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POPIS KRATICA



GERB — gastroezofagealna refluksna bolest

TLESR-tranzitorne relaksacije donjeg jednjackog sfinktera (eng. tranmsiet lower esophagfeal

sphincter relaxation)

CHO - jednostavni ugljikohidrati

EHP — hipoplazija cakline (eng. enamel hypoplasia)
GI — gastrointestinalni trakt

Qs — kvantum salivacije (eng. quantum of salivation)
CRT - test rizika od karijesa (eng. caries risk test)

KBC — klinicki bolni¢ki centar



1. UVOD



1.1.  Gastroezofagealna refluksna bolest

Gastroezofagealna refluksna bolest (GERB) definirana je kao patolosko stanje uvjetovano
refluksom gastrointestinalnog sadrzaja u jednjak, usta i diSne putove s razli¢itim spektrom
simptoma i1 znakova bolesti (1). Prema Montrealskom konsenzusu (2) GERB oznacava stanje
koje se razvije kada refluks Zelucane kiseline uzrokuje Stetne simptome i/ili komplikacije. Prema
Brazilskom konsenzusu to je kroni¢ni poremecaj povezan s retrogradnim tokom gastro-
duodenalnog sadrzaja u ezofagus i/ili povezane organe, koji rezultira Sirim spektrom simptoma s
ili bez oStecenja tkiva. Ta definicija bolesti je prihvatljivija jer daje znacaj kronicnom karakteru,
pojaSnjavajuci da refluksni sadrzaj moze biti Zelu€ani, ali i duodenalni (3).
Prema Los Angeles klasifikaciji, objavljenoj 1999. godine, GERB dijelimo na 4 tipa (Tablica 1,
Slika 1) (1, 4).

Tablica 1. Los Angeles klasifikacija GERB-a (1).

Tip A Jedna (ili viSe) erozija ne duzih od 5mm koja ne doseze vrhove dva

susjedna mukozna nabora

Tip B Jedna (ili vise) erozija duzih od 5mm koja ne doseze vrhove dva susjedna

mukozna nabora

Tip C Jedna (ili vise) erozija koje su u kontinuitetu izmedu vrhova susjednih

mukoznih nabora ali obuhvac¢a manje od 75% cirkumferencije

Tip D Jedna (ili viSe) erozija koja obuhvaca najmanje 75% cirkumferencije

jednjaka

Prema sistemskom pregledu iz 2005. godine, prevalencija GERB-a (definiran kao Zgaravica
barem jednom tjedno ¥/ili regurgitacija Zelu¢anog sadrzaja) je oko 10-20% u zapadnom svijetu,
dok je prevalencija te bolesti u Aziji manja od 5%. Takoder, veca prevalencija primjecena je u
Sjevernoj Americi u odnosu na Europu, te je veca prevalencija u Sjevernoj u odnosu na Juznu
Europu (5). Iako svi ¢lanovi populacije doZive neku vrstu gastroezofagealnog refluksa, njegova
ucestala pojava sprijecena je barijerom koja se nalazi izmedu Zeluca i ezofagusa koju saCinjava
donji ezofagealni sfinkter, ali 1 dijafragma, Hisov kut, freno-ezofagealni ligament i

intraabdominalni dio jednjaka.



Slika 1. Stupnjevi refluksnog ezofagitisa po Los Angeles klasifikaciji

Preuzeto i obradeno iz (1).

Tlak u Zelucu je 10mmHg, a tlak donjeg jednjackog sfinktera je 10-30mmHg vi$i. Time se
sprecava prolaz Zelu€anog sadrzaja prema jednjaku. Ezofagealna peristaltika takoder ¢ini vaznu
komponentu u antirefluksnom mehanizmu. Oko 40-50% osoba koje boluju od GERB-a ima neki
oblik abnormalne peristaltike (6). Defektna peristaltika je tako povezana s teskim oblikom
GERB-a u oko 20% pacijenata, a odlikuje se jako niskom amplitudom peristaltickih valova. Ovi
pacijenti su skloni tezim ozljedama sluznice, kao i uc¢estalim ekstraezofagealnim simptomima (7).
Donji ezofagealni sfinkter je segment koji ¢ini glatki miSi¢ dug 3-4cm koji se tonicki kontrahira
(8). On je barijera izmedu ezofagusa i Zeluca koja djeluje na principu visokog tlaka. Kao S§to je
ve¢ navedeno, u normalnoj populaciji moze do¢i do povremenog popustanja donjeg ezofagealnog
sfinktera tj. tranzitorne relaksacije donjeg jednjatkog sfinktera (engl. tramsiet lower
esophagfealsphincter relaxation - TLESR) i to se pripisuje fizioloSkom refluksu. Ako je TLESR

ucestao 1 prolongiran, tada ga mozemo pripisati refluksnoj bolesti i taj fenomem pronalazimo u



40% osoba koje boluju od GERB-a, a tlak donjeg ezofagealnog sfinktera u mirovanju im je u
granicama normale (8, 9).
Bolest se moze manifestirati razliCitim simptomima koje dijelimo u tipi¢ne, atipi¢ne i

ekstraezofagealne simpotme (Tablica 2) (10).

Tablica 2. Podjela simptoma GERB-a (10).

