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SAZETAK

Cilj istrazivanja: Ispitati utjecaj nikla na komenzalne bakterije ljudskog organizma.

Fiksna ortodontska naprava edgewise tipa sadrzi nikal, korodira te ga otpusta u ljudski
organizam. Ispitivan je utjecaj nikla na rast bakterija, interakcija nikla i antibiotika na
rast bakterija, sposobnost adaptacije istih bakterija na nikal te posljedicna promjena

njihovih svojstava.

Materijal i_metode: KoriStene su bakterije stani¢ne kulture ameri¢kog tipa (engl.
American Type Cell Culture, ATCC) i to Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis
i Escherichia coli. Dilucijskom metodom uz pomoc¢ resazurina odredene su minimalne
inhibitorne koncentracije (MIK) nikla te antibiotika ciprofloksacina i ampicilina.
Nasadivanjem na Mueller-Hinton agar odredene su minimalne baktericidne
koncentracije (MBK) za iste spojeve. Metodom Sahovnice dobiveni su rezultati
frakcijske inhibitorne koncentracije (FIK). Ocitanjem mikrotitarskih plo¢a u
spektrofotometrijskom uredaju dobivene su krivulje rasta. Bakterija S. aureus
adaptirana je na razliite koncentracije nikla te su odredena fenotipska svojstva novih
sojeva u vidu adhezije na razliCite podloge i osjetljivosti na niz antibiotika.

Rezultati: MIK nikla za sve bakterije je bio 1000 mg/L. MBK je bio u rasponu 1000 -
2000 mg/L. MIK za ampicilin je bio 1 — 2,5 mg/L (MBK 2 —5) i 0,005 — 0,62 mg/L (MBK
0,005 - 1,25) za ciprofloksacin. Rezultati FIK-a za ciprofloksacin i nikal pokazali su
antagonisticko djelovanje spojeva u bakterija E. coli i E. faecalis, a aditivho u bakterije
S. aureus. FIK za ampicilin i nikal pokazao je sinergisticko djelovanje na E. faecalis,
aditivno na E. coli te indiferentnu interakciju pri rastu S. aureus. Sojevi adaptirani na
viSe koncentracije nikla (500 — 1000 mg/L) slabije su adherirali na povrSine od sojeva
MIK-a za adaptirane sojeve, sojevi adaptirani na 250 i 1000 mg/L Ni?* bili su rezistentiji
na ciprofloksacin i gentamicin od drugih sojeva.

Zakljugak: Cini se da bi koncentracije nikla otpustene iz nikal-titanijskih ortodontskih
Zianih lukova mogle dovesti do interakcije s antibioticima te, imajuci u vidu sposobnost

akumulacije nikla od strane bakterija, uzrokovati promjene svojstava bakterija.

Kljuéne rijeci: nikal; bakterija; rezistencija; antibiotik



SUMMARY

Objectives: To assess the influence of nickel on commensal bacteria of the human
organism. An effect of nickel on the growth of bacteria, interaction of nickel and
antibiotics on bacterial growth and the ability of bacterial adaptation to nickel and
alteration of their properties was examined.

Material and methods: ATCC (American Type Cell Culture) bacterial strains were used,

Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis and Escherichia coli. Minimum
Inhibitory Concentrations (MIC) were determined for nickel and for antibiotics
ciprofloxacin and ampicilin by the dilution method with resazurin colouring. Minimum
Bactericidal Concentrations (MBC) were determined by subculturing to Mueller-Hinton
agar. The checherboard method was used to obtain Fractional Inhibitory
Concentrations. Microtiter plates were read on a spectrophotometric microplate reader
to acquire bacterial browth curves. Furthermore, bacteria S. aureus was adapted to
various concentrations of nickel and phenotype properties, such as ability of adhesion
and biofilm formation, and antibiotic sensitivity of the new strains were tested.

