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1.1. Usna Supljina ¢ovjeka i oralni mikrobiota

Usna Supljina ¢ovjeka pocetni je dio njegovog probavnog sustava. Specificna je po
tome Sto ima izravan kontakt s vanjskim svijetom, tj. okoliSem zbog svog anatomskog
polozaja, oblika i funkcije; sudjeluje u hranjenju, pijenju, Zvakanju, gutanju, disanju i govoru.
U vrijeme radanja usna Supljina novorodenceta sterilna je, no tijekom porodaja
mikroorganizmi iz maj¢inog porodajnog kanala koloniziraju sluznicu usne Supljine
novoroden&etal’. Daljnja mikrobioloska kolonizacija usne $upljine nastavlja se nakon poroda.
Ljudi se radaju s refleksom sisanja'> * koji omoguéuje pojedincu hranjenje u toj dobi; pri
kontaktu mikroorganizmi s majc¢ine koze ili usta zapoc¢inju naseljavanje usne Supljine njenog
potomka!'l. Sastav oralne flore, odnosno oralne mikrobiote dalje se mijenja tijekom Zivota
ovisno o godinama starosti te o postojanju tj. statusu zubala. Oralna mikrobiota najviSe se
mijenja u vrijeme nicanja zuba kao neljusteceg tvrdog tkiva sa svojim gingivnim sulkusom
(prethodno nepostoje¢ih anatomskih struktura) u kojem prevladavaju anaerobni uvjeti
pogodni za razvoj istoimenih bakterija'*!. U bezubih osoba sastav oralne mikrobiote nalikuje

onom koji je bio prisutan prije nicanja zuba''!.

Literatura joS uvijek nije sloZna u preciznom definiranju ukupnog broja jedinki te
broja vrsta mikroorganizama koji naseljavaju nasu usnu Supljinu. Jedan od razloga je Sto se
oralna mikrobiota sastoji od vise domena mikroorganizama: prokariotskih (bacteria,
archaea), eukariotskih (fungi, protozoa) te mogucih virusnih ¢estica koje mogu biti prisutne s
vremena na vrijeme"’. Navedeni organizmi (1 virusi) mogu Zivjeti na raznim povrSinama
anatomskih struktura usne Supljine ukljucujuéi usne, sluznicu obraza, zube, gingivalne

5. 61 'S obzirom na to da od svih navedenih

sulkuse, jezik, tvrdo i meko nepce te tonzile
mikroorganizama prisutnih u usnoj Supljini covjeka po broju jedinki i vrsta dominiraju upravo
bakterije, drugi razlog oteZzanog definiranja humane oralne mikrobiote moZe biti komplicirano
specificiranje tj. identifikacija svih tih vrsta. Naime, samo 50 % do 60 % vrsta bakterija
nativno prisutnih u usnoj Supljini ovjeka moguée je uzgojiti u laboratorijskim uvjetima® =7,
Ostatak se odnosi na vrste koje je (zasad) nemoguce uzgojiti izvan Zivih stanica te se moderna
istrazivanja okrecu identifikaciji koriste¢i molekularne metode, ponajvise sekvenciranju
bakterijskih gena — metagenomici (sekvenciranje 16S rRNA — Human Microbiome Project)
16-91 Uz veé¢ spomenute visestruke povriine koje koloniziraju razli¢ite bakterije unutar iste

usne Supljine samo jednog pojedinca te uz prikazane prepreke u identifikaciji i
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klasifikaciji oralne mikrobiote mogu se ubrojiti i individualne razlike pojedinaca (vrsta
prehrane, geografska lokacija itd.) te tako se dolazi do zakljucka kako je egzaktno definiranje

oralne mikrobiote Covjeka dug, vremenski, financijski i materijalno zahtjevan te slozen

posao” ~ ). Usprkos enormnoj raznolikosti i sloZenosti oralne mikrobiote, zanimljivo je

spomenuti kako mnogi mikroorganizmi Cesto izolirani iz susjednih ekosustava (poput koze ili

ostatka probavnog sustava) ne moraju biti prisutni i u usnoj Supljini. To dalje upucuje na

jedinstvenu i selektiviu osobinu usne Supjine u vezi s kolonizacijom mikroorganizmima'" .

Unato¢ svemu napredak je evidentan. Leeuwenhoek u 17. stolje¢u pod svoj mikroskop

izlaze plak s vlastitih zubi — ,,malu bijelu tvar* i opisuje da ,,u spomenutoj bijeloj tvari ima

«l19 Njegovo je otkri¢e zapravo bilo prvo videnje oralnih

mnogo jako malih Zivih Zivotinjica
bakterija koje je poznato!"®~'?!. Danas moderna literatura navodi podatke koji govore o brojci

izmedu 500 i 700 vrsta, odnosno podtipova bakterija koje su u stanju naseliti ljudska usta® ~",

dok ukupan broj bakterijskih jedinki u ustima jednog pojedinca moze premasiti 1 20 milijardi.

To 1 nije teSko zamisliti kada se uzme u obzir ¢injenica da ¢ovjek u okoli§ emitira milijun

(13

biologkih &estica po satu'!, dok bakterijske stanice prisutne u cijelom &oviekovom tijelu

nadmasuju broj njegovih vlastitih stanica: nekada se mislilo da je to ¢ak 10 : 1 u korist

[14,15 16, 17]

bakterija I dok novija istrazivanja upuéuju na manji omjer'

Iako je broj bakterija u ¢ovjekovom tijelu, tj. usnoj Supljini zaista impresivan, ve¢ina
njih spada u ono §to se naziva fizioloSkom florom, odnosno fizioloSkom mikrobiotom. To
znadi da je ista razvila komenzalni odnos s Govjekom kao domac¢inom’; taj balansirani
bakterijski biofilm pomaZe oluvati zdravlje domaéina'® '*!. Isti komenzalni odnos moguée je
primjetiti i u udaljenim dijelovima probavnog sustava®’!. Poremeéaj komenzalnog odnosa tj.