Tipi¢ni simptomi Regurgitacija kiseline, Zgaravica

Atipi¢ni simptomi Dispepsija, mucnina, nadutost, epigastricna
bol

Ekstraezofagealni simptomi Kroni¢ni  kaSalj, bronhospazam, astma,

laringitis, dentalne erozije, promuklost,
hipofunkcija zlijezda slinovnica, peckanje

usne Supljine

Ne postoji op¢i konsenzus za dijagnozu GERB-a, pa se pojava Zgaravice, ¢ak i1 kada je jedini
simptom uzima kao dovoljna za dijagnozu ove bolesti. Zgaravicu definiramo kao osjecaj peéenja
ili zarenja u podrucju zeluca ili donjeg dijela prsne kosti, koji se Siri iza prsne kosti sve do vrata
(1). Simptomi uobicajeno imaju tendenciju pojave nakon jela, pojacavaju se u leze¢em polozaju,
a smanjuju koriStenjem lijekova za smanjene kiseline (11). Medu ekstraezofagealne simptome
spadaju i dentalne erozije. Dentalne erozije najceS¢e zamje¢ujemo na palatinalnim povrSinama
zubi, s prevalencijom od oko 42% (12). Koli¢ina sline i funkcija gutanja u GERB-u su znatno
smanjene u odnosu na zdravu populaciju (13). Oralne manifestacije bolesti osim dentalnih
erozija, obuhvacaju 1 peckanje sluznice, zubnu preosjetljivost, kiselkasti okus u ustima 1
snizavanje vertikalne dimenzije u okluziji (14). Jarvinen 1 sur. su zamijetili simptome peckanja
usta, aftoidne lezije i promuklost u pacijenata s poremecajima gornjeg probavnog sustava.
Takoder su povezali simptome poput eritema mekog nepca i uvule, glositisa, atrofije epitela usne
Supljine i1 kserostomije u pacijenata koji boluju od GERB-a (15). U histoloSkom istrazivanju
provedenom na Stakorima zamije¢eno je da Zelucani refluks moZe uzrokovati lezije na
palatinalnoj sluznici, §to se dovodi u vezu s opstrukcijom zracnih puteva u ljudi (16). Takve
oralne manifestacije nisu patognomonicne i specificne samo za GERB, ve¢ su vidljive i u drugim

poremecajima, S$to potvrduju i istraZivanja u kojima se nije pokazala uzro¢no-posljedi¢na veza



izmedu promjena na razli¢itim sluznicama i GERB-a (17, 18). U terapiji refluksne bolesti
pojedinim pacijentima savjetuje se promjena zivotnih i prehrambenih navika, S$to ukljucuje
smanjenje tjelesne tezine, spavanje s uzdignutim uzglavljem, prestanak konzumiranja alkohola,
cigareta i slicno. Za lijeCenje GERB-a najvaznijom se smatra adekvatna primjena lijekova.
Postoji vise vrsta medikamenata koji se koriste u lije¢enju i smanjenju simptoma GERB-a.
Antagonisti H histaminskih receptora blokiraju proizvodnju zeluc¢ane kiseline koju uzrokuje
histamin. Tu spadaju cimetidin, ranitidin 1 famotidin. Antacidi djeluju tako da povisuju pH Zeluca
na vrijednosti 3 ili 4, te time smanjuju erozivni u€inak kiseline prema sluznici uz inhibiciju
aktivnosti pepsina (19). Cisaprid spada u skupinu prokinetickih agenasa. Ta skupina lijekova
poboljsava simptome GERB-a, kao 1 ezofagealni motilitet 1 praznjenje Zeluca (20). Inhibitori
protonske pumpe blokiraju enzime H'/K'-ATP-aze preko kovalentnog vezanja za cisteinske
ostatke protonske pumpe 1 tako inhibiraju lu¢enje Zelucane kiseline (21). Antacidi imaju najmanji
terapijski ucinak, potom ih slijede blokatori H> histaminskih receptora i cisaprid koji imaju

srednje jaki ucinak, a najbolji terapijski u¢inak nude inhibitori protonske pumpe (1).

1.2.  Lactobacillus spp.

Lactobacilli su Gram-pozitivni, fakultativni anaerobi. OportunistiCke su i aciduricne
bakterije. Pronalazimo ih u hrani, vodi, tlu, ljudima i Zivotinjama kao dio normalne flore. U usnoj
Supljini ¢ine do 1% od ukupne flore, a toan nacin Sirenja nije jo§ u potpunosti poznat.
Fermentiraju glukozu, te stoga spadaju u skupinu acidogenih bakterija. Njihovi sojevi su
homofermentativni ili heterofermentativni. Homofermentativni sojevi fermentacijom glukoze
najcesce stvaraju mlijecnu kiselinu, poput Lactobacillus casei. Heterofermentativni sojevi (poput
Lactobacillus fermentum) obuhvacaju one sojeve koji fermentacijom, osim mlijecne kiseline,
tvore 1 acetat, etanol i ugljikov dioksid (22). Ovi sojevi se ve¢ dugo povezuju s dentalnim

karijesom. Da bi mogli kolonizirati usnu Supljinu potrebno je zadovoljiti odredene uvjete:

1. Stagnirajuce, mirno, anaerobno okruzenje
2. Niski pH
3. Dostatan izvor ugljikohidrata

Te uvjete zadovoljavaju tri mjesta u ljudskom tijelu: karijesne lezije, Zeludac i1 vagina (23).



Laktobacili se u usnoj Supljini pojavljuju i prije nicanja zubi, pa je tako u novorodencadi rodene
vaginalnim putem zabiljezeno postojanje laktobacila, no oni se u usnoj Supljini novorodencadi ne
zadrzavaju duze od mjesec dana (24). Od preko poznatih 150 sojeva Lactobacillusa, samo mali
broj naseljava usnu Suljinu ljudi. Dominantni sojevi Lactobacillusa pronadeni u karijesnim
lezijama su L. fermentum, L. rhamnosus, L. gasseri, L. casei/parcasei, L. salivarius, L.
plantarum, L. oris te L. vaginalis. Mnoga istrazivanja ukazuju na postojanje korelacije izmedu
prisutnosti laktobacila u usnoj Supljini 1 karijesa u vec¢ine ispitanika, dok kod ispitanika koji
nemaju karijes, laktobacile u plaku ili fisurama nalazimo rijetko (25-28). Visoku koncentraciju
laktobacila povezujemo s hiposalivacijom ili kserostomijom. Bardow 1 sur. (29) su pronasli vezu
izmedu demineralizacije zuba 1 osje¢aja suhoce usta, koliCine sline, sastava sline i1 koncentracije
Lactobacillusa u slini ispitanika u dobi od 44 do 84 godine. Uocena je 20 puta veca koli¢ina
laktobacila u mililitru sline u ispitanika koji su imali nizak kvantum salivacije (manje od
0.1ml/min) u odnosu na ispitanike s normalnim kvantumom salivacije koji iznosi oko 0.3 —

0.4ml/min (29).