Results: MIC for nickel for all tested bacteria was 1000 mg/L. MBC was in range 1000
- 2000 mg/L. MIC for ampicilinwas 1 - 2,5 mg/L (MBC 2 - 5) 10,005 - 0,62 mg/L (MBC
0,005 — 1,25) for ciprofloxacin. FIC results for ciprofloxacin and nickel demonstrated
an antagonistic effect of the two agents when growth of E. coli and E. faecalis were
assessed, and additive effect when S. aureus was assessed. FIC for ampicilin and
nickel demonstrated a synergistic effect on the growth of E. faecalis, additive on E. coli
but indifferent on the growth of S. aureus. Strains of S. aureus adapted to higher
concentrations of nickel (500 - 1000 mg/L) showed decreased adhesion ability.
According to the results of MIC of adapted bacteria, strains adapted to 250 and 1000
mg/L of Ni?* were more resistant to ciprofloxacin and gentamicin than the other strains.
Conclusion: Nickel released from orthodontic archiwires could interact with antibiotics

and possibly alter bacteria properties, having in mind their abiltiy to concentrate it.

Keywords: nickel; bacteria; resistance; antibiotics
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1. UVOD | PREGLED PODRUCJA ISTRAZIVANJA

1.1. Nikal u usnoj Supljini

Ortodontska terapija korigira polozaj zubi i odnos izmedu zubnih lukova te ima
za cilj postizanje optimalne harmonije poloZaja zubi, funkcije Zva¢nog sustava i izgleda
lica. NajCesc¢e se provodi fiksnom napravom edgewise tipa u trajanju od prosje¢no 2
do 3 godine. lako postoje razne naprave koje se koriste u ortodontskoj terapiji, terapiju
edgewise napravom mozemo proglasiti zlatnim standardom. Naprava se sastoji od
metalnih elemenata; bravica, cjev€ica, prstenova i zi€anih lukova. Uz plemeniti Celik i
legure Zeljeza, najCesSci gradivni elementi jesu nikal i titanij. lako postoje i nemetalne
verzije bravica, Zi¢ani lukovi su uvijek metalni, od kojih su jedni od najéeSce koriStenih
lukovi od legura nikla i titanija zbog, u vidu pomaka zuba, optimalnih fizikalnih svojstava
(Slika 1.) [168]. Broj pacijenata koji ulaze u ortodontsku terapiju je u porastu [152]. Uz
djecu i adolescente, kao joS uvijek najzastupljeniju populaciju medu ortodontskim
pacijentima, sve viSe odraslih odluCuje se za ortodontsku terapiju [162]. S obzirom na
vaznost koja se pridaje vanjskom izgledu u modernom drustvu te podizanje
psihosocijalnog zdravlja eliminacijom malokluzije [92] za oCekivati je i daljnji porast

broja ljudi s ortodontskim napravama u ustima.

Slika 1. Fiksna ortodontska naprava edgewise tipa.



Slika 2. Ortodontski zi¢ani lukovi od nikal-titanijske legure.

Nikal, koji se u ionskom obliku otpusta iz ortodontskih zZi¢anih lukova (Slika 2.)
za vrijeme ortodontske terapije, svrstavava se u teSke metale. Nikal je srebrno-bijele
boje, visoke Cvrstoce, kovnosti i vodljivosti s raznolikom primjenom zbog svojstva
dobre otpornosti na koroziju. Ima uporabu u proizvodnji nehrdajuceg Celika, baterija
(nikal-kadmij), nakita, u elektronici, aeronautici i sli¢no [175]. Covjek u kontakt s niklom
dolazi najceS¢e putem hrane i nakita. Namirnice bogate niklom su Cokolada, zob i
ora8asti plodovi [37]. Nadalje, unosi se pripremanjem hrane, otpustanjem iz posuda
od nehrdajuceg Celika, za koje se pokazalo da otpustanje nikla zna¢ajno varira medu
raznim proizvodacCima istoga, te se povecava dugotrajnim kuhanjem [48]. Tolerabilni
dnevni unos je 1 mg [28], dok je prosjeCni procijenjeni dnevni unos hranom, vodom i
dodacima prehrani oko 260 ug [116]. Bez obzira na smjernice za izradu i prodaju
nakita, otpustanje nikla iz istoga je jo$ uvijek na zabrinjavaju¢em nivou [163]. Nikal je
s bioloSkog aspekta zanimljiv kao najCeS¢i kontaktni alergen u svijetu [155]. U osjetljivih
osoba javlja se kasni tip alergijske reakcije te dolazi do upalnih promjena na kozi i/ili
sluznici [141].

