trial. J
World Fed Orthod. 2021;10(3):98-104.

Bukalni mikronukleusni citom test proveden je prema postupku koji su opisali Thomas
i Fenech (105). Za svakog ispitanika pripremljena su dva stakalca razmazivanjem 100 puL
stani¢ne suspenzije na prethodno ociS¢ena stakalca (priblizno 1 x 105 stanica/stakalcu). Stanice
su zatim obojene primjenom metode Feulgen i Fast Green. Ukratko, stakalca su fiksirana u
etanolu, po 1 minutu u 50 % 1 u 20 % etanolu, isprana destiliranom vodom i obradena u 5 M
HCI u trajanju od 30 minuta. Nakon ispiranja u destiliranoj vodi, stakalca su ocijedena i zatim
obojena Schiffovim reagensom u trajanju od 60 minuta. Stakalca su dalje isprana destiliranom
vodom i zatim obojena 20 sekundi 0,2 % Fast Greenom. Na zraku osus$ena stakalca na kraju su

montirana DePex medijem za montiranje.

Schiffov reagens i Fast-Green, konvencionalna mikroskopska stakalca i pokrovna
stakalca isporucio je BIOGNOST (Hrvatska). Svi ostali koriSteni reagensi (etanol, octena
kiselina, fosfatno puferirana fizioloska otopina (engl. Phosphate-Buffered Saline, PBS)) bili

su analiticke Cistoce.

Kodirana stakalca ¢itana su naslijepo prema shemi bodovanja koju su predlozili Thomas

i Fenech u ,,Nature protokolu (105). Stakalca su analizirana pri povecanju od 1000x pomocu
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svijetlog polja (Zeiss Axioimager M1, Carl Zeiss, Be¢, Austrija) opremljenog mikroskopskom
CCD kamerom visoke rezolucije (Carl Zeiss AxioCam MR Rev3, Be¢, Austrija) i koriStenjem
Axio Vision Rel. 4.7 softvera (Carl Zeiss, Be¢, Austrija). Stakalca su mikroskopirana kako bi
se odredila ucestalost anomalija povezanih sa stanicnom smrcu, a nuklearne abnormalnosti koje
ukazuju na kromosomsku nestabilnost ili oStecenje DNK klasificirane su prema utvrdenim
HUMNXI kriterijima (engl. Human micronucleus exfoliated cell, HUMNXxI) (106) u najmanje
1000 stanica. Stanice s dvije jezgre (binuklearne stanice, BN) ukazuju na defekt citokineze
(citotoksicnost); stanice kondenziranog kromatina (CC), kariorekticne (KHC), piknoticke
(PYK) i karioliticke (KYL) stanice smatraju se markerima ranih do kasnih stadija apoptoze i
stanicne smrti (17). Stakalca ispitanika su zatim evaluirana za pronalazak stanica s
mikronukleusom (MN) i jezgrenim pupoljcima (NBUD) medu najmanje 2000 diferenciranih

stanica (1000/stakalcu) kao odgovarajuce mjere ostecenja kromosoma i DNK (Slika 6).
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Slika 6. Slike razli¢itih vrsta stanica dobivenih BMCyt testom, obojenih Feulgenom i Fast
Greenom, gledano pod propusnim svjetlom, sve snimljeno pri povecanju od x1000: (a) stanica
s mikronukleusom (strelica pokazuje na mikronukleus); (b) binuklearna stanica; (c) stanica s
jezgrinim pupoljkom; (d) piknoti¢na stanica; (e) kariorektiCka stanica; (f) karioliti¢ka stanica

(strelica pokazuje na karioliti¢ku stanicu).

3.3.2. Anketni upitnik

U ovom djelu istrazivanja koristio se standardizirani i validirani upitnik (15 pitanja) o

znanjima, stavovima i ponaSanju naspram oralnog zdravlja ispitanika (119).

Prije pristupanja provodenju istrazivanja, anketni upitnik je preveden s engleskog jezika
na hrvatski jezik. Potom je anketni upitnik na hrvatskom jeziku predan stru¢njaku iz podrucja
biomedicine i zdravstva s izvrsnim poznavanjem engleskog jezika da provede prijevod
anketnog upitnika s hrvatskog na engleski jezik kako bi se potvrdila valjanost anketnog upitnika
na hrvatskom jeziku. Osoba koja je provodila prijevod anketnog upitnika s hrvatskog na

engleski jezik, nije bila upoznata s detaljima istrazivanja niti s izgledom originalnog anketnog
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upitnika na engleskom jeziku. S obzirom na to da nije bilo znacajnijih odstupanja u prijevodu
anketnog upitnika s hrvatskog na engleski jezik, zakljuceno je da je prijevod anketnog upitnika

valjan.

Anketni upitnik se sastojao od tri dijela kojim se ispituju znanje, stavovi i ponasanje
ispitanika vezano uz oralno zdravlje. Znanje se ispitivalo kroz 11 pitanja vezana uz etiologiju,
klinicke manifestacije, lijeCenje 1 simptome oralnih bolesti i stanja te preventivne mjere uz
ocuvanje oralnog zdravlja. Ispitanici su mogli odgovoriti zaokruzivanjem ponudenih odgovora
da/ne/ne znam, za to¢an odgovor dobili bi 1 bod, a za netocan ili odgovor ,,ne znam* 0 bodova.
Stavovi pojedinaca prema oralnom zdravlju temeljeni su na modelu uvjerenja o zdravlju kroz
osam tvrdnji na pet-stupanjskoj Likertovoj ljestvici slaganja (5 — potpuno se slazem, 4 — slazem
se, 3 — niti se slazem, niti se ne slazem, 3 - ne slazem se, 1 — u potpunosti se ne slazem).
Ponasanje ispitanika prema oralnom zdravlju ispitalo se kroz sedam tvrdnji kroz pitanja
ucestalosti (1 — nikada, 2 — rijetko, 3 — povremeno, 4 — jako Cesto, 5 — uvijek) razli¢itih
postupaka prema oralnoj higijeni koji mogu imati dobar ili lo§ u¢inak na oralno zdravlje.

Anketni upitnik nalazi se u Dodatku I.

3.4. Statisti¢ka ras¢lamba

Statisticka analiza provedena je pomocu softverskog paketa SPSS (IBM Corp., Armonk,
New York, SAD). Raspodjela varijabli ispitana je Kolmogorov—Smirnovlijevim testom.

Primarni statisti¢ki parametri (srednja vrijednost, standardna devijacija, minimum,
maksimum, medijan i interkvartilne vrijednosti raspona) odredene su pomocu deskriptivne
statistiCke analize. Razlike u demografskim podacima ispitanika testirane su neovisnim t-
testom. Razlike u broju mikronukleusa i drugih jezgrinih anomalija izmedu razli¢itih vremena
uzorkovanja za svaku skupinu testirana su Kruskal-Wallisovim testom. The Mann—Whitney U
test testirao je razlike u broju mikronukleusa i ostalih jezgrinih abnormalnosti izmedu skupina
u isto vrijeme uzorkovanja. Op¢i regresijski model (GRM) iz metode linearnog/nelinearnog
modeliranja koristen je za procjenu utjecaja prediktorskih varijabli (dob, spol i prehrambene
navike) na ovisne varijable (broj mikronukleusa, broj stanica s dvije jezgre, jezgrini pupoljci,
piknoza, kondenzirani kromatin, karioliza i karioreksa). Rezultati GRM-a iskazani su u obliku

Pareto dijagrama t-vrijednosti.
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Podatci dobiveni anketnim upitnikom analizirani su deskriptivno. Spermanovom
korelacijom ispitana je povezanost izmedu KEP indeksa i znanja ispitanika o oralnom zdravlju.
Multivarijabilnim logistickim regresijskim modelom ispitana je povezanost znanja o oralnom
zdravlju i socio-demografskih podataka ispitanika. Razina zna¢ajnosti postavljena je na 0,05 za
sve testove.
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4. REZULTATI



U studiju je bio ukljucen Cetrdeset i jedan ispitanik prosje¢ne dobi od 35,00 + 11,79

godina. Osnovne demografske i karakteristike dentalnog statusa ispitanika dvije istrazivacke

skupine prikazane su u Tablici 4. Nije bilo znacajnih razlika izmedu dvije skupine u smislu

tezine, visine, spola, dobi ili dentalnog statusa u pogledu kompozitnog ispuna.

Tablica 4. Demografske i karakteristike dentalnog statusa ispitanika.

Skupina A Skupina B
Karakteristike p — vrijednost
(n=20) (n=21)
Dob 3435+ 11,61 35,67 £12,19 0,675
Tezina 73,63 £13,16 77,06 = 15,01 0,497
Visina 176,35 + 7,48 177,89 + 7,52 0,557
Indeks tjelesne mase 23,44 £3.24 2421 +3,39 0,684
Kompozitni ispuni 4,35+3,33 6,24 £3,60 0,097
Spol Zenski 13 (65,0 %) 11 (52,3 %)
Muski 7 (35,0 %) 10 (47,6 %) 0,412

Podaci se prikazuju kao cijeli brojevi i postotci ili srednja vrijednost (SD).

Neovisni t-test za kontinuirane vrijednosti, hi-kvadrat za test kategori¢kih vrijednosti, p < 0,05.

Deskriptivna statistika za parametre mikronukleus testa po ispitivanim kombinacijama

oralno-higijenskih sredstava prikazana je u Tablicama 5-8.
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Tablica 5. Deskriptivna statistika za jezgrina oSteCenja: mikronukleus, jezgrin pup i

binuklearne stanice za ispitivanu skupinu A (tekucina za ispiranje usne Supljine s 0 ppm NaF).