[21, 22]

disbioza usne Supljine dovodi do lokalno prisutnih oboljenja, poput parodontitisa , a broj

dokaza o utjecaju 1 povezanosti iste s nekim sustavnim bolestima, poput reumatoidnog

.. 23 .25 . . o - NPT
artritisa, stanovit je i u porastu' I Takoder se, u nekim sludajevima, zasluge pojedina¢ne

[26, 27] [28, 29]

vrste bakterije mogu pripisati udaljenim infekcijama 1 krvarenjima u organizmu
Komenzalni odnos pojedinac moZe narusiti Stetnim navikama poput puSenja i neodrzavanja
adekvatne oralne higijene; puSenje stvara disbiozu mikrobiote usne Supljine®” dok
neadekvatna oralna higijena omogucuje akumuliranje plaka i kamenca pa se tim povecava

ukupan broj bakterija u usnoj Supljini'*'.
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Tablica 1. Fizioloska (gram pozitivna) flora usne Supljine. Izradeno po

Gram pozitivna
flora usne Supljine

[1,5]

Gram pozitivni koki
(fakultativni anaerobi)

Rod Streptococcus:
S. mutans
S. sobrinus
S. criceti
S. ratti
S. salivarius
S. vestibularis
S. anginosus
S. intermedius
S. constellatus
S. mitis
S. sanguinis
S. gordonii
S. oralis
S. cristatus
S. parasanguinis
S. oligofermentans
S. sinensis
S. australis
S.peroris
S.infantis

Rod Staphylococcus:
S. aureus
S. epidermidis
S. saprophyticus

Gram pozitivni koki
(anaerobi)

Rod

P. anaerobis

Rod Micromonas:
M. micros

Rod Finegolida:
F. magnus

Rod Peptoniphilus:
P. asaccharolyticus

Rod Stomatococcus:

S. mucilagenosus

Rod Rothia:
R. dentocariosa

Rod Bifidobacterium:

B. dentium

Peptostreptococcus:

Gram pozitivni Stapici i
filamentozne bakterije

Rod Actinomyces:
A. israelii
A. odontolyticus
A. myeri
A. georgiae
A. gerencseriae
A. naeslundii

Rod Lactobacillus:
L. casei
L. fermentum
L. acidophilus
L. salivarius
L. rhamnosus

Rod Eubacterium:
E. brachy
E. nodatum
E. saphenum

Rod Propionibacterium:

P. acnes
P. propionicus
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Tablica 2. Fizioloska (gram negativna) flora usne Supljine. Izradeno po

Gram negativna
flora usne Supljine

[1,5]

Gram negativni koki

N. subflava
N. mucosa
N. sicca

Rod Veilonella:

V. parvula
V. dispar
V. atypica

Rod Neiserria:

Gram negativni Stapici
(fakultativni anaerobi,
mikroaerofili i kapnofili)

Rod Haemophilus:
H. parainfluenzae
H. sengis
H. aphrophilus
H. haemolyticus
H. parahaemolyticus

Rod Aggregatibacter:
A.

Rod Eikenella:
E. corrodens

Rod Capnocytophaga:

C. gingivalis
C. sputigena
C. ochracea
C. granulose
C. haemolytica

actinomycetemcomitans

Gram negativni Stapici
(obligatni anaerobi)

Rod Porphyromonas:
P. gingivalis
P. endodontalis
P. catonie

Rod Prevotella:
P. intermedia
P. nigrescens

P. loescheii
P. corporis
P. melaninogenica

P. buccae

P. oralis

P. oris

P. oulora
P. veroralis

P. dentalis

Rod Fusobacterium:
F. nucleatum
F. sulci
F. alocis
F. periodonticum

Rod Wolinella:
W. succinogenes

Rod Selenomonas:
S. sputigena
S. noxia
S. fluggeei
S. infelxi
S. diane

Rod Treponema:
T. denticola

T. macrodentium

T. skoliodontium
T. socranskii

R D.
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1.2. Oralno zdravlje i oralna higijena

Oralno je zdravlje stanje pojedinca u kojem je slobodan od kroni¢ne boli usta i lica,
raka usne Supljine i grla, oralnih vrijedova, urodenih defekata poput rascjepa usne i nepca,
parodontnih bolesti, karijesa, gubitka zuba te svih ostalih bolesti i poremecaja koji zahvacaju
ljudsku usnu Supljinu”®"!. Samo zdrava usna Supljina omoguéuje Sovieku prehranu, govor i
socijalni kontakt bez ikakvih poteskoca. Faktori rizika za oralne bolesti ukljucuju nezdravu
prehranu, uzivanje duhana, prekomjerno uzivanje alkohola, neodgovorno spolno ponasanje i

losu oralnu higijenu®".

Oralna je higijena radnja, odnosno praksa pojedinca u odrzavanju Cisto¢e zuba i usta u
svrhu prevencije bolesti zuba i usne Supljine. Postoji odredena skupina ljudi na svijetu koja
¢esto Cuje pitanje ,,ZaSto moram prati zube?*, naj¢eS¢e u vecernjim satima i najceSce upitano
od strane svojih potomaka. To je isto pitanje koje i1 kolege kliniCari, kao zdravstveni
profesionalci, ¢uju od svojih (mladih) pacijenata. Zasto se mora odrzavati adekvatna oralna
higijena? Iako svi na$i predci nisu odrzavali oralnu higijenu to ne znac¢i da nisu imali
problema s karijesomml, Evolucijski razlog potrebe za adekvatnom oralnom higijenom lezi u
dugotrajnosti ljudskog zubala. Na$ najblizi genetski srodnik — ¢impanza — u divljini Zivi oko
30, dok u zatoGenistvu moZe pozivjeti i do 60 godina*'. To je ve¢ dovoljno za razvoj karijesa

i parodontnih bolesti, zbog ¢ega se podvrgavaju redovitim oralnim pregledima i higijeni.