1.3.  Streptoccocus mutans

Streptoccocus mutans je skupina bakterija koju saCinjava sedam vrsta i osam serotipova
(a-h) na temelju antigenske specifi¢nosti ugljikohidrata stani¢ne stijenke. Spada u skupinu Gram
pozitivnih bakterija. Izolirao ju je Clarke 1924. iz ljudskih karijesnih lezija. Taksonomsku
odrednicu mutans bakterija je dobila zbog sposobnosti prelazenja iz kokoidnog u kokobacilarni
vegetativni oblik. Clarke je povezao S.mutans s karijesom, no drugi istraziva¢i nisu uspjeli
izolirati S.mutans iz karijesnih lezija, te je do 1960. ta bakterija bila zaboravljena (30-32). Tada je
ponovno identificirana u karijesnim lezijama glodavaca (33). Pod imenom Streptococcus mutans
podrazumijevamo izolate iz Covjeka kojima pripadaju serotipovi c, e 1 f. Ovi serotipovi mogu biti
1 uzro¢nici infektivnog endokarditisa, Sto je zabiljeZeno u oko 60% pacijenata (22). Streptococcus
mutans primarno naseljava usnu Supljinu, Zdrijelo 1 crijeva. Ovisan je o biofilmu. Glavni
¢imbenici virulencije S. mutansa su (34-36):

1. Sposobnost proizvodnje velikih koli¢ina kiselog sadrzaja tokom metaboliziranja
ugljikohidrata (acidogenost)

2. Moguénost prezivljavanja u uvjetima niskog pH (aciduri¢nost)



3. Mogucénost sinteze ekstracelularnih glukan-homopolimera iz sukroze, koji mu pomazu pri
primarnoj adheziji i kolonizaciji na zubnu povrsinu u sklopu biofilma

Pojava S. mutansa u usnoj Supljini je pra¢ena pojavom karijesa nakon 6 do 24 mjeseca (37).

Postoje istrazivanja koja sugeriraju da S.mutans ima veéu sposobnost formiranja biofilma u

odnosu na druge pripadnike soja Streptococcus u ljudi (38).

1.4. Dentalni biofilm
Mikrobne biofilmove pronalazimo na mukoznim povr§inama koje oblazu crijeva, vaginu,

usnu 1 nosnu Supljinu. Ve¢ je otprije poznato da medudjelovanje razlic¢itih bakterija koje
saCinjavaju biofilm, bilo ono sinergisticko ili antagonisticko, moze dovesti do nastanka bolesti.
To je posebice znaCajno u usnoj Supljini, gdje S.mutans, vz druge acidogene bakterije poput
Lactobacillusa, ima tendenciju ka dominaciji u flori karijesnih lezija (39). Prema ekoloSkoj plak
hipotezi karijesa, dentalni karijes je bioloSka pojava koja se prirodno javlja kao rezultat
ekoloskog poremecaja u zajednici biofilma, poput niskog pH. Nastanak biofilma ima nekoliko
faza, koje se mogu odvijati istovremeno (40):

1. Stvaranje pelikule

2. Pri¢vrS¢ivanje pojedinih bakterijskih stanica (0-24h)

3. Rast pri¢vrS¢enih bakterija dovodi do stvaranja odvojenih mikroorganizama (4-24h)

4. Mikrobni slijed i1 koadhezija dovode do raznolikosti vrsta istovremeno s daljnim rastom

mikrokolonija (1-7 dana)

5. Zreli biofilm (1 tjedan ili stariji)
Glavne komponente biofilma koji se formira na povrsini zubi su: glukan (10-20%), fruktan (1-
2%) 1 proteini (40%). Koli¢ina lipida, kalcija, magnezija, fluora i fosfora varira od pojedinca do
pojedinca zavisno o sastavu sline (31). Proces formacije biofilma pocinje stvaranjem pelikule na
zubnoj povrsini. Pelikula se sastoji od komponenti iz sline, poput amilaze, mucina, histatina,
glikoproteina. Nastaje na goloj povrsini zuba unutar jedne minute do jednog sata. Pelikula nije
nuzno negativna pojava. Zbog selektivne propusnosti, pelikula ograni¢ava transport iona unutar i
van tvrdih zubnih struktura. Bakterije adheriraju na povr$inu pelikule stvaranjem slabe fizikalno-
kemijske sile izmedu pelikule i povrSine bakterijske stanice (40). Jedni od ranih kolonizatora
zubnoga plaka su Streptococcus gordonii 1 Streptococcus sanguinis, te su uobiCajeno povezani sa

zdravljem zuba radi antagonizirajuc¢eg djelovanja prema S. mutansu (41). S. mutans pak, ima