Citogenetsko Varijabla Vremenski period
oStecenje T0 T1 T2 T3
Mikronukleus Srednja vrijednost 0,50 0,50 0,50 0,50
95 % Interval  Donjagranica 0,26 0,11 0,14 0,11
pouzdanosti Gornja 0,74 0,89 0,86 0,89
granica
Medijan 0,50 0,00 0,00 0,00
Standardna devijacija 0,51 0,82 0,76 0,82
Minimum 0 0 0 0
Maksimum 1 2 2 2
Interkvartilni raspon 1,00 1,00 1,00 1,00
Jezgrin pup Srednja vrijednost 1,25 2,35 4,25 4,90
95 % Interval  Donjagranica 0,95 1,42 2,92 3,38
pouzdanosti Gornja 1,55 3,28 6,08 6,42
granica
Medijan 1,00 2,00 450 550
Standardna devijacija 0,63 1,98 443 3,24
Minimum 0 0 0 0
Maksimum 2 6 11 10
Interkvartilni raspon 1,00 2,00 550 6,00
Binuklearna stanica  Srednja vrijednost 11,85 11,70 14,45 7,50
95 % Interval  Donjagranica 9,81 934 11,40 541
pouzdanosti Gornja 13,89 14,06 17,50 9,59
granica
Medijan 12,00 12,00 14,00 6,00
Standardna devijacija 4,36 5,04 6,50 4,46
Minimum 2 0 6 2
Maksimum 20 20 26 18
Interkvartilni raspon 5,00 500 12,75 7,00

Skracenice: TO — pocetak (pasta Biomed Calcimax); T1 — 4 tjedna (zubna pasta 1 — 0 ppm NaF); T2

— 8 tjedana (zubna pasta 2 — 1050 ppm NaF); T3 — 12 tjedana (zubna pasta — 1450 ppm NaF).
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Tablica 6. Deskriptivna statistika za jezgrina oSte¢enja: piknozu, zgusnuti kromatin, kariolizu

I karioreksu za ispitivanu skupinu A (tekucina za ispiranje usne Supljine s 0 ppm NaF).

Citogenetsko

Vremenski period

oStecenje Varijabla T0 T1 T2 T3
Piknoza Srednja vrijednost 2,95 3,70 3,70 3,75
95 % Interval  Donja 2,07 2,66 2,55 2,65
pouzdanosti granica
Gornja 3,83 4,74 4,85 4,80
granica
Medijan 3,00 3,50 3,00 3,00
Standardna devijacija 1,87 2,22 2,45 2,24
Minimum 0 0 0 0
Maksimum 7 8 9 8
Interkvartilni raspon 2,00 2,75 3,00 2,75
Zgusnuti kromatin Srednja vrijednost 18,25 18,75 11,45 10,35
95 % Interval  Donja 14,78 1545 8,53 8,08
pouzdanosti granica
Gornja 21,72 22,05 14,37 12,75
granica
Medijan 20,00 18,00 11,00 10,00
Standardna devijacija 7,41 7,05 6,24 5,96
Minimum 5 4 0 2
Maksimum 32 36 23 21
Interkvartilni raspon 5,50 4,75 10,75 10,75
Karioliza Srednja vrijednost 178,45 193,40 155,95 200,45
95 % Interval  Donja 148,74 169,51 128,74 169,86
pouzdanosti granica
Gornja 208,16 217,29 188,68 231,89
granica
Medijan 180,00 186,00 140,00 200,0
Standardna devijacija 63,48 51,04 78,58 162,80
Minimum 53 120 83 95
Maksimum 277 290 324 295
Interkvartilni raspon 125,00 86,00 83,25 139,75
Karioreksa Srednja vrijednost 52,45 67,30 63,70 65,75
95 % Interval  Donja 36,45 4953 47,96 46,68
pouzdanosti granica
Gornja 68,45 85,07 79,44 80,96
granica
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Medijan 43,00 62,50 67,00 68,00

Standardna devijacija 34,19 37,97 33,69 32,50
Minimum 6 20 12 18
Maksimum 118 140 125 124
Interkvartilni raspon 68,00 61,75 66,25 58,25

Skracenice: TO — pocetak (pasta Biomed Calcimax); T1 — 4 tjedna (zubna pasta 1 — 0 ppm NaF); T2
— 8 tjedana (zubna pasta 2 — 1050 ppm NaF); T3 — 12 tjedana (zubna pasta — 1450 ppm NaF).
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Tablica 7. Deskriptivna statistika za jezgrina oSteCenja: mikronukleus, jezgrin pup i

binuklearna stanica za ispitivanu skupinu B (tekuc¢ina za ispiranje usne Supljine s 450 ppm NaF).

Vremenski period

Citogenetsko oStecenje Varijabla 70 T T T3
Mikronukeus Srednja vrijednost 052 062 086 0,71
95 % Interval Donjagranica 0,29 0,28 0,56 0,30
pouzdanosti Gornjagranica 0,76 0,96 1,16 1,13
Medijan 0,00 0,00 1,00 0,00
Standardna devijacija 0,51 0,74 065 0,90
Minimum 0 0 0 0
Maksimum 1 2 2 3
Interkvartilni raspon 1,00 1,00 1,00 1,00
Jezgrin pup Srednja vrijednost 1,19 490 4,10 4,86
95 % Interval Donjagranica 0,77 2,75 2,75 3,44
pouzdanosti Gornjagranica 161 7,06 548 6,28
Medijan 1,00 3,00 3,00 3,00
Standardna devijacija 092 4,74 303 311
Minimum 0 0 0 0
Maksimum 3 16 12 12
Interkvartilni raspon 2,00 7,00 3,50 4,00
Binuklearna stanica Srednja vrijednost 11,71 995 10,86 7,48
95 % Interval Donjagranica 9,15 6,83 8,64 5,23
pouzdanosti Gornjagranica 14,28 13,07 13,08 9,72
Medijan 12,00 7,00 10,00 6,00
Standardna devijacija 563 6,85 4,88 492
Minimum 2 0 3 0
Maksimum 22 23 20 18

Interkvartilni raspon

9,00 10,50 8,50 9,50

Skracenice: TO — pocetak (pasta Biomed Calcimax); T1 — 4 tjedna (zubna pasta 1 — 0 ppm NaF); T2
— 8 tjedana (zubna pasta 2 — 1050 ppm NaF); T3 — 12 tjedana (zubna pasta — 1450 ppm NaF).
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Tablica 8. Deskriptivna statistika za jezgrina oSte¢enja: piknozu, zgusnuti kromatin, karioliza

I karioreksa za ispitivanu skupinu B (tekucina za ispiranje usne Supljine s 450 ppm NaF).

Citogenetsko VTl Vremenski period
oStecenje T0 T1 T2 T3
Piknoza Srednja vrijednost 3,19 4,05 3,81 5,24
95 % Interval  Donja 2,22 2,40 2,57 3.32
pouzdanosti granica
Gornja 4,16 5,69 5,04 7.16
granica
Medijan 2,00 4,00 3,00 3,00
Standardna devijacija 2,13 3,61 2,71 4,21
Minimum 0 0 0 0
Maksimum 8 17 10 17
Interkvartilni raspon 3,00 2,50 1,50 3,50
Zgusnuti kromatin Srednja vrijednost 18,056 18,71 9,81 8,81
95 % Interval  Donja 15,11 13,23 7,71 6.19
pouzdanosti granica
Gornja 20,99 2420 1191 11.43
granica
Medijan 20,00 15,00 9,00 8,00
Standardna devijacija 6,45 12,04 4,62 5,75
Minimum 5 7 4 2
Maksimum 30 48 23 30
Interkvartilni raspon 9,50 16,50 4,00 4,00
Karioliza Srednja vrijednost 175,38 199,48 202,33 214,10
95 % Interval  Donja 145,27 158,95 176,01 185,27
pouzdanosti granica
Gornja 205,49 240,00 228,66 242,92
granica
Medijan 184,00 191,00 204,00 21,00
Standardna devijacija 66,14 89,03 57,83 63,31
Minimum 53 49 83 82
Maksimum 300 409 304 332
Interkvartilni raspon 87,00 73,00 134,00 131,00
Karioreksa Srednja vrijednost 50,76 96,14 93,24 102,71
95 % Interval  Donja 34,83 7825 79,42 85.61
pouzdanosti granica
Gornja 66,69 114,04 107,06 119.82
granica
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Medijan 40,00 99,00 89,00 100,00

Standardna devijacija 3500 3931 3035 37,58
Minimum 26 36 50 26
Maksimum 128 200 151 168
Interkvartilni raspon 52,00 56,00 53550 50,50

Skracenice: TO — pocetak (pasta Biomed Calcimax); T1 — 4 tjedna (zubna pasta 1 — 0 ppm NaF); T2
— 8 tjedana (zubna pasta 2 — 1050 ppm NaF); T3 — 12 tjedana (zubna pasta — 1450 ppm NaF).

Rezultati analize citoma bukalnog mikronukleusa kao markera stani¢ne proliferacije
(BNC), markera ostecenja kromosoma i DNK (MN i NBUD) i markera stani¢ne smrti/apoptoze
(CCC, KHC, PYK i KYL), prikazani su u Tablicama 9 i 10. Prema Mann—Whitneyjev U testu,
jedine znacajne razlike usporedbe dviju skupina s istovremenim vremenom uzorkovanja, bile
Su u broju stanica s jezgrinim pupoljcima u vremenskoj tocki T1 (p = 0,048) i kariorekse u
vremenskim tockama T1 (p = 0,020) i T3 (p = 0,003).