Slika 1. Intraoralni pregled cimpanze u zatocenistvu. Preuzeto iz **.
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Ljudski zivotni vijek danas je procijenjen na oko 68 (svjetski prosjek) do 78 godina
(razvijene zemlje)™, to zna¢i da danas ljudi Zive dvostruko duze od svojih najblizih
genetskih srodnika, a i znatno duze od svojih pravih predaka™* **!. To je i vide nego dovoljno
vremena da ih sustignu bolesti zuba i okolnih potpornih te mekih tkiva. Uz razliku u Zivotnom
vijeku u odnosu na pretke postoji i znatna razlika u prehrani; u modernoj ljudskoj prehrani
dominiraju $krob i jednostavni Seéeri”® *" — supstrat koji uz uzro¢nika (bakterije), domaéina
(Sovieka, tj. njegovu usnu $upljinu) i vrijeme uzrokuje karijes”™ **\. Osim evolucijskih razloga
valja spomenuti i one prakticne tj. anatomske. Specificnost usne Supljine jest Sto ona sadrzi
zube — tvrdo tkivo bez mogucénosti ljustenja stanica epitela u svrhu sprjecavanja adhezije

bakterija — te gingivne sulkuse i meduzubne prostore kao mjesta koja nisu uvijek dostupna

fizioloskom c¢iS¢enju (ispiranje 1 otplavljivanje slinom).

Iako sam naziv ne ukazuje na Siru sliku, oralno zdravlje neodvojiv je i sastavni dio
opc¢eg zdravlja te vazan ¢imbenik ukupne kvalitete Zivota. Ve¢ u uvodnom dijelu o oralnoj
mikrobioti spomenuta je vaznost uravnotezenosti fizioloske flore usne Supljine zbog njenog

utjecaja na sustavno zdravlje™ ~**!. Redovita i kvalitetna oralna higijena sprje¢ava parodontna

[40 - 42] [43 - 45]

oboljenja koja su takoder povezana s nekim metabolickim ili kardiovaskularnim

bolestima. Trenutno postoji mnostvo nedvojbenih dokaza o mnogostrukoj povezanosti

oralnog i sustavnog zdravlja, a njihov je broj i dalje u porastu™®.

Konstantni napredak dentalne medicine, kao grane op¢e medicine, omogucio je
dostupnost novih tehnologija i postupaka koji u klinickoj praksi olakSavaju dijagnostiku i
terapiju najces¢ih oralnih bolesti — prednost koja je dobrodosla i terapeutima 1 pacijentima.
Unato¢ spomenutom napretku struke, ¢injenici o povezanosti oralnog i sustavnog zdravlja te
mogucnosti prevencije bolesti adekvatnom oralnom higijenom, svjedoci smo kako mnogi od
nas oralno zdravlje uzimaju ,,zdravo za gotovo*, odrZavaju nedostatnu oralnu higijenu te
ignoriraju potrebu za redovitim stomatoloskim pregledima. Karijes je danas, u 21. stoljecu,
jo§ uvijek velik javnozdravstveni problem™. Pokazatelj lose oralne higijene i posljedi¢no
loSeg oralnog zdravlja na lokalnoj razini jesu i poraZavaju¢i podaci o oralnom zdravlju za
Republiku Hrvatsku koji govore o vrlo visokim KEP indeksima kako u populaciji mladih,
odnosno $kolske djece!*”, tako i u opéoj populaciji*®’. Isti podaci pokazuju kako Hrvatska
zaostaje u odnosu na razvijenije drzave Europske unije!*’). Vlada Republike Hrvatske

prepoznala je vaznost oralnog zdravlja te u svom strateSkom planu promicanja i zaStite
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oralnog zdravlja na prvo mijesto stavlja edukaciju i prevenciju*®!. Edukacija bi trebala
zapoCeti od ,,najmanjih nogu“*’ kako bi se djeci kroz igru, tj. na njima prihvatljiv nagin,
poblize prikazala dentalna medicina i time smanjio strah od stomatoloSke ambulante i osoblja.
Isto vrijedi 1 za prevenciju koja je manje traumaticna za pacijente svih dobi, a najbolja je

prevencija upravo oralna higijena.

Slika 2. Studentska organizacija ,, Zubolina “ za edukaciju djece o oralnom zdravlju i higijeni.
Autorska fotografija.

1.3. Instrumenti i sredstva za oralnu higijenu

Oralna higijena sastoji se od osnovnog mehanickog dijela — cetkanja, odnosno
uklanjanja plaka s povrSine zubi — te od potpornog kemijskog dijela gdje aktivni sastojci past1

52] [53 - 55]

. o .. . v . . . ce 12150 - . iy - .
za zube i tekuéina za ispiranje usta vrie svoj remineralizacijski , antisepticki i

antizadahni®® u¢inak. Cetkica za zube najpopularnije je, odnosno najkoristenije pomagalo u
oralnoj higijeni. Postala je toliko prisutna u ljudskim Zivotima da su je Amerikanci 2003.
godine proglasili ljudskim izumom broj 1 bez kojeg ne bi mogli Zivjeti®” **!. Danas je tesko
zamisliti stanovnika razvijene zemlje koji ne posjeduje barem jednu cetkicu za zube kao

glavni instrument u svakodnevnom odrzavanju oralne higijene.
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Najstariji preteCe modernih Cetkica za zube bila su babilonska drvca za zZvakanje koja
su se koristila jo§ 3500. godine p. n. ¢.”°!. Tijekom godina drvca za Zvakanje evoluiraju preko
Cetkica za zube od bioloskih materijala (drvo, kost i1 bijelokost za drsku te Cekinje vepra i
kasnije kravlja te konjska dlaka za vlakna)®®! do prvih modernijih &etkica za zube od najlona,

koje su se prvi put pojavile na trzistu kasnih 1930-ih, kada je najlon izumljen’® ",

