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Antimikrobni uËinak Apexita in
vitro

Saæetak

Svrha ovog rada bila je odrediti in vitro antimikrobni uËinak Apexita
temeljenog na kalcijevu hidroksidu u neposrednom dodiru s bakteri-
jama: Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Serratia marcescens
i Staphylococcus aureus.

Rabljen je Direct contact test (DCT) pri Ëemu je 10 µl bakterijske
suspenzije (106 bakterija) ostavljeno u neposrednom dodiru s punilom
1 sat na 37°C. Poπto je dodan BHI medij (250 µl), mjeren je rast po-
jedine bakterije nakon 1 sat, 6 sati, 20 sati i 24 sata.

Rezultati nakon jednog sata pokazali su da se broj E. coli i P.
aeruginosa smanjio na 7-9 x 103, S. marcescens na 7 x 102 bakterija, a
broj S. aureus bio je 1,4 x 105.

©estosatni uzorci pokazali su da se broj P. aeruginosa smanjio na
101, a gram-pozitivne S. aureus na 7,5 x 104. Nakon 20 sati preæivjela
je jedino S. aureus (101). 

DvadesetËetirisatni uzorci pokazali su potpunu inhibiciju rasta svih
ispitivanih vrsta.

KljuËne rijeËi: antimikrobni uËinak, Direct contact test, Apexit.
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Uvod

Bakterije i njihovi toksini glavni su etioloπki
Ëimbenici u nastanku endodontskih bolesti pulpe i
periapeksa (1-3). Njihova se mnoæina u korijen-
skome kanalu smanjuje instrumentacijom, ispira-
njem vodenom otopinom natrij-hipoklorita i pri-
mjenom medikamentoznih uloæaka. Dokazano je da

nakon biomehaniËke obrade endodontskoga sustava
zaostane odreeni broj bakterija koje se brzo raz-
mnoæavaju u praznome korijenskome kanalu iz-
meu posjeta (4, 5). Materijali za punjenje kori-
jenskih kanala s antibakterijskim uËinkom mogu
djelovati na zaostale bakterije u korijenskome ka-
nalu i time poveÊati uspjeπnost endodontskog lije-
Ëenja (6, 7).
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Kalcij-hidroksid πiroko se upotrebljava u sto-
matologiji (8, 9) i dodaje se u sastav pojedinih en-
dodontskih punila kako bi se poboljπala bioloπka
svojstva materijala i poveÊao njihov antibakterijski
uËinak (10). Antibakterijski uËinak kalcijeva hidro-
ksida pripisuje se njegovim ionskim sastavnicama -
kalcij i hidroksi ionima i alkaliËnosti koju ima pri
difuziji kroz dentin (11).

U nekim se radovima za ispitivanje antibak-
terijskog uËinka punila na temelju Ca(OH)2 rabi
kvalitativni Agar diffusion test (ADT) (12-14). Taj
je test tehniËki ograniËen jer ovisi o difuziji Ëestica
pa je prikladniji za testiranje topivih materijala ili
para. Kako bi se prevladali ti nedostatci rabljen je
kvantitativni Direct contact test (DCT) koji se te-
melji na mjerenju kinetike bakterijskoga rasta tije-
kom neposredna dodira s ispitivanim materijalom
(15).

Svrha ovoga rada bila je odrediti in vitro anti-
mikrobni uËinak kalcij-hidroksid materijala za pu-
njenje korijenskih kanala (Apexit) u neposrednom
dodiru s gram-negativnim fermentirajuÊim bakteri-
jama: Escherichia coli i Serratia marcescens; gram-
-negativnom nefermentirajuÊom bakterijom Pseu-
domonas aeruginosa, i s gram-pozitivnom Staphy-
lococcus aureus.

Materijali i postupci

U radu je ispitivan Apexit (Vivadent, Schaan,
Liechtenstein) temeljen na kalcijevu hidroksidu, a
rabljene bakterijske vrste bile su: Escherichia coli,
Serratia marcescens, Pseudomonas aeruginosa i
Staphylococcus aureus. Svi sojevi izolirani su iz kli-
niËkih uzoraka iz usne πupljine i odreivani upora-
bom standardnih biokemijskih sustava (API E; API
NE; API Staph, bioMerieux, Marcy-l'Etoile, France)
na Zavodu za mikrobiologiju Medicinskog fakulteta
SveuËiliπta u Rijeci. Broj mikroorganizama bio je 
u koliËini od 1x106/ml (McFarland-ov Standard-
-bioMerieux, marcy-l'Etoile, France) i potvren bro-
jenjem jedinica koje tvore kolonije (Colony forming
units-CFU) na krvnom agaru nakon 24-satne inku-
bacije na 37°C.