Prema Kruskal-Wallisovom testu uocena je statisticki znacajna razlika u broju stanica
s dvije jezgre i stanica s kondenziranim kromatinom u obje skupine (p < 0,001). Broj stanica s
dvije jezgre u skupini A i skupini B znacajno se smanjio od druge (T2) do trece (T3) vremenske
tocke (p = 0,020 odnosno p = 0,008).

Ovisnost rezultata citogenetskog oStecenja o svim prediktorskim varijablama odredena
je viSestrukom regresijskom analizom i prikazana u obliku Pareto dijagrama (Slike 5-8). Na
broj stanica s kariolizom (KYL) statisticki znacajno utjece konzumacija mesa ( = 41,263, SE
=11,437, p=0,001), dok na broj stanica s karioreksom utjece spol (p =27,493; SE = 12,182,
p =0,032).
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Tablica 9. Medijan (interkvartilni raspon) parametara oSte¢enja DNK (mikronukleus, jezgrin

pup, binuklearna stanica) u stanicama bukalne sluznice dviju testiranih grupa ispitanika u

razli¢itim vremenskim to¢kama.

Skupina A Skupina B
(tekuéinaza  (tekuéina

ispiranje za
Citogenetsko  Vrijeme 0 ppmF) ispiranje
oStecenje (n=20) 450 ppm p—
F) vrijednost
(n=21)
Mikronukleus TO — pocetak 0,5(1) 0(1) 0,880
(Biomed Calcimax)
T1 — Cetiri tjedna 0(1) 0(1) 0,436
(zubna pasta 1 — 0 ppm F)
T2 — osam tjedana 0(2) 1(1) 0,066
(zubna pasta 2 — 1050 ppm
F)
T3 — dvanaest tjedana 0(1) 0(1) 0,354
(zubna pasta — 1450 ppm
F)
p - vrijednost 0,888 0,471
Jezgrinpup  TO — pocetak 1(1)? 1 (2)ed 0672
(Biomed Calcimax)
T1 — Cetiri tjedna 2 (27 3 (AP 0,048*
(zubna pasta 1 — 0 ppm F)
T2 — osam tjedana 4,5 (5,5) 3(3,5)° 0,813
(zubna pasta 2 — 1050 ppm
F)
T3 — dvanaest tjedana 5,5 (6)? 3 (4) 0,733
(zubna pasta — 1450 ppm
F)
p - vrijednost <0,001* <0,001*
Binuklearne  TO — pocetak 12 (5) 12 (9)f 0,844
stanice (Biomed Calcimax)
T1 — Cetiri tjedna 12 (5) 7 (10,5) 0,210
(zubna pasta 1 — 0 ppm F)
T2 — osam tjedana 14 (12,75)¢ 10 (8,5)¢ 0,084
(zubna pasta 2 — 1050 ppm
F)
T3 — dvanaest tjedana 6 (7)° 6 (9,5)"9 0,813
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(zubna pasta — 1450 ppm
F)
p — vrijednost 0,016* 0,014*

Podaci su prikazani kao vrijednost medijana i interkvartilnog raspona.
*Statisticka znacajnost testirana je Mann-Whitney U testom (izmedu skupina u istom vremenu

uzorkovanja) i

Kruskal-Wallisovim testom (za svaku skupinu izmedu razli¢itih vremena

uzorkovanja). Isto veliko slovo u gornjem indeksu oznacavalo je statisticku razliku izmedu skupina u
istom vremenu uzorkovanja (“p = 0,048). Isto malo slovo u gornjem indeksu oznacavalo je statisticku

razliku u istim skupinama izmedu razli¢itih vremena uzorkovanja na temelju analize parova (**¢4p <
0,001, ¢p = 0,020, 'p = 0,030, 9p = 0,043).

Tablica 10. Medijan (interkvartilni raspon) citotoksi¢nih parametara (karioiza, karioreksa,

zgusnuti kromatin i piknoza)u stanicama bukalne sluznice dviju testiranih skupina sudionika u

razli¢itim vremenskim to¢kama.

Skupina A Skupina B
(tekuéina za (tekuéina za

ispiranje ispiranje
Citogenetsko  Vrijeme OppmF) 450 ppm F) p-
oStecenje (n=20) (n=21) vrijednost
Karioliza TO — pocetak 180 (125) 184 (87) 1,000
(Biomed Calcimax)
T1 — Cetiri tjedna 186 (86) 191 (73) 0,855
(zubna pasta 1 — 0 ppm F)
T2 — osam tjedana 140 (83,25) 204 (134) 0,225
(zubna pasta 2 — 1050 ppm
F)
T3 — dvanaest tjedana 200 (139,75) 210 (131) 0,382
(zubna pasta — 1450 ppm F)
p — vrijednost 0,318 0,088
Karioreksa  TO— podetak 43 (68)? 40 (52)>cd 0,990
(Biomed Calcimax)
T1 — Cetiri tjedna 62,5 (61,75 99 (56)A° 0,020*
(zubna pasta 1 — 0 ppm F)
T2 — osam tjedana 67 (66,25) 89 (53,5)° 0,285
(zubna pasta 2 — 1050 ppm
F)
T3 — dvanaest tjedana 68 (58,25)%% 100 (50,5)B 0,003*
(zubna pasta — 1450 ppm F)
p — Vv rijednost 0,017* <0,001*

47



Piknoza TO — pocetak 3(2) 2 (3) 0,926
(Biomed Calcimax)
T1 — Cetiri tjedna 3,5 (2,75) 4(2,5) 0,958
(zubna pasta 1 — 0 ppm F)
T2 — osam tjedana 3(2,5) 3(1,5) 1,000
(zubna pasta 2 — 1050 ppm
F)
T3 — dvanaest tjedana 3,5 (2,75) 3(3,5) 0,063
(zubna pasta — 1450 ppm F)
p — vrijednost 0,182 0,402
Zgusnuti TO — pocetak 20 (5,5)° 20 (9,5)9" 0,927
kromatin (Biomed Calcimax)
T1 — &etiri tjedna 18 (4,75) 15 (16,5)’ 0,218
(zubna pasta 1 — 0 ppm F)
T2 — osam tjedana 11 (10,75) 9 (4)¢ 0,378
(zubna pasta 2 — 1050 ppm
F)
T3 — dvanaest tjedana 10 (10,75)% 8 (4)M 0,464
(zubna pasta — 1450 ppm F)
p — vrijednost <0,001* <0,001*

Podaci su prikazani kao vrijednost medijana i interkvartilnog raspona.

"Statisticka znacajnost testirana je Mann-Whitney U testom (izmedu skupina u istom vremenu
uzorkovanja) i Kruskal-Wallisovim testom (za svaku skupinu izmedu razli¢itih vremena uzorkovanja).
Isto veliko slovo u gornjem indeksu oznacavalo je statistiCku razliku izmedu skupina u istom vremenu
uzorkovanja (*p = 0,020, Bp = 0,003). Isto malo slovo u gornjem indeksu oznacavalo je statisticku
razliku u istim skupinama izmedu razli¢itih vremena uzorkovanja na temelju analize parova (3>¢9p <

0,001, p = 0,020, 'p = 0,030, % = 0,043).
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Pozitivna

Broj stanica s mikronukleusom
B Negativna p=0,05

Dob [N
Spol
Broj kompozitnih ispuna
Konzumacija povréa
Konzumacija voca

Konzumacija mesa

Konzumacija alkohola [ NN

0,0 0,5 1,0 15 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0

t- vrijednost (za koeficijente, apsolutna vrijednost)
Slika 7. Rezultati viSestruke regresijske analize. Znacajna povezanost citogenetske krajnje
tocke u stanicama bukalne sluznice (broj stanica s mikronukleusima) s demografskim

¢imbenicima i ¢imbenicima nacina zZivota kao mogucim prediktorima.

49



Pozitivna Broj stanica s jezgrenim pupoljkom

Bl Negativna p=0,05
Dob
Spol
Broj kompozitnih ispuna
Konzumacija povréa

Konzumacija voca

Konzumacija mesa

Konzumacija alkohola [l

0.0 0.5 1.0 1.5 2,0 2.5 3,0 35 4,0
t-vrijednost (za koeficijente, apsolutna vrijednost)

Broj binuklearnih stanica
=0,05
Dob

Spol

Broj kompozitnih ispuna
Konzumacija povréa
Konzumacija voca

Konzumacija mesa

Konzumacija alkohola

0,0 0.5 1,0 15 2.0 2.5 3,0 35 4.0
t-vrijednost (za koeficijente, apsolutna vrijednost)

Slika 8. Rezultati visestruke regresijske analize. Znacajna povezanost citogenetskih krajnjih
tocaka u stanicama bukalne sluznice (broj stanica s jezgrinim pupoljcima i stanicama s dvije

jezgre) s demografskim ¢imbenicima i ¢imbenicima nacina Zivota kao mogu¢im prediktorima.
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Pozitivna

Broj stanica s kariolizom
B Negativna p=0,05

Dob
Spol

Broj kompozitnih
ispuna

Konzumacija povréa
Konzumacija voca [N

Konzumacija mesa

Konzumacija alkohola [[NNENEGGEGN

0,0 0.5 1,0 15 20 25 30 as 40

t-vrijednost (za koeficijente; apsolutna vrijednost)

Broj stanica s karioreksom
p=0.05

Dob

Spol

Broj kompozitnih ispuna
Konzumacija povréa

Konzumacija voca |

Konzumacija mesa

Konzumacija alkohola |

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0

t-vrijednost (za koeficijente; apsolutna vrijednost)

Slika 9. Rezultati viSestruke regresijske analize. Znacajna povezanost citogenetskih krajnjih
toc¢aka u stanicama bukalne sluznice (broj stanica s kariolizom i karioreksom) s demografskim