Danasnje, suvremene Cetkice za zube takoder imaju niti od najlonskih vlakana. Sastoje
se od drske, vrata te glave u kojoj su inkorporirana spomenuta vlakna. Mogu se razlikovati po
broju tj. gustoéi vlakana koja sadrze te po raznim dodacima poput fleksibilne glave, gumenih
dodataka za masazu gingive, strugaca za jezik i sl. S obzirom na vrstu razlikuju se po tome
jesu li ruéne s fiksnom glavom ili elektricne s rotirajuéom glavom. Ono §to je svima
zajednicko jest upravo glava s najlonskim vlaknima koja sluze za mehani¢ko c¢iS¢enje
povrsine zuba, tj. za uklanjanje plaka koji sadrzi ostatke hrane, izljustene stanice epitela
sluznice te mikroorganizme!”'". Ovisno o krutosti vlakana Getkice se klasificiraju kao tvrde,
srednje ili meke. Danasnja saznanja zagovaraju upotrebu mekih cCetkica sa §to vecom
gusto¢om vlakana; meka vlakna pogodnija su zbog smanjenog negativnog u¢inka na gingivu i
ostala meka tkiva te zbog manjeg promjera pojedina¢nog vlakna, §to im omogucuje vecu
fleksibilnost i time povecava dodirnu povrSinu sa zubom. Istrazivanja pokazuju da tvrdoca
cetkice igra daleko manju ulogu u abraziji cakline u odnosu na vrstu paste za zube koja se
koristi u kombinaciji s getkicom!®" ®*'. Neovisno o vrsti &etkice u upotrebi, ona je instrument
koji se koristi viSe puta dnevno te je neizbjeZzno zaostajanje dijelova plaka 1 vece koli¢ine

bakterija izmedu tj. na povrSini vlakana.

Slika 3. & 4. Koristene Cetkice za zube i povrsina vlakana. Autorske fotografije.
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Cilj istraZivanja

Svijest o nuznosti adekvatne oralne higijene §iri se i pojatava svake godine. Cetkica za
zube postala je osnovno, tj. nezamjenjivo pomagalo u oralnoj higijeni modernog covjeka. U
kombinaciji s dodatnim sredstvima (zubnim koncem, interdentalnim cetkicama, pastama za
zube, teku¢inama za usta itd.), koristimo se njom vise puta dnevno; ljudi svoj dnevni ritual
oralne higijene najcesce vrse u vlastitim toaletima, gdje 1 ¢uvaju svoje Cetkice do sljedeée
upotrebe. Tako ostavljene, podlozne su naseljavanju mikroorganizama iz okoline. Upravo ta
Cinjenica potakla je neke istrazivace da zapocnu s istrazivanjem mikroorganizama koji se

mogu naci na koriStenim cetkicama za zube.

Hipoteza ovog istrazivanja pretpostavlja kako bakterije uzgojene s prikupljenih
koristenih Cetkica za zube nece u potpunosti biti podrijetlom iz fizioloske mikrobiote ljudske

usne Supljine.

Glavni je cilj ovog istrazivanja identificirati i klasificirati mikroorganizme s koriStenih
cetkica za zube, odrediti spadaju li oni u fizioloSku mikrobiotu ljudske usne Supljine ili su pak

naneseni na Cetkice iz drugih izvora te rezultate usporediti s postoje¢im podacima iz literature.
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Materijali i metode

3.1. Ispitanici, ispunjavanje upitnika i potpisivanje suglasnosti

U istrazivanje su ukljucene koriStene Cetkice za zube osoba koje su ispunile kriterije
ukljucenja te dobrovoljno pristale sudjelovati u istrazivanju. Prikupljeno je ukupno 14
koriStenih cCetkica za zube: 9 od osoba Zenskog te 5 od osoba muskog spola. Kriterij
ukljucenja bio je uvjet da osoba prilozi vlastitu ¢etkicu za zube koju je koristila jednako ili
duze od 30 dana. Svaki je ispitanik ispunio upitnik u kojem je izrazio demografske podatke
(godine i spol), podatke o stilu zivota (vrsta prehrane, pusenje, konzumacija alkohola) te
podatke o oralnoj higijeni (koliko puta dnevno vrsi oralnu higijenu, kojim se sredstvima za
oralnu higijenu koristi, koristi li se zastitnim poklopcem ili dezinfekcijskim sredstvom za
cetkicu 1 gdje ju skladisti kada nije u upotrebi). Svaki je ispitanik, takoder, proc¢itao suglasnost
za sudjelovanje, u kojoj se ureduju pravni odnosi izmedu istrazivaca i ispitanika te svojim

vlastoru¢nim potpisom prihvatio donaciju svoje koriStene Cetkice u zamjenu za novu cetkicu

za zube marke Curaprox, model 5460 u nasumi¢no odabranoj boji.

UPITNIK ZA SUDIONIKE U ISTRAZIVANJU

Identifikacija i klasifikacija mikroorganizama s koristenih cetkica za zube

Po3tovanifa,

hvala vam na iskazanoj dobroj volji za sudjelovanjem u ovem znanstvenom istraZivanju. Sve $to je jos
potrebno od vas je da ispunite ovaj kratki upitnik. Molimo vas da pitanja proéitate pafiljivo i na ista
odgovarate iskreno kako bi rezultate naseg istraZivanja mogli korelirati s informacijama dobivenim ovim
upitnikom,

Rjesavanije ovog upitnika se sastoji od zaokruZivanja jednog od ponudenih odgovora te ne bi trebalo trajati
duze od 10 minuta. Unaprijed se zahvaljujemo na vasoj dobroj volji i utroSenom vremenu.