Jos jedan od potencijalnih unosa nikla u ljudski organizam jest prisustvo
ortodontskih naprava u usnoj Supljini. S obzirom na trajanje ortodontske terapije,
mogu¢ je unos znacajnih koli¢ina iona u organizam. Poznato je da uslijed procesa
korozije navedeni elementi naprave otpustaju metale u usnu Supljinu [169]. Okoli$
usne Supljine je, zbog svojih ionskih, enzimskih i mikrobioloskih svojstava, idealan milje
za stimulaciju korozivnih procesa [69]. U nikal-titanijskim (NiTi) ortodontskim legurama,
oba metala su zastupljena u otprilike jednakim omjerima. loni nikla (Ni?*) se otpustaju

iz NiTi legure u okolinu u vecéoj koncentraciji u odnosu na ione titanija (Ti**), Kkoji
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stvaraju sloj titanijskih oksida (TiOx) na povrsini, uglavnom u obliku titanijevog dioksida
(TiO2) [65]. | u terapiji nemetalnim bravicama oCekujemo otpustanje metala zbog
korozije Zzi€¢anih lukova i opruga [72]. Oblaganjem povrsine NiTi legure mogu se
promijeniti korozivha svojstva materijala, tako primjerice rodijska obloga pojaCava
koroziju, a oblaganje nitridom je smanjuje [71]. Titanij se takoder otpusta iz Zica za
vrijeme ortodontske terapije, pokazujuéi slicne koncentracije kao nikal [9].
ZabrinjavajuCi su pokazatelji da se metali otpusteni u usnoj Supljini zadrzavaju u
ljudskom organizmu za vrijeme terapije [68]. PoviSene razine nikla su nadene u slini i
gingivnoj sulkusnoj tekucini pacijenata u ortodontskoj terapiji fiksnim napravama [12],
[32]. Prosje¢no se dnevno otpusta oko 40 ug nikla iz fiksne ortodontske naprave [127],
s time da je najvece otpustanje iz ortodontskih naprava tijekom prvog tjedna [62], uz
znacajno usporavanje otpustanja kroz vrijeme [130], [64]. loni nikla otpuSteni iz fiksnih
ortodontskih naprava mogli bi dovesti do toksicnih efekata [104]. OtpusStanje je zavisno
od niza ¢imbenika - tehnologiji proizvodnje, galvanskim prevlakama i sastavu legura,
ali validnost mjerenja ovisi o analitickim tehnikama i granicama detekcije [105], [115].
Intraoralni uvjeti poput pH vrijednosti sline, prisustva fluorida te proizvoda za

odrzavanje oralne higijene mogu pridonijeti povecanom otpustanju iona nikla [95].