sposobnost proizvodnje bakteriocina, preciznije mutacina, koji djeluju inhibitorno protiv gore
navedenih bakterija (42). S obzirom da S.mutans posjeduje sposobnost pri¢vrs¢ivanja na zubnu
pelikulu pomoéu adhezinu sli¢nih proteina, koji se vezu na receptore u pelikuli, on moze biti
prisutan i u inicijalnoj kolonizaciji zubnog biofilma (43). Takoder S. mutans proizvodi
ekstracelularne polisaharide, ve¢inom u formi glukana, koji poticu akumulaciju bakterijskih
stanica jer stvaraju matriks koji ogranicava difuziju tvari. Na taj nacin bakterije ostaju zasti¢ene.
S.mutans uz to fermentira Se€ere unutar matriksa bogatog ekstracelularnim polisaharidima 1 na taj
nacin stvara kiselo okruZenje (44). Kao §to je ve¢ spomenuto, unutar biofilma zbivaju se sloZzeni
odnosi izmedu bakterijskih vrsta, a to ukljucuje 1 interakcije izmedu S. mutansa 1 drugih
bakterijskih vrsta. U slu¢aju niskog pH u okruZzenju, dodatno se pojacava proizvodnja
ekstrcelularnih polisaharida (45), te u takvim uvjetima taj Streptococcus mutans prosperira.
Povecanjem nepogodnih uvjeta, mikrobna raznolikost je dramati¢éno smanjena u korist visoko
aciduri¢nih 1 acidogenih bakterija (46). Trenutna paradigma je da je dentalni karijes uzrokovan
acidogenim bakterijama koje proizvode mlijecnu kiselinu kao produkt anaerobne fermentacije
ugljikohidrata. Osim svojstva acidogenosti, te bakterije posjeduju 1 aciduricna svojstva koja im
omogucavaju prezivljavanje u okruzenju s niskom pH vrijednosti (19). Prije otkri¢a S. mutansa,
Lactobacilli su bili smatrani glavnim etioloskim ¢imbenikom u nastanku karijesa zbog visoke
korelacije izmedu Lactobacilla u slini 1 KEP indeksa. Danas pak, laktobacile smatramo
sekundarnim kolonizatorima, a S. mutans primarnim inicijatorom karijesa. Van Houte i sur. su
prepoznali slab afinitet laktobacila na zubnu povrsinu, a njihova zapazanja upucuju na to da S.
mutans 1 druge acidogene bakterije stvaraju potrebne uvjete tj. dovode do nastanka prekarijesne
lezije na koju se laktobacilli tada vezu mehanicki (47). Ta prekarijesna lezija takoder je i mjesto
stagnacije, podrZava niski pH 1 anaerobne uvjete. Ona omogucava mehanicku retenciju hrane,
kao izvora ugljikohidrata, Sto znaci da su zadovoljeni uvjeti za razvoj kolonija laktobacila (Slika

2) (23).
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Slika 2. Model lijevo prikazuje stanje bez karijesa gdje se vidi izostanak Lactobacilla,
desni model prikazuje 1. prekarijesnu leziju s prisustvom S. mutansa, jednostavnih ugljikohidrata
(CHO), a neki zubi mogu ve¢ otprije imati retentivna podrucja u obliku hipoplazije cakline
(EHP); 2. rana karijesna lezija gdje zamjecujemo akumulaciju Lactobacilla; 3. progresija karijesa
zbog djlovanja bakterija i okruzenja; 4. Lactobacilli iz karijesne lezije dospijevaju u slinu, bivaju
progutani i dolaze u GI trakt.

Preuzeto i obradeno iz (23).

Zubne fisure smatramo najrizi¢nijim mjestom za nastanak karijesa u denticiji i tu je
pronadena najveCa povezanost izmedu razine plaka, S. mutansa 1 karijesa. To su potvrdili
Loesche 1 sur. 1975. godine kada su u klasi¢noj unakrsnoj studiji zabiljezili da 71% karijesnih
fisura ima broj Zivih S. mutansa >10% od ukupne mikroflore plaka koja se moze kultivirati, a u
70% fisura bez karijesne lezije nisu detektirani S. mutans (48). Dugo su postojale dvije glavne
hipoteze o ulogama bakterija unutar biofilma u etiologiji karijesa. Specificna plak hipoteza
smatrala je da samo jedan ili vrlo mali broj bakterijskih vrsta moZze biti uklju¢en u nastanak
bolesti. Nespecificna plak hipoteza pojasnjava da je bolest posljedica ukupne aktivnosti
cjelokupne mikroflore plaka, a ne samo acidogeni¢nih 1 aciduri¢nih bakterija. Najnoviju hipotezu
nazivamo ekoloska plak hipoteza i ona inkorporira elemente iz obje prijasnje hipoteze (49).
Prema ekoloskoj plak hipotezi organizmi koji su povezani s nastankom bolesti mogu biti prisutni

1 na zdravim mjestima, ali u nedovoljnoj koli¢ini da bi bili patogeni. Stoga, bolest je posljedica
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pomaka ravnoteze tj. narusavanja mikrobne homeostaze. Mikrobna homeostaza oznacava
bakterijski sastav koji, u zdravih pojedinaca, ostaje relativno stabilan kroz vrijeme (49).

Prema Loescheu (50), da bi bakterije svrstali u skupinu kariogenih, one moraju zadovoljiti
odredene uvjete, odnosno imati odredena svojstva. Loesche tu spominje sposobnost brzog
prijenosa razgradivih Se¢era u odnosu na druge bakterije plaka i pretvorbu tih Secera u kiseline,
sposobnost odrzavanja razgradnje Secera pod ekstremnim uvjetima okoline, poput niskog pH, te
stvaranje ekstracelularnih 1 intracelularnih polisaharida koji doprinose strukturi biofilma. Kao §to
je ve¢ 1 prije navedeno, Lactobacillus 1 S. mutans su acidogene 1 aciduri¢ne bakterije 1 zato

zadovoljavaju Loescheov uvjet o prezivljavanju u ekstremnim uvjetima.

1.5.  Uloga sline

Mnoga istraZivanja su pokazala da pojedinci s aktivnim karijesnim lezijama sadrze vecu
koli¢inu S. mutansa 1 Lactobacilla u slini, u odnosu na one koji nemaju aktivnih lezija (51, 52).
Vec¢ je spomenuto da pacijenti koji pate od hipofunkcije Zlijezda slinovnica ¢esto imaju povecanu
karijesnu aktivnost i progresiju u usporedbi s osobama koje imaju normalnu funkciju slinovnica
(53). U pacijenata u kojih je zabiljezena hiposalivacija, karijes najceS¢¢e pronalazimo na
mjestima gdje je uobiCajena retencija zubnog plaka, poput gingivnog ruba, uz stare ispune i sl.
Bardow 1 sur. su 2003. godine dosli do zaklju¢ka da je nestimulirani protok sline dijagnosticki
vazniji od stimuliranog protoka (54). Ispitanici kojima je protok nestimulirane sline ispod
0,2ml/min imaju poviSenu demineralizaciju i1 visi rizik od nastanka karijesnih lezija. Niski protok
nestimulirane sline pospjeSuje kiselost, pa time i razvoj acidogenih 1 aciduri¢nih bakterijskih

sojeva. Na taj na¢in dolazi do promjene ekologije usne Supljine (55).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA



Ciljevi ovoga istrazivanja bili su:

- usporediti koncentraciju bakterija S. mutans 1 Lactobacillus u uzorcima sline ispitanika
koji boluju od GERB-a u odnosu na kontrolnu skupinu, te dobivene rezultate povezati s
brojem i mjestom karijesnih lezija zabiljezenih pregledom usne Supljine ispitanika.