Tim istraZivaca
PITANJA:

1. Kojeg ste spola?
a) Zenskog
b) Muskog

2. 5to ste po vrsti prehrane?
a) Svejed (balansirana prehrana Zivotinjskog i biljnog podrijetia)
b) Vegetarijanac (prehrana uglavnom biljnog podrijetla)
¢) Vegan (prehrana iskljutivo bilinog podrijetla, bez namirnica poput mlijeka i jaja)

3. leste li pusai?
a) Ne
b) Da

Ukoliko ste na prethodno pitanje odgovorili s ,Da” molimo vas da na crtu ispod upisete broj dnevno
popudenih cigareta (npr. 10). Ukoliko ste pusaé cigara, lule ili e-cigareta upiSite pribliini ekvivalent.

4. Konzumirate li alkoholna pi¢a?
a) Ne
b) Da

Ukoliko ste na prethodno pitanje odgovorili s ,Da” molimo vas da na crtu ispod upidete vas dnevni
unos alkohola u litrama (npr. 0,1 L) i naznatite radi li se o slabim (vino, pivo i sl.) ili jakim (viski,
votka, brendi, rakija, tekila, rum, liker i s1.) alkoholnim pi¢ima.

5. Koliko puta dnevno vréite oralnu higijenu?
a) Jednom dnevno
b) Dvaput dnevno
¢) Vie puta dnevno

6. Sto sve koristite za oralnu higijenu?
a) Cetkica + pasta za zube
b) Cetkica + interdentalne Eetkice + pasta za zube
¢) Cetkica + konac (zubna svila) + pasta za zube
d) Cetkica + vodeni tud (waterpick) + pasta za zube
e) Cetkica + pasta za zube + vodica za ispiranje usta
f) Cetkica + interdentalne Eetkice + pasta za zube + vodica za ispiranje usta
g) Cetkica + konac (zubna svila) + pasta za 2ube + vodica za ispiranje usta
h) Cetkica + vodeni tus (waterpick) + pasta za zube + vodica za ispiranje usta
i) Grantice drveta (miswak)
j) Alternativne metode (drago i poludrago kamenje, razne trave, kuéno pripravijene pasteisl.)

7. Ima li va3a €etkica, odnosno koristite li zastitni poklopac za £etkicu za zube?
a) Ne
b) Da

8. Koristite li kakvo dezinfekcijsko sredstvo za vasu €etkicu za zube?
a) Ne, ne koristim nikakva sredstva za toaletu tetkice
b) Da, imam posebno dezinfekcijsko sredstvo kojim vriim toaletu €etkice kada nije u upotrebi
c) Da, koristim vodicu za usta kojom vriim toaletu éetkice kada nije u upotrebi

9. Kako skladistite vasu €etkicu za zube kada nije u upotrebi?
a} Cetkicu driim u £asi/Salici na otvorenom (npr, ispred ogledala)
b) Cetkicu drfim u zatvorenom ormaricu

Kada ste gotovi s ispunjavanjem upitnika molimo da isti vratite istrazivatu.
Jos jednom vam se zahvaljujemo na vremenu. ;)

u , dana

Zaprimio:

Slika 5. & 6. Upitnik za sudionice i sudionike u istrazivanju.
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Materijali i metode

3.2. Prikupljanje, obrada i analiza uzoraka

Cetkice za zube nakon jutarnjeg koristenja prikupljene su od ispitanika, glave ¢etkica
otpiljene su i u potpunosti uronjene u tekuci hranjivi medij te su dostavljene u Klini¢ki zavod
za mikrobiologiju i parazitologiju Klinickog bolni¢kog centra Split. Tekuéi hranjivi medij
nasaden je na podloge za aerobnu kultivaciju. Podloge kojima se koristilo jesu krvni agar, kao
univerzalna podloga za kultivaciju, te kromogeni agar, kao diferencijalna podloga za ve¢inu
Gram negativnih bakterija. Aerobne podloge inkubirane su u CO; inkubatoru na 36 °C
tijekom 24 — 48 sati. Nakon odgovarajuce inkubacije od 24 — 48 sati porasli mikroorganizmi
namnozeni su u c¢istoj kulturi, u dovoljnoj koli¢ini za identifikaciju. Identifikacija je
provedena temeljem utvrdivanja znacajki poraslih kolinija (veli¢ina, oblik, izgled povrSine i
rubova), odredivanjem morfologije mikroskopiranjem obojenih pripravaka (Gram preparat) te
utvrdivanjem uvjeta rasta (aerobni/anaerobni rast, rast na selektivnim/obogacenim
podlogama) prisutnih bakterija. Za odredivanje biokemijskih obiljezja poraslih bakterija
testirala se sposobnost fermentacije (SeCera i1 aminokiselina) ili asimilacije te enzimski
potencijal (testovi katalaze, oksidaze i koagulaze). Cjelokupna identifikacija napravljena je u
Klini¢kom zavodu za mikrobiologiju i parazitologiju Klinickog bolnickog centra Split u

skladu s navedenim standardnim postupcima kojima se koristi u mikrobiologiji.