¢imbenicima i ¢cimbenicima nacina Zivota kao mogu¢im prediktorima.
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Pozitivna Broj stanica s piknozom
M Negativna =005

Dob
Spol NN
Broj kompozitnih ispuna
Konzumacija povréa
Konzumacija voéa [l

Konzumacija mesa

Konzumacija alkohola

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 335 4,0

t-vrijednost (za koeficijente; apsolutna vrijednost)

Broj stanica sa kondenziranim kromatinom
=005

Dob

Spol

Broj kompozitnih ispuna
Konzumacija povréa
Konzumacija voéa

Konzumacija mesa

g
Lo
Konzumacija alkohola |

0,0 0,5 1,0 15 2,0 2,5 3,0 33 4,0

t-vrijednost (za koeficijente; apsolutna vrijednost)
Slika 10. Rezultati visestruke regresijske analize. Znacajna povezanost citogenetskih krajnjih
to¢aka u stanicama bukalne sluznice (broj stanica s piknozom i kondenziranim kromatinom) s

demografskim ¢imbenicima i ¢imbenicima nacina Zivota kao moguéim prediktorima.
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U istrazivanju 0 povezanosti KEP indeksa i stavova o oralno-higijenskim znanjima,
stavovima i ponasanjima bio je ukljucen 41 ispitanik, od ¢ega su 15 (36,6 %) bili muskarci, a
26 (63,4 %) su bile zene. Najvise ispitanika je imalo visoku stru¢nu spremu (65,9 %) te ih je

najvise bilo u prosjeénom socio - ekonomskom statusu (73,2 %) (Tablica 11).

KEP indeks za ispitanike iznosio je 5,43 + 2.88 (M4 =5, IQR = 5; Min. =0, Max. =12).
Medu stupnjem edukacije ispitanika dominira visoka stru¢na sprema n = 27 (65,9 %), zatim
visa stru¢na sprema, n = 6 (14,6 %), doktorat ili vise, n =5 (12,2 %), te srednja stru¢na sprema
n =3 (7,3 %). Ispitanici su se izjasnili kako je njihov socio - ekonomski status prosjecan u
najveéem broju slucajeva, n = 30 (73,2 %), iznad prosjeka n = 11 (26,8 %) dok ni jedan ispitanik
nije bio ispodprosjecnog socio - ekonomskog statusa. Vise od polovice ispitanika n = 24 (58,5
%) se izjasnilo kako nitko od obitelji ili oni sami ne rade u stomatologiji, dok se n = 17 (41,5
%) ispitanika izjasnilo kako rade u stomatologiji.

Rezultati dijela upitnika o znanju o oralnom zdravlju i oralno-higijenskim navikama
pokazali su kako je veéina ispitanika to¢no odgovorila na pitanja, te da dobro vladaju osnovnim

oralno-higijenskim informacijama (Tablica 12).
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Tablica 11. Sociodemografski podatci ispitivanog uzorka.

Parametar

Ispitivani uzorak

n=41
Spol (n,%)
Musko 15 (36,6)
Zensko 26 (63,4)

Dob (godine)

Stupanj edukacije (n, %)
SSS
AN
VSS
Doktorat ili viSe

Socioekonomski status (n, %)

Ispod prosjeka

Prosjek

Iznad prosjeka
Ispitanik ili ¢lan obitelji radi u stomatologiji (n,
%)

Da

Ne

32,0 (29,75 - 34,25)

3(7,3)
6 (14,6)
27 (65,9)
5 (12,2)

0 (0)
30 (73,2)
11 (26,8)

17 (41,5)
24 (58,5)

Svi podatci su prikazani kao cijeli brojevi (postotak) ili kao medijan (interkvartilni raspon).

Kratice: SSS — srednja stru¢na sprema ; VSS — viSa stru¢na sprema ; VSS — visoka stru¢na sprema.

54



Tablica 12. Rezultati upitnika o znanju o oralnom zdravlju.

Ispitivani uzorak

Parametar (n, %) n=41
Da Ne Ne znam

%: Postoje dvije postave zubi koje se izmjene tijekom 38 (92,7) 3(7.3) 0(0,0)
zivota.
2. Upala zuba moze uzrokovati krvarenje desni. 33(80,5) 7(17,1) 1(2,4)
er]: I\_I_adoknada izgubljenog zuba moze popraviti oralnu 29(70,7) 11 (26.,8) 1(2.)

igijenu.
4. Karijes mlije¢nih zubi se ne treba lijeciti. 3(7,3) 37 (90,2) 1(2,4)
5. Bakterije su jedan od razloga problema s desnima. 37 (90,2) 2(4,9) 2 (4,9)
6. Gazirana pica loSe utjeCu na zube. 38 (92,7) 3(7,3) 0 (0,0)
7. Gubitak zubi moZze utjecati na govor. 39 (95,1) 2 (4,9) 0 (0,0)
8. Zub koji jena krivom m_]es:[u se moze pomaknuti na 38 (92,7) 2 (4,9) 1(2.)
ispravno mjesto uz stomatolosku terapiju.
9. Zubi zahvaceni karijesom mogu utjecati na izgled 39 (95,1) 2 (4,9) 0 (0,0)
osobe.
10. Pusenje ili zvvak'a.nje duhana moZe uzrokovati 39 (95,1) 2 (4,9) 0(0,0)
karcinom usne Supljine.
11. Bijele naslage na zubima se nazivaju dentalnim 39 (95.1) 2 (4.9) 0(0,0)

plakom.

Svi podatci su prikazani kao cijeli brojevi (postotak).

Rezultati dijela upitnika o stavovima o oralnom zdravlju i oralno-higijenskim

navikama pokazali su da vecina ispitanika ima pozitivne stavove o odrZzavanju svog oralnog

zdravlja (Tablica 13). Pitanje ,,Stomatolozi se brinu samo o lijjecenju zubi, a ne o prevenciji,*
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pokazuje nesto vecu disperziju odgovora od ostalih pitanja. Pitanje ,,Struganje zubnog

korijena je Stetno za desni (zubno meso),* ima najveci broj odgovora ,,Neodlucan sam®.
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Tablica 13. Rezultati upitnika o stavovima o oralnom zdravlju.

Ispitivani uzorak

n=41

Parametar (n, %)

. . Ne Uopce

Potpuno Slazem Neodlucan »
- slazem se ne
se slazem se sam =
se slazem
1. Cetkanje zubi dva puta
dnevno poboljsava oralnu 35(854) 5(12,2) 0(0,0) 0 (0,0) 1(2,4)
higijenu.
2. OdrZavanje zubi Cistima 1
zdravima je korisno za nase 39(95,1) 1(24) 1(2,4) 0(0,00 0(0,0)
zdravlje.
3. Nepravilno ¢etkanje zubi
moze uzrokovati bolest desni. 32(78,0) 8(19.9) 1(24) 0(0.0) 0(00)
i. S_!aﬂ(lSl mogu uzrokovati 33(80,5) 5 (12.2) 3(7.3) 0 (0,0) 0(0,0)
arijes.

5. Pranje zubi sa fluoridiranom 11
pastom sprjecava nastanak 24 (58,5) (26.8) 5(12,2) 1(2,4) 0(0,0
karijesa. ’
6. Stomatolozi se brinu samo o 14 18
lijecenju zubi, a ne o prevenciji. 2(4.9) 3(7.3) 4(98) (34,1) (43,9)
7. Krvarenje desni ukazuje na 22
upalu gingive (zubnog mesa). 15(36.6) (53,7) 2(4.9) 124 1(24)
8. Struganje zubnog korijena je 11
Stetno za desni (zubno meso). 9(220) 438 14341 (26,8) 3(7.3)

Svi podatci su prikazani kao cijeli brojevi (postotak).
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Rezultati dijela upitnika o ponasanju prema oralnom zdravlju prikazani su u Tablici

14.

Tablica 14. Rezultati upitnika iz ponaSanja prema oralnom zdravlju.

Ispitivani uzorak

n=41
Parametar (n, %)
Nikad Rijetko Povremeno ilako Uvijek
cesto

1. Pridajem zubima jednaku 12 23
vaznost kao bilo kojem drugom 0 (0) 1(2,4) 5(12,2)

. o (29,3) (56,1)
dijelu mojeg tijela.
2. Moji zubi su osjetljivi. 6 (14,6) 17 (415 14 (34,1) 3(73) 1(24)
3. Perem zube dva puta dnevno. 1(2,4) 0 (0,0) 0 (0,0) 9 (22,0) (73;16)
4. Koristim zube da bi otvorio
bocu pica. 35(854) 2(4,9) 3(7,3) 00,00 1(24)
5. Osje¢am bol u zubima dok
svacem hranu. 19 (46,3) 17 (41,5) 4 (9,8) 00,00 1(24)
S{J:fe""are mi desni dok perem o5 g8y 12(203)  6(146) 3(73) 0(00)
7. ldem na rutinske 15
stomatoloske kontrole. 3(7.3) 8(19.9) 9(220) 6 (14.6) (36,6)

Svi podatci su prikazani kao cijeli brojevi (postotak).
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Spearmanova korelacijska analiza je utvrdila da nema statisticki znacajne korelacije

izmedu KEP indeksa i zbira upitnika znanja (r = -0,005; p = 0,972) (Slika 9).

14
r=-0.005 ; p= 0972
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— — B5% intenal pouzdanosti

Slika 11. Korelacija izmedu KEP indeksa i zbira upitnika znanja (n = 41) ( *Spearmanova

korelacija).