- povezati koli¢inu nestimulirane sline s brojem navedenih bakterija i brojem aktivnih
karijesnih lezija.

Svrha istrazivanja bila jedati bolji uvid u specifi¢nu mikrobiolosku floru ispitanika koji boluju od

GERB-a s obzirom na manjak sli¢nih istrazivanja.

2.1. Hipoteza
Hipoteza ovog istrazivanja je bila da ¢e kod ispitanika s dijagnosticiranim GERB-om biti
viSe karijesnih lezija u usnoj Supljini te da ¢e biti znatno veci broj mikroorganizama S.mutans 1

Lactobacillus spp. u nestimuliranoj slini.
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3. MATERIJALI I METODE



3.1. Ispitanici

Ovo istrazivanje odobreno je od strane Etickog povjerenstva KBC-a Split i Etickog
povjerenstva Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Splitu. Svi ispitanici su potpisali informirani
pristanak za sudjelovanje u ovom istrazivanju. Sudjelovalo je 36 ispitanika, 18 u ispitnoj i
jednako toliko u kontrolnoj skupini. Ispitna skupina sastojala se od ispitanika sa
dijagnosticiranim GERB-om od strane specijalista interne medicine, subspecijalista
gastroenterologa. Kontrolna skupina sastojala se od nasumicno odabranih pacijenata koji su dosli
u ambulantu oralne kirurgije na odjelu za Maksilofacijalnu kirurgiju KBC-a Split, te u
stomatolosku ordinaciju Doma zdravlja Split. 1z ispitne skupine isklju€eni su pacijenti koji su vec
na medikamentoznoj terapiji. Svakom ispitaniku je napravljen detaljan stomatoloSki pregled 1
zabiljeZzene su karijesne lezije na tvrdim zubnim tkivima. Zatim je odreden kvantum
nestimulirane salivacije, te je od nje uzet uzorak za nasadivanje na hranjive podloge kako bi se

utvrdio broj S.mutans 1 Lactobacillusa.

3.2.  Odredivanje koli¢ine bakterija

Uzorci nestimulirane sline prikupljani su u staklenim graduiranim epruvetama kroz
staklene lijevke u razdoblju od 5 minuta. Uzorci sline su naseljeni na dvije razlli¢ite hranjive
podloge, jednu za S.mutans, a drugu za Lactobacillus spp. Koristen je CRT bakterijski test
(Ivoclar Vivadent, Linchenstein). Taj test omogucava simultano dokazivanje broja kolonija
S.mutans 1 Lactobacillus spp. Plavi mitis-salivarius-bacitracin agar je koriSten za detekciji S.
mutansa, dok je Rogosa agar koriSten za detekciju Lactobacillusa. Hranjive podloge su prije
uporabe bile prekrivene zaStitnom folijom u svrhu sprjeavanja kontaminacije i isuSivanja.
Podloge s uzorcima sline su stavljene u inkubator prilagoden na temperaturu 37°C na 48 sati u
okoliSu ispunjenom COaz. To je postignuto dodavanjem tablete NaHCOs u zatvorenu epruvetu. Te
tablete oslobadaju CO: u kontaktu s vlagom, a to stvara potrebne uvjete za razvoj ovih bakterija.
Nakon inkubacije od 48 sati S.mutans se oCitavao u obliku malenih plavkastih kolonija, promjera

manjeg od 1 mm, Lactobacillus spp. kolonije su bile bijele boje (Slika 3).
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Mutans Streptococci (CFU/ml saliva)

Lactobacilli (CFU/m saliva)

Slika 3. Evaluacijske slike za ocCitavanje CRT podloga
Preuzeto i obradeno s: https://www.researchgate.net/figure/CRTR-bacteria-CRTR-Intro-Pack-Caries-
Risk-Test-Ivoclar-Vivadent-Schaan figl 235405321

Usporedbom s evaluacijskim slikama prilozenim unutar CRT kutije odredio se broj
novostvorenih kolonija S.mutansa 1 Lactobacillusa. Ispitanicima je napravljen stomatoloski
pregled radi utvrdivanja postojanja aktivnih karijesnih lezija. Kao pomocna sredstva za
intraoralni pregled koriSteni su stomatoloSko ogledalo, sonda i svjetlo stomatoloske jedinice.
Polozaj karijesnih lezija na zubima je takoder zabiljezen. Pregled i uzimanje uzoraka sline od

ispitanika u kontrolnoj skupini su obavljeni na isti na¢in kao i kod ispitanika u ispitnoj skupini.
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3.3.  Statisticki postupci

U radu su koristeni metoda deskriptivne statistike, T-test te u sluaju nezadovoljenja
uvjeta za provedbu T-testa provodio se Mann-Whitney U test, y° test, te alternativni Fisher
egzaktni test. Normalnost distribucije je testirana Kolmogorov-Smirnov testom. Homogenost
promatranih ispitanika prema spolu testirana je je y* testom. Prosje¢na starnosna dob ispitanika
odredena je pomocu T-testa. Fisher egzaktni test koriSten je u odredivanju statisticki znacajne
zavisnosti broja ispitanika s karijesnim lezijama u dvije ispitivane skupine. Razlika u brojnosti
karijesa, odnos izmedu kvantuma salivacije 1 karijesa, te odnos izmedu Lactobacillusa spp.,
S.mutansa 1 karijesih lezija testirani su Mann-Whitney U testom. Analiza je radena u statistickom
programu STATISTICA 12 (Dell Software, Kalifornija, SAD). Zaklju€ci su doneseni pri razini

znacajnosti od 5%.
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4. REZULTATI



4.1. Spol

U istrazivanju je sudjelovalo 36 ispitanika, od toga 23 zene i 13 musSkaraca (Slika 4).

[ oM

Slika 4. Spolna struktura ispitanika

4.2. Dob

U Tablici 3. prikazana je srednja vrijednost dobi u ispitanika ispitne i kontrolne skupine.