———

1 v |
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Slika 7. & 8. Tekudi hranjivi mediji i uronjene glave cetkica. Autorske fotografije.
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Materijali i metode

3.3. Statisticka obrada podataka

Za statisti¢ku obradu podataka koristen je programski paket GraphPad Software®
(San Diego, Kalifornija, SAD) te program Microsoft Excel”, dio programskog paketa
Microsoft Office® (Redmond, Washington, SAD). Postotni izradun koristen je za odredivanje
osnovnih statistickih parametara, dok je Hi kvadrat testom bez Yatesove korekcije s prikazom
dvostranih p-vrijednosti utvrdeno postojanje/nepostojanje statisticki znacajne razlike izmedu
mjerenih parametara iz analiziranih upitnika te parametara dobijenih analizom, odnosno
identifikacijom uzgojenih mikroorganizama. U svim testovima u obzir uzeta je statisticka

znacajnost ukoliko je p-vrijednost bila manja od 0,05 (p < 0,05).
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Rezultati

4.1. Identificirane vrste bakterija i njihova zastupljenost

Rezultati istrazivanja pokazali su rast od ukupno 9 vrsta bakterija, s opaskom da je s

jednog uzorka moglo biti identificirano vise vrsta. Identificirane su sljedece vrste:

e Klebsiella oxytoca

e Enterobacter cloacae

e Pantoea agglomerans

e Pseudomonas aeruginosa
e FEscherichia coli

e Serratia odorifera

e Serratia marcescens

e Enterococcus faecalis

e Staphylococcus spp. (koagulaza negativni).

E. cloacae i K. oxytoca pronadene su na 42,8 % (6) Cetkica, E. coli , P. aeruginosa i P.
agglomerans na 21,4 % (3) Cetkica dok su E. faecalis, S. marcescens, S. odorifera te
Staphylococcus spp. pronadeni na 7,1 % (1) Cetkica za zube. Grafikon 1. slikovno prikazuje
ovaj odnos, tj. raspodjelu navedenih bakterijskih vrsta u njthovom ukupnom broju.

M E. cloacae

H K. oxytoca

W E. coli

M P. geruginosa
LI P. agglomernas
LI E. faecalis

E S. marcescens

H S. odorifera

H Staphylococcus spp.

Grafikon 1. Zastupljenost pojedine vrste bakterija u ukupnom broju bakterijskih vrsta.

R D 17



Rezultati

S obzirom na bojanje po Gramu dominirale su Gram negativne bakterije; od ukupno 9
izoliranih vrsta 77,78 % je bilo Gram negativnih (K. oxyfoca, E. cloacae, P. agglomerans, P.
aeruginosa, E. coli, S. odorifera te S. marcescens), dok je ostalih 22,22 % bilo Gram
pozitivnih (E. faecalis i Staphylococcus spp.). Grafikon 2. slikovno prikazuje ovaj odnos, t;.

raspodjelu Gram negativnih u odnosu na Gram pozitivne bakterije u ukupnom broju vrsta.

B Gram negativne

B Gram pozitivne

Grafikon 2. Zastupljenost bakterija po bojanju po Gramu.

Vazno je napomenuti kako je od ukupno 9 izoliranih vrsta ¢ak 88,89 % bakterija (K.
oxytoca, E. cloacae, P. agglomerans, P. aeruginosa, E. coli, S. odorifera, S. marcescens, E.
faecalis) iz egzogenih izvora, dok je samo 11,11 % (Staphylococcus spp.) potencijalnih
stanovnika usne Supljine, tj. ¢lanova fizioloSke oralne mikrobiote. Grafikon 3. slikovno

prikazuje ovaj odnos, tj. raspodjelu bakterija po podrijetlu u ukupnom broju vrsta.

M Bakterije iz egzogenih
izvora

M Bakterije iz fizioloSkog
oralnog mikrobioma

Grafikon 3. Zastupljenost bakterija po podrijetlu.
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Rezultati

4.2. Podaci iz ispunjenih upitnika i rezultati statisticke obrade

64,29 % (9 od ukupno 14) ispitanika klasificira se pusacima, dok je ostalih 35,71 % (5
od ukupno 14) nepusaca. Kod pusaca, tj. njihovih cetkica, nije pronadena statisticki znacajna
razlika (p > 0,05) u nalazu, tj. zastupljenosti Gram pozitivnih odnosno Gram negativnih

bakterija (X2 =1,938,df = 1, p =0,1638) u odnosu na ¢etkice nepusaca.

50 % (7 od ukupno 14) ispitanika izjavilo je da koristi poklopac, tj. zastitnu kapicu na
svojoj Cetkici za zube kada ona nije u upotrebi, dok ostalih 50 % (7 od ukupno 14) nema tu
naviku. Unato¢ savrSenoj raspodjeli nije pronadena statisti¢ki znacajna razlika (p > 0,05) u
nalazu, tj. zastupljenosti bakterijskih vrsta iz egzogenih izvora kod cetkica koje su bile

prekrivene zastitnom kapicom (X2 =1,077,df = 1, p = 0,2994) u odnosu na one koje nisu.

Rezultati analize upitnika pokazali su da se 100 % ispitanika klasificira osobama koje
jedu svu vrstu hrane (uZivaju balansiranu prehranu zivotinjskog 1 biljnog podrijetla), 100 %
ispitanika vrSi oralnu higijenu dva ili viSe puta dnevno, 100 % ispitanika skladisti svoje
cetkice u toaletu na otvorenom (npr. na polici, ispred ogledala i sl.) te se 100% njih ne koristi
nikakvim dezinfekcijskim sredstvom za svoju Cetkicu za zube. Zbog takve raspodjele nije bilo
moguce statisticki usporediti postojeCe nalaze s, primjerice, onima koji pripadaju
vegetarijancima, osobama koje vrse oralnu higijenu jednom dnevno, osobama koje skladiste
svoju Cetkicu u zatvorenom (npr. u ormaric¢u) ili onima osoba koje se koriste nekakvim

dezinfekcijskim sredstvom za Cetkicu za zube.
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Rasprava

Rezultati ovog istrazivanja pokazali su da identificirane bakterije vec¢inom potjecu iz
egzogenih izvora neovisno o navikama ispitanika. Izuzev Staphylococus spp. — koji moze biti

631 _

dio fizioloske mikrobiote koze, gornjeg dijela respiratornog trakta i usne Supljine te

63], sve ostale vrste

Pseudomonas aeruginosa, koja moze biti dio fizioloske mikrobiote koze'
bakterija potjecu iz egzogenih izvora. Identificirane vrste bakterija koje potjecu iz egzogenih
izvora dio su obitelji Enterobacteriaceae (K. oxytoca, E. cloacae, P. agglomerans, E. coli, S.
odorifera, S. marcescens) te Enterococcaceae (E. faecalis), $to zapravo upucuje na njihovu

povezanost s fizioloskom mikrobiotom crijeva Sovijeka!®.