1.2. Komenzalne bakterije [judskog organizma

Ljudski organizam sadrzi barem deset puta viSe prokariotskih, bakterijskih
stanica nego vlastitih eukariotskih. UvrijeZzeni nazivi za te bakterije su: komenzalne
bakterije ljudskog organizma, ljudska bakterijska mikrobiota ili ljudska bakterijska flora.
Pojam oznacava bakterijsku mikrobiotu koja je prisutna unutar i na kozi Covjeka [44].
Uz bakterije, ljudski organizam je dom nizu virusa i gljiva koje zajedno s bakterijama
¢ine kompletan mikrobiom ljudskog organizma koji ima veliku vaznost za homeostazu
i uredno funkcioniranje organizma [14], [106]. Komenzalne bakterije vazne su za
modeliranje metaboli¢kog fenotipa, funkcioniranje imunoloSkog sustava, apsorpciju
hranjivin tvari te zastitu od raznih patogena [167]. Istrazivanja potvrduju kako
komenzalne bakterije probavnog sustava imaju utjecaj na razvoj niza bolesti. Niz
C¢imbenika uvjetuje komenzalnost ljudske bakterijske flore, odnosno njihovu ne-
patogenost za domacina. Jedan od njih je i lokacija na kojoj se nalaze, primjerice neke
bakterije Ce biti komenzali u jednom organskom sustavu, a patogeni u drugom [146].
Tako Ce u pacijenata koji aspiriraju sadrzaj probavnog sustava, komenzalne bakterije
probavnog sustava postati ozbiljni patogeni u diSnom sustavu. Primjerice oralni
komenzal, Actinomyces moze stvoriti ozbiljne zdravstvene probleme nade li se u
drugom dijelu organizma [98]. Takoder, stanja poput infekcija, bolesti, rana, starenja i
imunodeficijentnih stanja mogu potaknuti patogeni potencijal komenzala [13].

Staphylococcus aureus je Gram pozitivna bakterija i fakultativni anaerob (Slika
3.). Kao komenzal naj¢es¢e je u ljudi prisutan na kozi, no u dijelu populacije nalazi ga
se na sluznici nosa [110]. Smatra se da je 20% populacije stalni nosilac S. aureus, a
¢ak 60% intermitentni [46]. lako ljudska populacija €ini veliki dio rezervoara S. aureus,
radi se o vrlo adaptabilnoj bakteriji, sposobnoj prezivjeti teSke okoliSne uvjete te se
moze naci u zraku, prasini, kanalizaciji i vodi [143]. S druge strane, to je bakterija
odgovorna za invazivne, po zivot opasne infekcije, poput bakterijemije, infektivhog
endokarditisa i osteomijelitisa. Mehanizmi infekcije su najéeSce transfer bakterije na
otvorenu ranu, hrana te bolnicke infekcije. Uzro€nik je mnogobrojnih koznih infekcija,
impetiga, celulitisa, folikulitisa, akni i atopi€nog dermatitisa [170]. Izoliran je u
slu¢ajevima rekurentnog tonzilitisa i rinosinusitisa [177]. Soj S. aureus odgovoran je za

pokazuju izrazenu rezistenciju prema mnogim poznatim antibioticima [31]. Antibiotici
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koji se koriste u lije€enju infekcija uzrokovanih S. aureus jesu penicilinaza-resistentni

penicilini, cefalosporini, eritromicin, klindamicin i dr. [84].

Slika 3. Kolonije bakterije Staphylococcus aureus na podlozi.

Escherichia coli je Gram negativni fakultativni anaerob (Slika 4.). Svaki sisavac,
a Cak i neke hladnokrvne Zivotinje kolonizirane su tom bakterijom [34]. NajceSce je prvi
kolonizator novorodencCeta te ostaje u probavnom sustavu Covjeka cijeloga Zivota
[126]. Primarno kolonizira debelo crijevo, do kojega moze doci peroralnim putem, te
prezivjeti uvjete niskog pH koji su prisutni u gornjem dijelu probavnog sustava [39].
Kao komenzal ima viSestruku vaznost za urednu homeostazu; proizvodi vitamin K i
vitamin B12, natjeCe se s patogenim bakterijama za nutrijente u crijevima te na taj
nacin prevenira razvoj bolesti [85], [164], [20]. Na primjer, kompeticijom za Zeljezo
djeluje protektivno protiv patogena Salmonella typhimurium [63]. Ipak, tanka je linija
izmedu korisnog komenzalizma i patogenog potencijala E. coli [87]. IstraZivanja
potvrduju kako neki serotipovi mogu djelovati kao komenzali, no mogu i potencirati
kroni¢ne upalne promjene na crijevima [22], [77]. Dokazano je da insercija samo jedne
sekvencije deoksiribonukleinske kiseline (DNK) moze promijeniti tihi komenzal E. coli
u patogena [134]. Kao patogen, E. coli je uzro€nik vecine infekcija mokra¢nog sustava
[49]. Vodecdi je uzroCnik putniCke dijareje te se patogeni sojevi veéinom prenose
hranom i vodom [144]. Takoder uzrokuje i neonatalni meningitis i bakterijemiju [25]. U
lije€enju infekcija uzrokovanih E. coli koriste se amoksicilin, amoksicilin s dodatkom
klavulanske kiseline, cefaleksin, norfloksacin, ciprofloksacin, trimetoprim [102]. Studija
iz 2018. pokazuje da komenzalne E. coli mogu biti rezervoar gena odgovornih za
povecanu rezistenciju prema antibioticima te izvor pojaane rezistencije prema