Tablica 3. Dobna struktura ispitanika

Ispitna skupina Kontrolna skupina P*
X X
Starost 57,78 56,17 0,764

X — srednja vrijednost, P* — empirijska p vrijednost T- testa
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4.3. Broj ispitanika s karijesnim lezijama

U Tablici 4. prikazan je broj ispitanika s i bez zabiljezenih karijesnih lezija te
odgovarajuéi postotak unutar skupina. 1z tablice je vidljivo da je u 6 (33,33%) ispitanika ispitne
skupine zabiljezeno postojanje aktivnih karijesnih lezija, dok su kod kontrolne skupine karijesne

lezije zastupljene kod 15 ispitanika (83,33%). Razlika je statisti¢ki znacajna (p=0.003)

Tablica 4. Broj 1 postotak ispitanika s karijesnim lezijama u ispitnoj 1 kontrolnoj skupini

Bez karijesnih lezija Karijesne lezije Ukupno
N N N
Ispitna skupina 12 (66,67%) 6  (33,33%) 18
Kontrolna skupina 3 (16,67%) 15 (83,33%) 18
Ukupno 15 21 36

N- broj ispitanika s karijesnim lezijama, %- postotak ispitanika s karijesnim lezijama. Vrijednosti su

izrazene kao cijeli broj i postotak.
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4.4. Broj zabiljeZenih karijesnih lezija u ispitanika

Tablica 5. prikazuje strukturu ispitanika prema broju karijesnih lezija. Najveéi broj

ispitanika u ispitnoj skupini nema karijesne lezije (66,67%), dok u kontrolnoj skupini najveci broj

ispitanika ima karijes na jednom zubu (38,39%).

Tablica 5. Broj zabiljeZenih karijesnih lezija u ispitanika ispitne i kontrolne skupine

Ispitna skupina

Kontrolna skupina

Broj karijesa

0

1

5
6

Ukupno

N

12

1

1

18

(66,67%)
(5,56%)
(16,67%)
(0,00%)
(0,00%)
(5,56%
(5,56%)

(100,00%)

N

3

0

0

18

(16,67%)
(38,89%)
(22,22%)
(16,67%)
(5,56%)
(0,00%)
(0,00%)

(100,00%)

N- broj ispitanika; % - postotak ispitanika. Vrijednosti su izraZene kao cijeli broj i postotak.
) 1Sp p p y y )
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Razlika izmedu kontrolne i ispitne skupine prikazana je grafic¢ki (Slika 5.)

B Ispitna skupina B Kontrolna skupina

12

11
10

- oo

Broj pacijenata

By & B i &

Broj karijesnih lezija

Slika S. Broj karijesnih lezija u ispitanika ispitne i kontrolne skupine.
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4.5. Lokacija karijesnih lezija

Slika 6. prikazuje lokaciju karijesnih lezija u zubnom nizu u kontrolnoj skupini, a Slika 7.

lokaciju karijesnih lezija u ispitnoj skupini.

® 1117 ® 21-27 @ 231-37 @ 41-47

| 5(17.86%)

5 (17.86%)

Slika 6. Lokacija 1 broj karijesnih lezija po kvadrantu u ispitanika iz kontrolne skupine

@ 1117 @ 21-27 o 31-37 ® 41-47

3 (16,67%)

2/(11.11%;)

8 (50%)

Slika 7. Lokacija 1 broj karijesnih lezija po kvadrantu u ispitanika iz ispitne skupine
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4.6. Kvantum salivacije

Razlika medu vrijednostima Qs u promatranim skupinama prikazana je graficki (Slika 8.)
Iz grafickog prikaza se moze uociti da je Qs veée vrijednosti medu ispitanicima kontrolne
skupine (srednja vrijednost 2,6), dok je u ispitnoj skupini srednja vrijednost jednaka 1,6.
Empirijska p vrijednost testa upucuje na zaklju¢ak da postoji statisticki znacajna razlika u Qs

vrijednosti medu promatranim skupinama.

Srednja vrijednost

Qs

Ispitna skupina Kontrolna skupina

Slika 8. Srednje vrijednosti kvantuma salivacije (Qs) u ispitnoj i kontrolnoj skupini

23



4.7. Odnos kvantuma salivacije i ucestalosti karijesnih lezija
U Tablici 6. prikazan je odnos kvantuma salivacije i zabiljezenih karijesnih lezija, a p
vrijednost 0,925 odnosno 0,55 Mann-Whitney U testa upucuje na zakljuc¢ak kako nema statisticki

znacajne razlike u Qs u ispitanika koji imaju i koji nemaju karijesne lezije.

Tablica 6. Odnos kvantuma salivacije u razdoblju od 5 minuta i prisutnosti karijesa medu

ispitanicima
Bez karijesnih S karijesnim
lezija lezijama Ukupno
XQs' N XQs* N
Ispitna
skupina 1,64 12 (66,67%) 1,61 6 (33,33%) 18
Kontrolna
skupina 2,1 3 (16,67%) 2,7 15 (83,83%) 18
Ukupno 15 21 36

X Qs!— srednja vrijednost kvantuma salivacije u ispitanika bez karijesnih lezija, X Qs srednja
vrijednost kvantuma salivacije u ispitanika s karijesnim lezijama, N- broj ispitanika s karijesnim lezijama,

%- postotak ispitanika s karijesnim lezijama. Vrijednosti su izrazene kao cijeli broj i postotak
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4.8. Razlika u broju karijesnih lezija u ispitanika u odnosu na koli¢inu Lactobacillusa spp.
Zabiljezena je statisticki znacajna razlika u kontrolnoj skupini (p=0,032), u broju
karijesnih lezija u odnosu na koli¢inu bakterija Lactobacillus spp, no ne i u ispitnoj, Sto nam je

prikazano u Tablici 7.

Tablica 7. Odnos broja karijesnih lezija i koncentracije Lactobacillus spp.