Ljudi oralnu higijenu naj¢esSce vrSe u vlastitim toaletima, u kojima je najesce prisutna
1 WC skoljka. Istrazivanja su pokazala da moderni toaletni sustavi pri svakom pustanju vode
stvaraju znatan aerosol'® ~®”). On se stvara ne samo zbog pustanja vode pod pritiskom veé i
zbog mijesanja zraka i vode, Cime se stvaraju zracni mjehuri¢i koji svojim pucanjem mogu
bakterije s povriinskog mikrosloja vode izbaciti u atmosferu i tako stvarati bioaerosol'®®),
Bioaerosol nije sastavljen samo od kapljica ve¢ 1 od kapljicnih jezgri, tj. sadrzaja kapljice koji
je zbog evaporacije vode u stanju ostati trajno suspendiran u zraku'®* ®’!. Osim perzistiranja u
zraku, bioaerosol moze kontaminirati 1 okolne povrSine slijeganjem pod utjecajem
graviatacije. Neke vrste bakterija koje su izolirane u ovom istrazivanju — poput E. coli, K.
oxytoca., P. aeruginosa te S. marcescens — mogu preZivjeti na povr§inama mjesecima!®’. S
obzirom na vrstu i1 broj bakterija te njihovu iznimnu moguénost zadrzavanja i opstanka u

[65, 66, 70]

biofilmu na povrsini WC skoljke evidentno je da moderni toaletni sustavi sadrze sve

elemente za generaciju bioaerosola koji se §iri zrakom te okolnim povr§inama toaleta® %" 7!,
Kako identificirane bakterije bakterije nisu dio fizioloSke mikrobiote usne Supljine Covjeka,
morale su poteci iz nekog egzogenog izvora. Upravo bioaerosol jest jedan od mogucih nacina
kontaminacije; viSestruki dokazi o stvaranju bioaerosola nepobitni su, medutim pretragom
baza Cochrane library, Google scholar, Medline te Web of science nije pronadeno nijedno

istrazivanje koje bi (za sada) egzaktno dokazalo tj. potvrdilo transfer bakterija bioaerosolom

toaletnog sustava.

IstraZivanja koja su takoder analizirala mikroorganizme s koriStenih Cetkica za zube
raspolazu razliitim rezultatima; dokazana je prisutnost oralne fizioloske mikrobiote
(Streptococcus spp., Staphylococcus spp.)[72 "™ kao i nekih bakterija iz egzogenih izvora

(Escherichia spp., Klebsiella spp.)"> ™ 771§ mutans moze se naéi i na otvoru paste za
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Rasprava

(78]

zube''™. Ono u Cemu se slazu sva istrazivanja jest Cinjenica da Cetkice za zube podlijezu

retenciji bakterija u manjoj ili ve¢oj mjeri®™" *!; prekrivanje Getkice zastitnom kapicom nakon

upotrebe moze pospjesiti rast P. aeruginosa™", dok E. cloacae moze prezivieti na &etkici za

[82]

zube i do 16 dana”~. S obzirom na to da zakon ne nalaze da cetkice za zube moraju biti

isporucene u sterilnim pakiranjima, one takoder mogu do¢i ve¢ kontaminirane bakterijama i u

tvorni¢kom pakiranju!”".

Klinicki znacaj ove studije potvrduje dosadasnje upute organizacija poput CDC-a i
ADA-e o koristenju &etkicama za zube i njihovu skladistenju. Cetkice za zube ne bi trebalo
dijeliti s drugim osobama, nakon koriStenja bi ih trebalo dobro isprati teku¢om vodom te ih ne
bi trebalo prekrivati zadtitnim kapicama, veé ostaviti da se osuse na zraku'® *. Vazno je i

[83, 84]

naglasiti da je potrebno mijenjati Cetkice za zube novima nakon 3 do 4 mjeseca zbog

njihove istroSenosti.

Slika 9. Elektronmikroskopski prikaz vlakana nove Cetkice (lijevo) u odnosu na
(85]

istroSena vlakna cetkice koristene 3 mjeseca (desno). Preuzeto iz
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6. ZAKLJUCCI



Zakljuci

Ciljevi ovog istrazivanja su postignuti te iz njegovih rezultata se moze utvrditi potvrda

pocetne hipoteze kako bakterije uzgojene s koriStenih cetkica za zube u potpunosti nisu

podrijetlom iz fizioloske mikrobiote ljudske usne Supljine. Takoder se dolazi i do sljedecih

zakljucaka:

Vecina izoliranih bakterija ne pripada fizioloSkoj mikrobioti usne Supljine, ved
fizioloskoj mikrobioti crijeva Eovjeka. Cetkice za zube kontaminirane su spomenutim
bakterijama uz pomo¢ nekog vanjskog izvora. Istrazivanja upucuju da je transfer
bioaerosolom toaletnog sustava moguca opcija.

Nije pronadena statisticki zna€ajna razlika u nalazu, tj. zastupljenosti bakterijskih vrsta
1z vanjskih izvora kod Cetkica koje su bile prekrivene zastitnom kapicom u odnosu na
one koje nisu.

Utvrden je znatno veci porast, tj. nalaz Gram negativnih u odnosu na Gram pozitivne
bakterije.