Koristeci zbir ispita znanja, ispitanici su bili podijeljeni na one se bolje rijeSenim

ispitom (> 9 zbir; n = 33) te na one s losije rijeSenim ispitom (< 9 zbir; n = 8).

Model multivarijabilne logisti¢ke regresijske analize nezavisnih prediktora za bolje

rijeSen ispit je utvrdio da su znacajni negativni prediktori iznadprosjec¢ni socio-ekonomski



status (OR =0,023; 95 % CI 0,0007 - 0,794; p = 0,036) te visa stru¢na sprema (OR = 0,010;
95 % CI 0,0002 - 0,515; p = 0,021) (Tablica 15).
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Tablica 15. Multivarijabilna logisti¢ka regresijska analiza nezavisnih prediktora za bolje

rijeSen ispit znanja o oralnoj higijeni i zdravlju (n = 41).

Varijabla OR 95 % CI p - vrijednost
0,8853 —
Dob 0,9878 11022 0,826
0,0598 —
W . * H
Muski spol 0,7487 9.3755 0,822
: 0,5342 —
KEP indeks 0,8393 13188 0,447
SSst 220E+003 - 0,994
y 0,0002 —
i ! *
VSS 0,0102 0.5150 0,021
0,0102 -
. v T y
dr, sc, i vise 0,2369 5 5269 0,370
. . . L ,0007 —
Socioekonomski status iznad prosjeka* 0,0237 0,000 0,036*
0,7945
Ispitanik ili ¢lan obitelji rade u 0,0095 —
stomatologiji* 0.1208 1,5363 0.103

Kratice: 95 % CI - 95 % interval pouzdanosti; OR - multivarijabilni podeSeni omjer izgleda; KEP -
Karijes, ekstrakcija, plomba indeks; SSS - srednja struéna sprema ; VSS - vi$a stru¢na sprema,
dr,sc,— doktor znanosti.

* Zenski spol je referentna grupa
TVisoka stru¢na sprema je referentna grupa
! Prosje¢ni socioekonomski status je referentna grupa

# Ispitanik ili ¢lan obitelji ne rade u stomatologiji je referentna grupa
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S. RASPRAVA



Posljednjih nekoliko godina znac¢ajan broj objavljenih ¢lanaka prikazuje opsezne dokaze
koji se odnose na genotoksic¢nost i citotoksi¢nost fluorida. Vec¢ina ovih studija provedene su in
Vitro na razli¢itim ljudskim i zivotinjskim stani¢nim linijama, kao i tumorskim linijama, dok su
neke provedeni in vivo na pokusnim zivotinjama kao $to su Stakori. Zbog nedostatka klini¢kih

studija in vivo, toksi¢nost fluorida i dalje ostaje kontroverzno pitanje (120).

Cilj ove studije bio je utvrditi je li redovita kombinirana uporaba fluoridiranih proizvoda
za oralnu higijenu kao §to su zubne paste i tekuéine za ispiranje usne Supljine moze predstavljati
opasnost za ljudsko zdravlje zbog suviska fluorida u usnoj Supljini i utjecaja na bukalnu
sluznicu. U trenutku izrade ove studije, nema sli¢nih objavljenih istrazivanja. Kako bismo
odgovorili na ovo pitanje, proveden je bukalni mikronukleusni citom test na 41-om ispitaniku.
Hipoteza istrazivanja bila je da ¢e postojati razlike unutar skupina ovisno o koncentraciji
fluorida u zubnim pastama ili izmedu skupina ovisno o tome jesu li sudionici koristili teku¢inu
za ispiranje usne Supljine s fluoridom ili ne. Rezultati su pokazali da za vecinu ispitivanih
parametara nema statisticki znacajne razlike izmedu te unutar dviju ispitivanih skupina

(tekuéina za ispiranje bez i s fluoridima).

Nasi rezultati pokazuju da je ucestalost mikronukleusa ostala nepromijenjena unutar i
izmedu ispitivanih skupina: identificirano je 0 — 3 MN §to odgovara vrijednosti mikronukleusa
sa samog pocetka istrazivanja kada ispitanici nisu izloZeni potencijalnom genotoksi¢nom i
citotoksi¢nom uéinku fluorida, a ovakva vrijednost MN odgovara vrijednostima zdravih osoba

Sto je potvrdeno u vise drugih sli¢nih istraZivanja (116, 121).

Rezultat ukazuje na odsutnost genotoksi¢nog u¢inka fluorida u koncentracijama koje su
koristene. Medutim, primijecena je statistiCki znacajna razlika u broju stanica s jezgrinim
pupoljcima (p = 0,048) i karioreksom (p = 0,048) u T1 (4 tjedna) izmedu skupina A i B, §to
ukazuje na povecano citogenetsko oStecenje u skupini B, koja je koristila tekucinu za ispiranje
usne Supljine s fluoridom. Ovakvi rezultati podudaraju se s rezultatima studije Tadin i sur. gdje
je znacajno povecana ucestalost piknoti¢nih stanica, stanica s karioreksom i jezgrinim pupom,
a usporedivale su se razlicite vrste zubnih pasti (bez fluorida, s fluoridom 1 s natrij lauril

sulfatom) (71).

Godine 2021. objavljene su dvije studije o genotoksi¢nosti fluoridnih lakova i gelova
koji se koriste kod pacijenata s fiksnim ortodontskim aparaticima. Apiwantanakul i

Chantarawaratit pronasli su povec¢an sadrzaj metala i Smanjeno prezivljenje stanica, ali ne i
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genotoksiéni u¢inak na stanice bukalne sluznice ispitanika (122). Vazno ogranicenje njihove
studije bilo je Sto su koristili Papanicolaou metodu za bojenje bukalnih stanica, koja se ne moze
smatrati vjerodostojnom za identifikaciju mikronukleusa prema vise publiciranih znanstvenih
studija i samim protokolima za izradu bukalnog mikronukleus citom testa. Naime Nersesyan i
sur. proveli su usporedno testiranje uéinka nekoliko vrsta bojenja stanica na rezultate analize
mikronukleusa s oljustenih stanica bukalne sluznice (123). Zakljuéili su da se neke jezgrene
anomalije 1 keratinska tijela mogu pogresno protumaciti kao mikronukleusi s nespecifi¢énim
bojenjima DNK kao $to su Giemsa, Papanicolaou, Diff-Quick, Azur-eozin i May-Grunwald te
da na taj naCin dovode do lazno pozitivnog rezultata. Upotreba boja specificnih za DNK kao
§to su Feulgen, DAPI, akridin-narancasta i sli¢nih bojila obvezan je za BMCyt test kako ne bi

dolazilo do pogresnog tumacenja i lazno pozitivnih rezultata (124).

Chitra i sur. koji su takoder procjenjivali fluoridne lakove kod ortodontskih pacijenata,
pronasli su veci broj mikronukleusa u jednom vremenu u fluoridiranoj skupini u usporedbi s
nefluoridiranom kontrolom (125). Medutim, autori su analizirali samo 200 stanica po stakalcu
(po ispitaniku) $to nije dovoljno za objavu objektivnih rezultata prema originalnom BMCyt
protokolu (105), najmanje 1000 - 2000 stanica treba se pregledati po ispitaniku kako bi se

standardiziranom metodom dobili vjerodostojni rezultati (126).

Fluoridi se mogu apsorbirati u bukalnu sluznicu 1 to koriStenjem proizvoda za oralnu
higijenu koji se sastoje od 1500 ppm fluorida tijekom 4 mjeseca, a rezultati su potvrdeni na
istrazivanju bukalne sluznice kod ljudi i §takora (127). Studije na Stakorima pokazale su da
opetovana uporaba raznih stomatoloskih i oralno-higijenskih fluoridiranih proizvoda moze
dovesti do nakupljanja fluorida u usnoj Supljini, gdje suvisak fluorida moze uzrokovati

oSte¢enje DNK, potaknuti apoptozu i utjecati na stanicni ciklus (128).

Primjenom komet-testa (jednostani¢na elektroforeza), Ribeiro i sur. pokazali su kako
razli¢ite koncentracije fluorida ne oSte¢uju DNK i to na misjim stanicama limfoma, kulturi
ljudskih fibroblasta i stanicama oralne sluznice Stakora. Zakljucili su da natrijev fluorid ne
uzrokuje genotoksi¢ne promjene u oralnim stanicama Stakora te da fluorid ne moze biti
genotoksi¢an zbog nemoguénosti stvaranja dodataka na bazama DNK ili interkalacije u
sekundarnu DNK strukturu. Medutim, komet-test primarno detektira lomove lanaca DNK i

druga oste¢enja DNK koja fragmentiranu materiju prikazuju u obliku repa. Komet-test ne moze
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otkriti aneugeni¢ni ucinak ili uéinak na stani¢ni Ciklus, stoga ne pruza nuzno potpuni dokaz o

mutagenoj sposobnosti za ispitanu tvar (129).

Nekoliko drugih studija pokazalo je jaku genotoksi¢nu prirodu fluorida, ali molekularni
mehanizmi nisu bili potpuno jasni (130). Smatralo se da fluorid napada amino skupinu
povezanu s DNK izravno ili neizravno putem proizvodnje slobodnih radikala. Povezanost
endogenog glutationa koji izaziva genotoksi¢nost podupire teoriju neizravnog ucinka fluorida
na DNK stvaranjem slobodnih radikala. Jeng i sur. su u svojoj in vitro studiji zakljucili da
natrijev fluorid moze biti toksian za oralnu sluznicu, a posebno fibroblaste mehanizmom
inhibicije sinteze proteina i mitohondrijske funkcije, kao 1 iscrpljivanjem stanicnog ATP-a
(131).