Bakterije
>103Lactobacillus spp <103Lactobacillus spp
Broj karijesa u
ispitnoj skupini 11 7
Broj karijesa u
kontrolnoj skupini 20 8

4.9. Razlika u broju karijesnih lezija u ispitanika u odnosu na koli¢inu S.mutansa
Zabiljezena je statisticki znaCajna razlika u kontrolnoj skupini (p=0,038) u broju
karijesnih lezija u odnosu na koli¢inu bakterija S. mutans, no ne i u ispitnoj, Sto nam je prikazano

u Tablici 8.

Tablica 8. Odnos broja karijesnih lezija i koncentracije S. mutans

Bakterije
>103S.mutans <10°S.mutans
Broj karijesa u
ispitnoj skupini 11 7
Broj karijesa u
kontrolnoj skupini 16 12
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5. RASPRAVA



Unato¢ ucestalosti GERB-a, postoji malo istrazivanja koje se bave pojavnosc¢u karijesnih

lezija 1 kolicinom bakterijskih vrsta S. mutans 1 Lactobacillus spp. u ispitanika s GERB-om.
Vecina istrazivanja se bavi proucavanjem prevalencije dentalnih erozija u takvih ispitanika. U
ovom istrazivanju vecina ispitanika oboljelih od GERB-a su bile Zene (66,67%), $to odgovara
objavljenim istrazivanjima koja navode da je upravo u Zena zabiljezena veca incidencija ove
bolesti (56, 57). Prosje¢na dob u ispitnoj skupini bila je 57,78 godina, a u kontrolnoj skupini
56,17 godina, dakle postignuta je homogenost prema dobnoj strukturi. Istrazivanje Chait-a navodi
GERB kao najces¢i poremecaj gornjeg dijela gastrointestinalnog trakta u starijoj populaciji,
osvr¢cuci se na rad Collena 1 sur. koji zamje¢uju povecanu ucestalost ezofagitisa u ispitanika
starijih od 60 godina (58, 59).
Prema ovome istraZivanju, zabiljeZen je manji broj karijesnih lezija u ispitanika s GERB-om u
odnosu na kontrolnu skupinu (p vrijednost 0,003), odnosno karijesne lezije su zabiljezene u 6
ispitanika iz ispitne skupine (33,33%) i1 u 15 ispitanika iz kontrolne skupine (83,33%). Takvi
rezultati su u skladu s rezultatima koje su dobili Correa i sur. (60, 61) i Cazzonato i sur. (62). U
istrazivanju Linetta 1 sur. (63) uocena je veca ucestalost karijesa u ispitnoj u odnosu na kontrolnu
skupinu (62% u odnosu na 56%), no razlika nije bila statisticki znacajna. Ersin 1 sur. (64) su
proucavali incidenciju karijesa u djece, a prema njihovim rezultatima iz 2006. godine, nisu uocili
znatne razlike izmedu skupine ispitanika koji boluju od GERB-a i zdravih ispitanika. Silva i sur.
(65) takoder nisu zabiljezili korelaciju izmedu GERB-a i uCestalosti karijesnih lezija.

U naSem istrazivanju najveci broj ispitanika u ispitnoj skupini nije imao karijesne lezije
(66,67%), dok u kontrolnoj skupini najveéi broj ispitanika imao karijes na jednom zubu
(38,39%). Takvi rezultati su u skladu s istraZzivanjem Correa i sur. koji su zabiljeZili manje
karijesnih zubi u ispitanika s GERB-om u odnosu na kontrolnu skupinu (p <0,001) (66).
Nazalost, nema dovoljno podataka iz drugih istrazivanja za daljnju usporedbu, te bi se trebalo
viSe posvetiti proucavanju ne samo incidencije, ve¢ 1 progresije 1 broja karijesnih lezija u usnoj
Supljini u ispitanika koji boluju od GERB-a.

Lokacija karijesa u gornjem desnom zubnom nizu je zabiljezena u 39,29% ispitanika
kontrolne skupine, a u ispitnoj skupini najéesca lokacija je u gornjem lijevom zubnom nizu (50%
ispitanika). Demirci i sur. su 2010. godine zamijetili vecu incidenciju karijesa na gornjim zubima,
u odnosu na donje (67). Isti autori navode ranije nicanje gornjih zubi kao potencijalni razlog.

Takoder, ovo se djelomi¢no moZe objasniti i pojacanom salivacijom submandibularne Zlijezde u
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odnosu na ostale, zbog ¢ega su donji zubi vise zastieni u odnosu na gornje zube (68). Vecina
drugih istrazivanja ne pronalazi trend pojave karijesa na gornjim u odnosu na donje zube (69).

Prema rezultatima ovoga istrazivanja, postoji statisticki znacajna razlika u kvantumu
salivacije unutar 5 minuta izmedu promatranih skupina, odnosno vece vrijednosti su zabiljezene u
kontrolnoj skupini u odnosu na ispitnu skupinu (p=0,018). To odgovara pretpostavci da je jedna
od oralnih manifestacija GERB-a upravo hiposalivacija (10). Stoga prema mnogim
istrazivanjima, kvantum salivacije ispitanika koji boluju od GERB-a je smanjen u odnosu na
zdrave pojedince (70-72), Sto se slaze s rezultatima ovog istrazivanja. Ti rezultati nisu u skladu s
rezultatima Correa i sur. (60).

Nije zabiljeZena korelacija izmedu kvantuma salivacije 1 ucestalosti karijesnih lezija ni u
jednoj skupini. Prema mnogim istrazivanjima postoji korelacija izmedu niskog kvantuma
salivacije 1 uCestalosti karijesnih lezija, te se smanjena salivacija navodi kao Cimbenik rizika za
nastanak karijesa (73). Medutim, u pretrazenoj literaturi nisu pronadena istraZivanja koja se bave
korelacijom kvantuma salivacije 1 karijesnih lezija u ispitanika koji boluju od GERB-a.