Za ispitivanje antimikrobnog uËinka upotrebljen
je Direct contact test (DCT). Apexit je zamijeπan
prema preporuci proizvoaËa i ispitivan 20 minuta

nakon zavrπetka mijeπanja te je unesen na mikro-
titracijske ploËice s 96 bunariÊa. Pojedina bakte-
rijska suspenzija (cca 106 bakterija) dodana je na
ispitivani materijal i uzorci su inkubirani 1 sat na
temperaturi od 37°C u termostatu. U svaki je uzorak
dodano 250 µl moædano-srËanog bujona (Brain-
-heart infusion-BHI) i njeæno mijeπano 2 minute.
Nakon mijeπanja napravljena su deseterostruka raz-
rjeenja bakterijskih suspenzija s BHI bujonom i
nanesena na krvni agar. CFU su brojene nakon 1 sat,
6 sati, 20 sati i 24 sata. Prazni bunariÊi s istim bak-
terijskim suspenzijama bili su pozitivna kontrola, a
bunariÊi s dodanim materijalom bez bakterijskog
inokuluma bili su negativna kontrola. Pokus je po-
novljen tri puta. 

Rezultati su prikazani kao log10 srednje vrijed-
nosti CFU po mililitru. Obraeni su uporabom Stu-
dent t-testa za nezavisne uzorke.

Rezultati

Rezultati DCT-a pokazuju da svjeæe zamijeπani
Apexit ima snaæan antibakterijski uËinak na gram-
-negativnu enterobakteriju S. marcescens. Nakon 1-
-satnog izravnog dodira s materijalom broj se S.
marcescens smanjio s poËetnog inokuluma od 106

CFU na 6,9 - 7,1 x 102 CFU. Nakon 6 sati broj se i
dalje smanjivao (p ≤ 0,001) i Serratia je naena u
malom broju (5 do 10 kolonija) u samo 2 od 6 uzo-
raka, a nakon 20 sati viπe se nije mogla izolirati
(Slika 1).

Slika 1. Antibakterijski uËinak Apexita na Serratiu
marcescens

Figure 1. Antibacterial activity of Apexit on Serratia
marcescens
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Nakon 1-satne inkubacije E. coli je takoer po-
kazala osjetljivost na Apexit (Slika 2). U usporedbi
s S. marcescens (6,8 - 7,2 x 103 CFU; p ≤ 0,001)
razlika nije bila statistiËki znatna.

Slika 3. Antibakterijski uËinak Apexita na Pseudomonas
aeruginosa

Figure 3. Antibacterial activity of Apexit on Pseudomonas
aeruginosa
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Slika 4. Antibakterijski uËinak Apexita na Staphylococcus
aureus

Figure 4. Antibacterial activity of Apexit on Staphylococcus
aureus
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Slika 2. Antibakterijski uËinak Apexita na Escherichiu coli
Figure 2. Antibacterial activity of Apexit on Esherichia coli
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NefermentirajuÊa P. aeruginosa pokazala je veÊu
otpornost prema antibakterijskom uËinku Apexita od
ispitivanih fermentirajuÊih gram-negativnih bak-
terija (Slika 3). Nakon jednoga sata bakterijski rast
bio je 3,9 x 103 CFU (p ≤ 0,001). U razdoblju od 1
do 6 sati neposrednog dodira s materijalom znatno
se je smanjio rast P. aeruginosa (p ≤ 0,001) i dalje
je opadao sve do 20-og sata inkubacije kada je pro-
naeno samo 5 CFU bakterija u jednom od πest uzo-
raka (p ≤ 0,001).

neposrednoga dodira s Apexitom naeno je izmeu
1 i 1,3 x 105 CFU bakterija, a nakon 6 sati broj se
je smanjio na 6,8 - 7,2 x 104 CFU (p ≤ 0,001). Dalj-
nji znatan pad broja bakterija opaæen je u razdoblju
od 6 sati do 20 sati inkubacije s materijalom (10-60
CFU; p ≤ 0,001). Nakon 24 sata izolirano je samo
nekoliko kolonija u 2 uzorka (p ≤ 0,001).