Genotoksi¢ni u¢inak fluorida u koncentracijama koje se koriste u proizvodima za oralnu
higijenu ostaje kontradiktoran. Kod bukalnih stanica, morfoloske promjene jezgre i razliCite
promjene samog kromatina okarakterizirane su kao markeri citotoksi¢nih uc¢inaka (piknoza,
karioliza i karioreksa predstavljaju razli¢ite degenerativne i/ili adaptivne promjene te

oznacavaju pojavu apoptoze ili nekroze) (132).

Lee i sur. pokazali su da 5 - 40 mM natrijevog fluorida inducira apoptozu u ljudskim
gingivalnim fibroblastima preko mitohondrijskih putova i putova ovisnih o receptorima za
stani¢énu smrt (72). Brojne druge studije takoder su pokazale ucinke fluorida na apoptozu,

stani¢ni ciklus i stani¢nu smrt (133).

Zanimljivo je da smo u ovoj studiji primijetili da unutar skupine A i B postoji smanjenje
broja binuklearnih stanica (BN) od T2 do T3 i stanica s kondenziranim kromatinom (CC) od
T1 do T3. Postupno povecanje izloZenosti fluoridima dovodi do blagog smanjenja proliferacije
bazalnih stanica i apoptoze. Prema Rose i sur. fluorid se povezuje sa stanicama oralne sluznice
uglavnom preko izvanstani¢nog kalcijevog mosta; ako primijenimo ovu hipotezu na rezultate
ovog istrazivanja, moze se zakljuciti kako su mjesta vezanja kalcija mozda ve¢ bila zasi¢ena
prethodnom izlozenos¢u fluoridima pa se nije dogodilo veée ostec¢enje stanica koje bi ocekivali
(97). Cinjenica da nije primijeéena statisti¢ki zna¢ajna genotoksi¢nost/citotoksi¢nost fluorida u
ovoj studiji takoder moze biti povezana s fenomenom otpornosti na fluorid, koji je prvi put
primije¢en u nekih bakterijskih vrsta i1 sojeva, kao 1 nedavno u stani¢nim linijjama miSeva 1

Stakora (134).
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Rohr 1 sur. pokazali su slozen proces promjene izrazaja gena u misjim stanicama
izlozenim fluoridima, posebno kod gena koji se odnose na opéi odgovor na stres, sintezu
proteina i odrzavanje stani¢ne membrane (135). Satoh i sur. dokazali su na tri ljudske stani¢ne
linije iz usne Supljine (gingivalni fibroblasti, parodontni fibroblasti i stanice pulpe) da je
povecéanje otpornosti na NaF povezano sa starenjem (136). To moze biti zbog povecanja
stani¢nog 1 jezgrenog volumena te sadrzaja stani¢nih proteina, §to u konac¢nici moze rezultirati

razrjedenjem NaF u blizini ciljnog mjesta.

Rezultate studije teSko je usporediti s rezultatima drugih studija jer ne postoji sli¢no
osmisljena i provedena studija koja bi usporedivala genotoksi¢ne i citotoksi¢ne ucinke koristec¢i
zajedno pastu za zube i tekuéinu za ispiranje usta in vivo. Veéina provedenih studija su in vitro,
te su prili¢no razli¢ite u smislu dizajna studije, koriStenih metoda, vrste izloZenosti fluoridu i

veli¢ine uzorka.

Vazno je spomenuti da razli€iti bioloski, ekoloski i demografski ¢imbenici mogu
utjecati na rezultate in vivo istrazivanja. Usna Supljina je multifaktorijalno okruzenje; buduci
da svaki ispitanik ima specifi¢ne bioloske fluktuacije, vrlo je tesko izvedivo standardizirati in
Vvivo istrazivanje. Kako bi se izbjegle individualne devijacije, u ovom istrazivanju je svaki
ispitanik sluzio kao kontrola sam sebi, a interindividualna bioloska raznolikost bila je trivijalna
u konacnoj procjeni. Na ucestalost oSteCenja DNK takoder mogu utjecati mnogi ¢imbenici.
Pokazalo se da na ucestalost MN izmjerenu u limfocitima periferne krvi blokiranoj citokinezom
koristenjem BMCyt testa utjeCu dob, spol, nacin prehrane i Zivotni stil (137,138). Stoga je
kljutno uvesti mjerenje svih ovih ¢imbenika prilikom provedbe studije o izloZenosti
genotoksiénim agensima. U nasem istraZzivanju konzumacija mesa medu ispitanicima ima
statisticki znacajnu pozitivnu korelaciju izmedu kariolize ( = 0,545, SE = 11,437, p < 0,001),
a muski spol korelira s karioreksom (p = 0,415, SE = 12,512, p = 0,027). Ceppi i sur., u svom
istrazivanju dokazali su da su najces¢i potencijalni zbunjujuci ¢imbenici dob (98, 4%), spol
(85,7 %) 1 pusenje (90,5 %); medutim u nasem istrazivanju pusaci bili su iskljuceni zbog

moguceg velikog utjecaja na ucestalost MN i rezultate opcenito (16).

[ako je BMCyt test postao vrlo popularan alat za pracenje otkrivanja citogenetskih
ostecenja kod ljudi zbog svoje jednostavnosti i bezbolne metode uzimanja lako dostupnih
stanica, ovaj test takoder ima odredena kriticna ograni¢enja. Najvazniji ograni¢avajuci

¢imbenik je subjektivna vizualna procjena stakalaca pod mikroskopom, gdje se utvrduju
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citoloSki parametri, a samo bodovanje i mikroskopiranje ovisi o vjeStini, obuci i iskustvu
istrazivaca. Studija u kojoj je nekoliko laboratorija iz cijelog svijeta ocjenjivalo ista stakalca,
pokazala su se uniformna u identifikaciji mikronukleusa, no pojavila su se zna¢ajna neslaganja
u pogledu razli¢itih stani¢nih oblika kod stani¢ne smrti. Stoga, preporuceno je da se stani¢ne
anomalije povezane sa stanicnom smrcu (npr. kondenzirani kromatin i kariorekti¢ne stanice)

trebaju svrstati u jednu kategoriju (139).

Istrazivanje je imalo nekoliko ograni¢enja. Mehanizam kontrole ispitanika te hoce li se
pridrzavati tocno svih navedenih uputa nije bilo moguée provesti, jer ispitanici kroz duzi
vremenski period viSe puta dnevno sami koriste zubne paste i tekuéine za ispiranje usne
Supljine. lako je optimalno vrijeme za promatranje stani¢nih anomalija oljuStenih bukalnih
stanica izmedu 7 i 21 dan, prema metabolizmu bazalnih stanica, ipak je mozda trebalo uzeti
duzi vremenski period te viSe briseva kako bi rezultati bili §to to¢niji (140). Dob ispitanika
sli¢na je u obje skupine, ali citotoksi¢nost i genotoksi¢nost se mogu bolje ispitati ukoliko bi svi
ispitanici bili iz mlade dobne skupine (npr. ispod 30 godina) kako bi se izbjegli utjecaji starenja,
kao S$to je pokazano u nedavnim studijama o sindromu Down i Alzheimerovoj bolesti (108).
Daljnje ograni¢enje studije bila je veli¢ina skupine (123). Osim toga, uzorci su uzeti samo iz
bukalne sluznice, a u buduc¢im studijama trebalo bi razmotriti uzimanje uzoraka s drugih mjesta
oralne sluznice, kao $to su dno usne Supljine i orofarinksa, $to bi moglo donijeti bolji uvid u

toksi¢nost fluorida.

Promatranje u¢inaka fluoridirane paste za zube i tekucine za ispiranje usne Supljine vrlo
su slozeni U in vivo uvjetima. Glavna funkcija fluorida u oralnoj higijeni je da reagira s
hidroksiapatitom kako bi se stvorio fluorapatit koji stvara povecanu otpornost cakline na
kiseline (141). S obzirom da dinamicka kompeticija apsorpcije fluorida od strane tvrdog i
mekog tkiva nije jasna, te bi ucinke takoder trebalo istraziti u buducnosti. Ova se studija
usredotocila na paste za zube i tekuéine za ispiranje usne Supljine, te su potrebne daljnje studije
kako bi se ispitalo potencijalno citotoksi¢no i genotoksi¢no o$tec¢enje drugih proizvoda za
oralnu higijenu. Unato¢ tome, nasa in vivo studija donijela je korisne podatke o upotrebi
uobicajenih proizvoda za oralnu higijenu s fluoridom. Dodatno su potrebne studije koje
ukljucuju veci broj ispitanika s duljim prac¢enjem i mozda kombiniranje BMCyt testa s nekim
drugim metodama za procjenu moguceg osteCenja DNK, kromosomske nestabilnosti, stanicne

smrti i regenerativnog potencijala tkiva bukalne sluznice.
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Istovremena redovita svakodnevna uporaba paste za zube s fluoridom i tekucine za
ispiranje usta povecava koli¢inu fluorida koji dolazi u dodir s oralnom sluznicom koji se moze
dalje resorbirati u tkivo usne Supljine ili sistemski u organizam. Dakle, potencijalno Stetni
kumulativni u¢inak dugotrajne izloZenosti visku fluorida zbog svakodnevne upotrebe oralno-
higijenskih proizvoda ostaje otvoren, a daljnja su istrazivanja vrijedan doprinos naSem boljem

razumijevanju bioloskog ucinka fluorida.

Rezultati anketnog upitnika o znanjima, stavovima i ponaSanju prema oralnom zdravlju
su zadovoljavajuci. Vecina ispitanika je to¢no odgovorila na pitanja o znanju, sto se poklapa s
rezultatima Selveraj i sur. (119). U svojoj studiji, Harikiran i sur. navode rezultate provedbe
upitnika na 212 djece, a rezultati se dramati¢no razlikuju od nasih rezultata jer samo 38,5 %

djece pere zube dva puta dnevno, a vrlo malo ih posjeéuje doktora dentalne medicine (142).