Nisu zabiljezena odstupanja u koli€ini bakterija S.mutans 1 Lactobacillus spp. u uzorcima
sline ispitne 1 kontrolne skupine. Sli¢ne rezultate dobili su 1 Wild 1 sur. u istrazivanju objavljenom
2011. godine (74) 1 HOlttd i sur. u istrazivanju iz 1997. godine (75). Ersin je pak zabiljezio vece
koncentracije S. mutansa u djece koja boluju od GERB-a u odnosu na zdravu djecu (64).
Ispitanici s GERB-om u odnosu na kontrole su imali ve¢u razinu S. mutansa u slini (42% u
odnosu na 25%), no nije dokazana statisticki znacajna razlika u istrazivanju provedenom 2002.
godine (63). U tom istom radu, uocena je pozitivna korelacija izmedu razine S.mutansa i
karijesnih lezija (p=0.05). To je u skladu s rezultatima ovog istrazivanja gdje je zabiljeZena veca
uCestalost karijesa u ispitanika s >10° S.mutans bakterija, no samo u kontrolnoj skupini. Uogena
je i veca udestalost karijesnih lezija u ispitanika s >10° Lactobacillus spp. u kontrolnoj skupini,
Sto je u skladu s istrazivanjima koji potvrduju njihovu korelaciju (23).

Neka istrazivanja ukazuju na to da S. mutans, s obzirom da je acidogena 1 aciduri¢na bakterija,
ima vecu ucestalost kod oboljelih od GERB-a (75, 76). Prema drugim autorima, u ispitanika s
GERB-om dolazi do razlaganja biofilma zbog prisutosti Zelu¢ane kiseline, a moguce i zbog

prisutnosti pepsina (77).
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S obzirom da je za razvoj karijesogenih bakterija poput S.mutans 1 Lactobacillus spp. potreban

dentalni biofilm, kao i stabilno okruzenje u odredenom vremenskom periodu, pretpostavka ovog

istrazivanja je da je upravo zato u ispitnoj skupini zabiljezena manja incidencija karijesnih lezija.
Potrebno je provesti jo$ istrazivanja koje ¢e se baviti otkrivanjem korelacije izmedu

karijesnih lezija i GERB-a.
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6. ZAKLJUCAK



Na temelju rezultata ovog istrazivanja moze se zakljuciti:

1.

Karijesne lezije su manje zastupljene u ispitanika koji boluju od gastroezofagealne

refluksne bolesti (33,33% ispitanika) u odnosu na kontrolnu skupinu (83,33% ispitanika).

Kvantum salivacije u ispitanika koji boluju od GERB-a je statisticki je znac¢ajno smanjen

u odnosu na zdravu kontrolu.

. Nije moguce povezati kvantum salivacije s pojavom karijesa kod ispitanika s GERB-om 1

kontrolama.

Postoji korelacija izmedu koncentracije bakterija S.mutans 1 Lactobacillus spp. 1 broja

karijesnih lezija u zdravoj populaciji, no ne 1 u ispitanika koji boluju od GERB-a.

Ne postoji razlika u koncentraciji bakterija S.mutans 1 Lactobacillus spp. izmedu

kontrolne 1 ispitne skupine.
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8. SAZETAK



Cilj: Cilj istrazivanja bio je dobiti bolji uvid u specificnu mikrobiolosku floru ispitanika koji
boluju od GERB-a s obzirom na manjak sli¢nih istrazivanja. Hipoteza ovog istrazivanja je bila da
¢e kod ispitanika s dijagnosticiranim GERB-om biti vise karijesnih lezija u usnoj Supljini te da ¢e

biti znatno veéi broj mikroorganizama S.mutans i Lactobacillus spp. u nestimuliranoj slini.

Materijali i metode: U istrazivanje je uklju¢eno 36 ispitanika, od ¢ega 18 ispitanika u ispitnoj, a
drugih 18 u kontrolnoj skupini. Ispitanicima je izmjeren kvantum salivacije u razdoblju od 5
minuta, a uzorak sline naseljen na CRT hranjive podloge, te je napravljen stomatoloski pregled 1

zabiljeZena je prisutnost karijesnih lezija.

Rezultati: Rezultati ovog istrazivanja su pokazali da su karijesne lezije zastupljenije u zdravoj
populaciji (83,33% ispitanika) u odnosu na ispitanike koji boluju od GERB-a (33,33%
ispitanika). Kvantum salivacije je znatno smanjen u ispitanika koji boluju od GERB-a. Ne postoji
statistiCki znaCajna povezanost kvantuma salivacije s brojem karijesnih lezija u ispitivanih
skupina. Ne postoji razlika izmedu koli¢ine S. mutansa 1 Lactobacillusa u dvije ispitivane

skupine.

Zakljucak: Temeljem dobivenih rezultata moze se zakljuciti kako ispitanici koji boluju od
GERB-a imaju smanjen rizik za nastanak karijesnih lezija, unato¢ smanjenom kvantumu
salivacije. Broj mikroorganizama S. mutans 1 Lactobacillus u nestimuliranoj slini nije razli¢it u

odnosu na zdravu skupinu.
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9. SUMMARY



Thesis title: Incidence of carious lesions and bacterial count of microorganisms Streptococcus

mutans and Lactobacillus in saliva of patients with GERD.

Objective: To achieve a better insight into a specific microbial flora of the patients with GERD,
considering a lack of similar studies. Hypothesis was that patients with GERD will have more
carious lesions in their oral cavity and significantly higher counts of Streptococcus mutans and

Lactobacillus bacteria in unstimulated saliva.

Material and methods: 36 patients were included into this study, 18 patients were in a test
group and 18 were healthy controls. Unstimulated salivary flow rate was measured through the
period of 5 minutes. Saliva samples were collected and incubated for 48 hours for colony forming

unit counting. Caries was diagnosed by visual detection of carious lesions.

Results: Carious lesions are more common in the healthy population (83,33% of the healthy
control), compared to patients with GERD (33,33% patients). There is no significant correlation
between unstimulated salivary flow rate and number of carious lesions in patients with GERD
and healthy controls. There is no statistically significant difference between bacterial counts of

S.mutans and Lactobacillus in the two test groups.

Conclusion: Patients with GERD have lower risk of carious lesions, despite low unstimulated
salivary flow rate. Number of microorganisms S.mutans and Lactobacillus is not significantly

different compared to the healthy controls.
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