Rasprava

Vaæno svojstvo materijala za punjenje korijen-
skih kanala jest antibakterijsko djelovanje na mikro-
organizme unutar endodontskog prostora. Kalcijev
hidroksid se nametnuo kao vrlo dobar izbor za in-
trakanalnu medikaciju (17) zbog svojeg antimik-
robnog uËinka (9, 18), protuupalnih svojstava (19),
niske citotoksiËnosti (20) i osteogenoga djelovanja
(16).

U ovome radu ispitan je antimikrobni uËinak
Apexita temeljenog na kalcijevu hidroksidu na Ëetiri
bakterijske vrste izolirane iz usne πupljine. Rabljen
je DCT test kako bi se izbjegli nedostatci ADT-a,
koji ovisi o fizikalnim svojstvima ispitivanoga ma-
terijala te je prikladniji za topive materijale (13, 14). 

Svjeæe zamijeπani Apexit svojim je djelovanjem
uspio odstraniti sve ispitivane bakterije unutar 24
sata. To je sukladno rezultatima Estrele i sur. (18)
koji su in vitro dokazali antimikrobni uËinak Apex-
ita na anaerobne i aerobne bakterije. U radu je tako-
er rabljen DCT test, a ispitivane bakterije bile su:
Staphylococcus aureus, Fusobacterium nucleatum,

Osjetljivost S. aureus na dodir s materijalom bila
je niska u prvih 6 sati (Slika 4). Nakon jednoga sata
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Pseudomonas aeruginosa i Escherichia coli. Rezul-
tati su pokazali potpuni antimikrobni uËinak Apexita
nakon 72 sata. Antimikrobno djelovanje Apexita
utvrdili su i Sjögren i sur. (19) koji su stavljali in-
trakanalni uloæak kalcijeva hidroksida u korijenske
kanale zuba s periapikalnim procesom. Dokazali su
nakon 7 dana nestanak Actinobacillus actinomy-
cetemcomitans. 

U radovima se navodi i brzo anitmikrobno dje-
lovanje Ca(OH)2 materijala. Naime, Fuss i sur. (20)
su dokazali da svjeæe zamijeπani materijal temeljen
na Ca(OH)2 ima sposobnost zaustaviti rast Entero-
coccus faecalis unutar 4 sata. Suprotno tomu, Heling
i Chandler (21) su na eksperimentalnome modelu
inficiranih dentinskih tubulusa pokazali da unoπenje
istoga materijala u korijenski kanal ne moæe od-
straniti E. faecalis iz inficiranoga kanala.

U ovom se ispitivanju najotpornijom bakterijom
pokazala gram-pozitivna S. aureus Ëije je smanji-
vanje broja kolonija bilo postupno i polagano. Op-
timalni pH za rast S. aureus je izmeu 7 i 7,5 s od-
stupanjem od 4,2 do 9,3 (22). Zato alkaliËnost kalci-
jeva hidroksida vjerojatno ne utjeËe na inhibiciju
rasta S. aureus. MoguÊe je da druge sastavnice
materijala djeluju antibakterijski jer je nakon 24-
-satnog dodira s Apexitom izolirano samo nekoliko
kolonija.

Svjeæe zamijeπani Apexit pokazao je jaËi anti-
bakterijski uËinak na gram-negativne fermentirajuÊe
enterobakterije, osobito na S. marcescens. Broj CFU
Serratie naglo se smanjivao unutar jednoga sata od
inokulacije. U isto vrijeme, Apexit je imao mnogo
manji inhibitorski uËinak na E. coli i P. aeruginosa.
Nakon 6 sati razlika izmeu tri gram-negativne
bakterije nije bila statistiËki znatna. 

ZakljuËak

Rezultati ovoga rada pokazali su da Apexit upo-
rabom DCT testa za odreeno razdoblje inhibira rast
ispitivanih bakterijskih vrsta. 
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