Kod ispitanika u ovoj studiji KEP indeks iznosio je 5,43, $to je u usporedbi s KEP
indeksom Hrvatske za razdoblje od 2013. do 2015. godine znatno bolje, jer je tada KEP indeks
za dobnu skupinu 18,65 godina iznosio 12,5 (143). U svom ¢lanku, Aflalo i sur. zaklju¢uju kako
su pozitivno ponasanje i stavovi povezani s boljim oralno-zdravstvenim zdravljem. Takoder su
utvrdili statisticki znacajnu povezanost izmedu ponasanja koje ugrozava zdravlje i provodenja
higijene usne Supljine, $to je visi rezultat, veéa je vjerojatnost neprikladnog pranja zubi i manje
posjeta stomatoloskoj klinici (OR = 1,56, 95% CI = 1,85-2,62 i OR = 2,20, 95% CI =1,31-1,86)
(312).

Rezultati naSeg istrazivanja su pokazali da je iznadprosjecni socio-ekonomski status
(OR =10,023; 95 % CI = 0,0007 - 0,794; p = 0,036) i visoka stru¢na sprema (OR = 0,010; 95 %
Cl1 =0,0002 - 0,515; p =0,021) znacajan negativan prediktor. Ovaj rezultat je suprotan veéini
drugih studija, a pregledni ¢lanak autora Kumar 1 sur. zaklju¢uje kako su djeca iz obitelji s
visokim prihodima, obrazovanjem roditelja i obiteljskom ekonomijom imala bolju kvalitetu
Zivota §to se oralnog zdravlja ti¢e (144). U svojoj meta-analizi, Knorst i sur. povezali su nizi
socio - ekonomski status i losiju kvalitetu zivota povezanu s oralnim zdravljem u zemljama svih
ekonomskih Kklasifikacija, u svim dobnim skupinama i bez obzira na koriSteni socio - ekonomski
pokazatelj, a takoder je uoceno da $to je nizi socioekonomski polozaj pojedinaca, to je njihova
kvaliteta zivota povezana s oralnim zdravljem losija (145). Jedan od razloga zasto osobe s nizim

socio - ekonomskim statusom Cesto imaju loSije zdravlje zuba i usne Supljine moze biti
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onemogucen pristup stomatoloskoj skrbi, losiji uvjeti zivota, ogranicen pristup zdravoj hrani i

generalno poviSen rizik od oboljenja usne Supljine.

Lipsky i1 sur. u preglednom ¢lanku o povezanosti spola i oralne higijene utvrduju kako
muski spol ¢eS¢e ignorira probleme s oralnim zdravlje, ima losije higijenske navike, rjede
posjecuju stomatologa odnosno posjecuju ga kada imaju akutni problem, a ne preventivno te
¢esce obolijevaju od bolesti parodonta, karcinoma usne Supljine i traume zuba (146). Rezultati
naseg istrazivanja ne pokazuju znacajnu razliku izmedu znanja, stavova i ponasanja pojedinaca
prema oralnom zdravlju u odnosu na dob i spol. U budu¢nosti su potrebne studije s vise

ispitanika, kako bi podatci dobiveni istrazivanjem imali $to veéi znacaj.
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6. ZAKLJUCCI



Sukladno prethodno navedenim ciljevima, hipotezama i dobivenim rezultatima istrazivanja

mozemo zakljuditi:

1.

Izmedu dviju ispitivanih skupina (kombinacija zubnih pasta s teku¢inom za ispiranje
usne Supljine s i bez fluorida) nije bilo znacajnijih razlika u socio - demografskim

karakteristikama.

Za citogenetska jezgrina oSteCenja (mikronukleus, binuklearna stanica, Karioliza,
zgusnuti kromatin i piknoza) nema razlike izmedu skupine A (0 ppm NaF tekucina za
ispiranje) i B (450 ppm NaF tekucina za ispiranje) za vrijeme koriStenja zubnih pasta s

razli¢itom koncentracijom fluorida u nijednoj vremenskoj tocki.

U vremenu T1 (kada su primijenjene zubne paste bez fluorida) postoji razlika u broju
stanica s jezgrinim pupom i karioreksom izmedu skupina A (0 ppm NaF tekuéina za
ispiranje) i B (450 ppm NaF tekucina za ispiranje) (Mg = 2, IQR = 2 naspram Mg = 3,
IQR =7; p =0,048 te Mg = 62,5, IQR = 61,75 naspram Mg = 99, IQR = 56; p =0,020;
slijedom).

U vremenu T3 (kada je koristena zubna pasta s 1450 ppm NaF) postoji razlika u broju
stanica s karioreksom izmedu skupina A (0 ppm F tekucina za ispiranje) i B (450 ppm
NaF tekucina za ispiranje) (Mg = 68, IQR = 32,25 naspram My = 100, IQR = 50,5; p
=0,003).

Za mikronukleus, karioliza i piknoza ne postoji razlika unutar ispitivanih grupa ovisno

0 koncentraciji fluorida u koristenim zubnim pastama.

Za broj stanica s jezgrinim pupom postoji razlika za obje ispitivane skupine, skupinu A
(0 ppm NaF tekucina za ispiranje) i skupinu B (450 ppm NaF tekucina za ispiranje)
izmedu razlicitih ispitivanih vremena, ali jedino u odnosu na kontrolno vrijeme (TO)

kada se koristila komercijalno dostupna zubna pasta (p < 0,001).

Za broj binuklearnih stanica uoceno je smanjenje njihovog broja izmedu vremena T2
(zubna pasta s 1050 ppm NaF) i T3 (zubna pasta s 1450 ppm NaF) za obje testirane
skupine, skupina A (0 ppm NaF tekucina za ispiranje) i B (450 ppm NaF tekuéina za
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10.

11.

12.

ispiranje), (Mq = 14, IQR = 12,75 naspram Mq = 36, IQR = 7; p =0,016 te Mq= 10, IQR
= 8,5 naspram Mq = 6, IQR =9,5; p =0,014; slijedom).

Za broj stanica s karioreksom postoji razlika za obje ispitivane skupine, skupina A (0
ppm NaF tekucina za ispiranje) i skupina B (450 ppm NaF tekucina za ispiranje) izmedu
razli¢itih ispitivanih vremena, ali jedino u odnosu na kontrolno vrijeme (TO) kada se

koristila komercijalno dostupna zubna pasta (p = 0,017, p < 0,001; slijedom).

Za broj stanica sa zgusnutim kromatinom uoceno je smanjenja njihovog broja izmedu
vremena T1 (zubna pasta s O ppm NaF) i T3 (zubna pasta s 1450 ppm NaF) za obje
testirane skupine, skupinu A (0 ppm NaF tekuéina za ispiranje) i B (450 ppm NaF
tekucina za ispiranje), (Mq = 18, IQR = 4,75 naspram Mq = 10, IQR = 10,75; p < 0,001
te Mg =15, IQR = 16,5 naspram Mg = 8, IQR = 4; p <0,001; slijedom).

Sukladno dobivenim rezultatima moZemo zakljuciti kako uporaba zubnih pasta s
razli¢itom koncentracijom fluorida ne dovodi do citotoksicog i genotoksi¢nog ucinka u
stanicama bukalne sluznice, kao ni istovremeno koristenje fluoridiranih zubnih pasta i

tekucina za ispiranje usne Supljine.

U usporedbi prehrambeno-dijetetskih navika ispitanika i utjecaja na pojavnost oste¢enja
stanica, pokazano je da na broj stanica s kariolizom utjece jedino konzumacija mesa (8
=41,263, SE = 11,437, p=0,001), a na broj stanica s karioreksom utjece muski spol (
=27,493; SE = 12,182, p = 0,032).

Za bolje rijeSen upitnik o znanjima, stavovima i ponasanju prema oralnom zdravlju
znacajni negativni prediktori su iznadprosjecni socio-ekonomski status (OR = 0,023; 95
% C10,0007 - 0,794, p = 0,036) i visoka stru¢na sprema (OR = 0,010; 95 % CI 0,0002
- 0,515; p = 0,021).
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8. SAZETAK



Ciljevi: Glavni cilj istrazivanja je procijeniti potencijalni citotoksi¢ni i genotoksi¢ni u¢inak
kombiniranog koriStenja fluoridiranih zubnih pasta i tekuéine za ispiranje usne Supljine s
fluoridom mjerenjem pojavnosti mikronukleusa i ostalih jezgrinih anomalija u stanicama
bukalne sluznice mikronukleus testom. Sporedni ciljevi su procijeniti potencijalni citotoksi¢ni
I genotoksi¢ni ucinak zubnih pasta s razliitim koncentracija fluorida na pojavnost
mikronukleusa i ostalih jezgrinih anomalija u stanicama bukalne sluznice mikronukleus testom

te ispitati znanja, stavove i ponasanje ispitanika prema oralnom zdravlju.

Materijali i metode: Ovo prospektivno, dvostruko slijepo, paralelno randomizirano klinicko
ispitivanje provedeno je pomocu analize bukalnog mikronukleusnog citoma (BMCyt analiza).
Cetrdeset i jedan ispitanik nasumic¢no je rasporeden u dvije skupine. Svi su ispitanici koristili
iste vrste pasta za zube 12 tjedana, dizajniranih izri¢ito za ovu studiju (bez fluorida, 1050 ppm
NaF, odnosno 1450 ppm NaF; svaka kroz 4 tjedna). Istovremeno, tijekom tri mjeseca
istrazivanja, jedna skupina koristila je tekucini za ispiranje usta s fluoridom (450 ppm NaF), a
druga bez fluorida. Uzorak bukalne sluznice uzet je prije uporabe testiranih proizvoda te nakon
4, 81 12 tjedana njihove uporabe. Anketni upitnik o znanjima, stavovima i ponasanju sadrzavao

je 11 pitanja o znanju, 8 o stavovima i 7 o ponasanju prema oralnom zdravlju.