Kod cetkica za zube koristenih od strane pusaca nije pronadena statisticki znacajna
razlika u nalazu, tj. zastupljenosti Gram pozitivnih odnosno Gram negativnih bakterija
u odnosu na Cetkice nepusaca.

Istrazivanja ovog 1 slicnih motiva jo$ je uvijek premalo da bi se sa sigurnos¢u moglo
govoriti o ¢injenicama; ovo istrazivanje kao pilot-studija obuhvatilo je manji broj
uzoraka te zbog toga moze posluziti kao osnova buducim istrazivanjima koja bi
trebala obuhvatiti znatno veci broj uzoraka s eventualno naprednijom metodologijom
u svrhu dokaza podrijetla bakterija.

Pravilnim odrzavanjem cetkica za zube pridonosimo oralnom zdravlju, kako pojedinca
tako i zajednice u cjelini te zaustavljamo kolonizaciju usne Supljine potencijalno

Stetnim mikroorganizmima.
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8. SAZETAK



Sazetak

Naslov istrazivanja: Identifikacija i klasifikacija mikroorganizama s koriStenih Cetkica za

zube

Uvod: Oralna je higijena praksa pojedinca u odrzavanju zuba i usne Supljine Cistima u svrhu
prevencije oralnih bolesti. Cetkica za zube najraSireniji je, najprihvaceniji i najkoristeniji
instrument u odrzavanju oralne higijene. Svakodnevnom upotrebom na povrsini vlakana

cetkice mogu zaostati razli¢iti mikroorganizmi.

Cilj istrazivanja: Identifikacija i klasifikacija mikroorganizama s koristenih Cetkica za zube
te odredivanje spadaju li oni u fiziolosku mikrobiotu ljudske usne Supljine ili su pak naneseni

iz drugih izvora.

Metode i meterijali: Cetkice za zube uzete su od osoba obaju spolova pod uvietom da su
koristene jednako ili viSe od 30 dana. Glave Cetkica otpiljene su te uronjene u tekuci hranjivi
medij. [z medija su nasadene na univerzalni i kromogeni agar te su inkubirane na 24 — 48 sati.
Naknadna identifikacija napravljena je u skladu sa standardnim postupcima koji se koriste u

mikrobiologiji.

Rezultati: Identificirano je ukupno 9 razli¢itih bakterijskih vrsta s 14 cetkica: Klebsiella
oxytoca, Enterobacter cloacae, Pantoea agglomerans, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
coli, Serratia odorifera, Serratia marcescens, Enterococcus faecalis, Staphylococcus sppecies
(koagulaza negativni). Kod cetkica puSaca nije pronadena statisticki znacajna razlika
(p > 0,05) u nalazu, tj. zastupljenosti Gram pozitivnih odnosno Gram negativnih bakterija u
odnosu na Cetkice nepusaca (X2 = 1,938, df = 1, p = 0,1638). Statisticki znacajna razlika nije
pronadena (p > 0,05) ni u zastupljenosti bakterijskih vrsta iz egzogenih izvora kod cetkica
koje su bile prekrivene zastitnom kapicom u odnosu na one koje nisu (X2 = 1,077, df = 1,

p =0,2994). U zivotnom stilu i ostalim navikama ispitanici se nisu razlikovali.

Zakljuéak: Dominacija Gram negativnih bakterija koje pripadaju fizioloskoj mikrobioti
crijeva ¢ovjeka upucuje na kontaminaciju Cetkica iz vanjskih izvora. Jedna je od moguénosti
jest transfer bioaerosolom kojeg stvaraju suvremeni toaletni sustavi. Potrebna su naprednija

istraZivanja s ve¢im brojem uzoraka kako bi se dokazalo podrijetlo pronadenih bakterija.

Kljuéne rijeci: cetkica za zube, kontaminacija, oralna flora, oralna mikrobiota, oralna

higijena, bioaerosol
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9. SUMMARY



Summary

Research title: Identification and classification of microorganisms from used toothbrushes

Introduction: Oral hygiene is one's practice of keeping his teeth and mouth cavity clean in
order of prevention of oral diseases. Toothbrush is the world's most common, most accepted
and most used instrument for oral hygiene. Its everyday usage results in leftover

microorganisms on the surface of the bristles.

Research objectives: To identify and classify microorganisms from used toothbrushes and to
define whether they are part of physiological oral microbiota or their origin is from another

source.

Methodes and materials: Toothbrushes were taken from persons of both sexes with a
condition that they used them for 30 days or more. Heads of the toothbrushes were sawn off
and dipped in liquid nutrient-rich media. Microorganisms from the media were placed on an
universal and cromogenic agar plates and incubated for 24 to 48 hours. Further identification

has been made in accordance with standard procedures used in microbiology.

Results: 9 different bacterial species were identified from 14 toothbrushes: Klebsiella
oxytoca, Enterobacter cloacae, Pantoea agglomerans, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
coli, Serratia odorifera, Serratia marcescens, Enterococcus faecalis, Staphylococcus sppecies
(coagulase negative). There was no significant statistical difference found (p > 0,05) in
presence of Gram positive or Gram negative bacteria found on toothbrushes from smokers in
relation to toothburshes from non-smokers (X2 = 1,938, df = 1, p = 0,1638). Also, no
significant statistical difference (p > 0,05) in presence of bacterial species from other sources
was found on toothbrushes covered with a safety cap in relation to those that weren't
(X*=1,077, df = 1, p = 0,2994). There were no difference in other participant's habits or
lifestyle.

Conclusions: Domination of Gram negative bacteria that belong to human physiological gut
microbiota indicates that contamination of toothbrushes from other sources has taken place.
One of the possibilities is the transfer via bioaerosol generated by toilet systems. Further and
more advanced research with a greater number of samples is needed in order to establish firm

evidence of origin of the mentioned bacteria.

Keywords: toothbrush, contamination, oral flora, oral micribiota, oral hygiene, bioaerosol
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