Rezultati: Ucestalost mikronukleusa i vecina drugih bodovanih parametara iz BMCyt testa nije
pokazala statisticki znacajne razlike unutar 1 izmedu ispitivanih skupina. Usporedujuci dvije
skupine, samo je statisticki znac¢ajno povecanje broja stanica s jezgrinim pupoljcima (p = 0,048)
i karioreksom (p = 0,020) nakon 4 tjedna koristenja primijeceno u skupini koja je koristila
tekucinu za ispiranje usta s fluoridom. Znanja, stavovi i ponasanje prema oralnom zdravlju
takoder ne pokazuju znac¢ajnija odstupanja od to¢nih odgovora i pozitivnog stava te ponaSanja,
a za bolje rijeSen upitnik o znanjima, stavovima i ponasanju prema oralnom zdravlju znacajni
negativni prediktori su iznadprosjecni socio-ekonomski status (OR = 0,023; 95 % CI 0,0007 -
0,794; p=0,036) i visoka stru¢na sprema (OR = 0,010; 95 % CI 0,0002 - 0,515; p = 0,021).

Zakljucéak: Na temelju rezultata moze se zakljuciti da istovremena primjena fluoridirane zubne
paste i fluoridirane tekucine za usta ne dovodi do citotoksi¢nog i genotoksi¢nog oStecenja
stanica bukalne sluznice. Na broj stanica s kariolizom utjeCe konzumacija mesa, a na broj
stanica s karioreksom utjece muski spol. Za bolje rijeSen upitnik o znanjima, stavovima i
ponasanju prema oralnom zdravlju zna€ajni negativni prediktori su iznadprosjecni socio -

ekonomski status i visoka stru¢na sprema.
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9. SUMMARY



Diploma thesis title: Assessment of damage to the buccal cells of the oral cavity caused by

fluoride

Objectives: The main objective is to evaluate the potential cytotoxic and genotoxic effect of
the combined use of fluoridated toothpastes and mouthwashes with fluoride by measuring the
occurrence of micronuclei and other nuclear anomalies in the cells of the buccal mucosa using
the micronucleus test. Secondary objectives are to assess the potential cytotoxic and genotoxic
effect of toothpastes with different concentrations of fluoride on the occurrence of micronuclei
and other nuclear anomalies in the cells of the buccal mucosa using the micronucleus test, and

to examine the knowledge, attitudes and behavior towards the oral health.

Materials and methods: This prospective, double-blinded parallel randomized clinical trial
was conducted using a buccal micronucleus cytome assay (BMCyt assay). Forty-one
participants were randomly assigned to the two groups. All participants have been using the
same kinds of toothpaste for 12 weeks, designed explicitly for this study (non-fluoride, 1050
ppm NaF, and 1450 ppm NaF each for four weeks, respectively). Simultaneously, during the
three months of the research, one group used mouthwash with fluoride (450 ppm NaF) and
another without fluoride. The buccal mucosal sampling was taken before using the tested
products and after 4, 8, and 12 weeks of their use. The survey questionnaire on knowledge,
attitudes and behavior had 11 questions on knowledge, 8 on attitudes and 7 on behavior towards

oral health.

Results: The frequency of micronuclei and the majority of other scored end-points from the
BMCyt assay showed no statistically significant differences within and between the studied
groups. Comparing two groups only statistically significant increase in the number of cells with
nuclear buds (p = 0,048) and karyorrhexis (p = 0,020) at four weeks of usage were observed in
the group that used mouthwash with fluoride. Knowledge, attitudes and behavior towards the
oral health also does not show significant deviations from correct answers and positive attitude
and behavior, and for the better-solved questionnaire on knowledge, attitudes and behavior
towards oral health, significant negative predictors are above-average socio-economic status
(OR =0,023; 95 % CI1 0,0007 - 0,794; p = 0,036) and higher education grade (OR = 0,010; 95
% CI10,0002 - 0,515; p = 0,021).

Conclusion: Based on the results, it can be concluded that simultaneous application of

fluoridated toothpaste and fluoride mouthwash does not lead to cytotoxic or genotoxic damage
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in buccal mucosal cells. The number of cells with karyolysis is affected by meat consumption,
and the number of cells with karyorrhexis is affected by male gender. For the better-solved
questionnaire on knowledge, attitudes and behavior towards oral health, significant negative

predictors are above-average socio-economic status and high professional education.
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DODATAK |



UPITNIK - O PRIMJENI FLUORIDA U ORALNOM ZDRAVLIU I ORALNO-
HIGLIENSKIM NAVIKAMA ISPITANIKA

DIO 1. OPCENITI PODATCI O ISPITANIKU {odabrati jednu od ponudenih opcija osim
za dob gdje treba napisati broj godina)

1. Dob (godine)
2. Spol M Z
3. Struéna sprema (NS5, 588, VS, VSS, dr. sc i vige)

4. Socioekonomski status (iznad prosjeka’ prosjeéno / ispod prosjeka)

Lh

Radite li vi ili netko od vage obitelji radi u ordinaciji dentalne medicine (DA/ NE)

DIO 2. Znanja o oralnom zdravlju - odaberite jedan odgovor za koji smatrate da je

todan.

1. Postoje dvije postave zubi koje se izmjene tijekom Zivota. Da | Me | Neznam
2. Upala zuba mo#e uzrokovati krvarenje desni. Da | Ne | Neznam
3. | Nadoknada izgubljenog zuba moze popraviti oralnu higijenu | D2 | Ne | Neznam
a. Karijes mlijenih zubi se NE treba lijeciti Da | Ne | Neznam
5. Bakterije su jedan od razloga problema s desnima. Da | Ne | Neznam
. Gazirana pic¢a lode utjeu na zube. Da | Me | Neznam
7. Gubitak zubi moZe utjecati na govor. Da | Me | Neznam

Zub koji je na krivom mjestu se moZe pomaknuti na ispravno
8. i B Da | Me | Ne znam
mjesto uz stomatolosku terapiju.

9. Zubi zahvaceni karijesom mogu utjecati na izgled osobe. Da | Me | Neznam
Pufenje ili #vakanje duhana mo#e uzrokovati karcinom usne
10. B Da | Me | Neznam
fupljine.

11. Bijele naslage na zubima se nazivaju dentalnim plakom. Da | Me | Neznam




DIO 3. Stavovi o oralnom zdravlju — odaberite jedan odgovor za koji smatrate da

najholje odgovara Vaiem stavu.

. ) ) Potpuno Ne )
Cetkanje zubi dva puta dnevno Slazem | Neodlucan Uopée se
1. ) o s slafem
poboljiava oralnu higijenu. se sam ne slazem
slazem se
Odrzavanje zubi Eistima i Potpuno Ne
Slazem | Meodlucan Uopée se
2. | =zdravima je korisno za nade se slazem
) se sam ne slafem
zdravlje. slaZem se
) ) ) Potpuno Ne
Nepravilno etkanje zubi moZe Slazem | Neodludan Uopée se
£} s slafem
wzrrokovati bolest desni. se sam ne slazem
slaZem se
o ) Potpuno Ne
Slatkisi mogu uzrokovati Slazem | Neodlucan Uopée se
4. - se slafem
karijes. se sam ne slazem
sladem se
Pranje zubi sa flucriranom Potpuno Ne
- Slazem | MNeodluéan Uopée se
5. pastom sprijetava nastanak s€ slazem
B se sam ne slazem
karijesa. slaZem se
Stomatolozi se brinu samo o | Potpuno Ne
Slazem | Neodlucan Uopée se
6. lijeenju zubi, a ne o s slafem
se sam ne slazem
prevencijl. slazem se
) ) ) Potpuno Ne
Krvarenje desni ukazuje na Slazem | Meodlucan Uopée se
7. o se slazem
upalu gingive (zubnog mesa). se sam ne slafem
slaZem se
) o Potpuno Ne
Struganje zubnog korijena je Slazem | Neodludan Uopée se
. s slafem
Stetno za desni (zubno meso). 52 sam ne sladem
slaZem se
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DIO 4. PonaZanje prema oralnom zdravlju — odaberite jedan odgovor za koji smatrate

da je najtofniji za Vas.

Pridajem zubima jednaku

kontrole.

l. | vaZnost kao bilo kojem drugom | MNikad | Rijetko | Povremeno | Jako Sesto | Uwijek
dijelu mojeg tijela.
2. Moji zubi su osjetljivi. Nikad | Rijetko | Povremeno | Jako &esto | Uvijek
3. | Perem zube dva puta dnevno. | Mikad | Rijetko | Povremeno | Jako festo | Uwijek
Koristim zube da bi otvorio ) N B
4, ) Nikad | Rijetko | Povremeno | Jako &esto | Uvijek
bocu pica.
Osjec¢am bol u zubima dok ) N B
5. Nikad | Rijetko | Povremeno | Jako &esto | Uwijek
Zvatem hranu.
Korvare mi desni dok perem
6. b Nikad | Rijetko | Povremeno | Jako &esto | Uvijek
zube.
Idem na rutinske stomatoloske ) B 3
7. Nikad | Rijetko | Povremeno | Jako esto | Uvijek
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