ciprofloksacinu [83].



Slika 4. Kolonije bakterije Escherichia coli na kromogenoj podlozi.

Enterococcus faecalis je Gram pozitivni fakultativni anaerob te komenzal
probavnog sustava (Slika 5.) [40]. Njegova vaznost kao komenzalne bakterije nije
proucena kao ona E. coli, no poznata je u smislu kompeticije s egzogenim patogenima
te stimulacije imunosnog odgovora ljudskog organizma [79]. Ipak, kao i prethodno
spomenute bakterije, u odredenim uvjetima ima patogeni potencijal. Pri transferu u
drugu anatomsku regiju, od komenzala moze postati ozbiljan patogen [100]. NajceSce
uzrokuje infekcije mokra¢nog sustava u starijih muskaraca [58]. Enterokoki su drugi
najznacajniji uzro€nik bakterijemije steCene u bolnickom okruzeniju, ali i op¢enito jedan
od najznacajnih uzro€nika svih bolnickih infekcija [40]. Dovode do 5 — 15 % svih
sluCajeva bakterijskog endokarditisa [112], a mogu uzrokovati i peritonitis,
abdominalne i zdjeliCne apscese [43]. Zanimljivo je da je E. faecalis Cesti izolat u

neuspjesno endodontski lije€enim periapikalnim procesima [147].



Slika 5. Kolonije bakterije Enterococcus faecalis na krvnom agaru.

Osim u slu€ajevima endokarditisa i pacijenata s alergijom, antibiotici izbora za
lije€enje infekcija uzrokovanih bakterijom E. feacalis su ampicilin i penicilin.
Alternativno se mogu Koristiti amoksicilin/klavulanska kiselina, piperacilin-tazobaktam,

vankomicin i teikoplanin [176]. In vitro upotreba ciprofloksacina pokazuje obecavajuce

rezultate [3].



1.3. Rast bakterija i €imbenici koji ga mijenjaju

Bakterije se dijele nespolnim razmnoZavanjem ili stani¢nim dijeljenjem, u kojem
od jedne stanice nastaju dvije genetski istovjetne stanice kceri. Rast bakterija moze se
podijeliti u nekoliko faza: fazu suzdrzanog rasta ili lag fazu, eksponencijalnu ili log

(logaritamsku) fazu, stacionarnu fazu i fazu smrti stanica (Slika 6.) [78].

stacionarna smrt

suzdrzanl rast
eksponencijalna

optika gustoca

.

~—

T T T T T
0 5 10 15 0 25
wrijeme (sat)

Slika 6. Faze bakterijskog rasta prikazane na krivulji optiCka gustoca (engl.
optical density, OD)/vrijeme.

U fazi suzdrzanog rasta bakterije se pripremaju za rast. Nakon iznenadnog
dolaska u okruzenje u kojem ¢e im rast biti moguc, njihov primarni interes je dobivanje
na biomasi te iskoritavanje dostupnih nutrijenata prije suparnika. Cesto se suzdrzani
rast opisuje kao adaptacijski period pri promjeni iz niskog u visoke metaboliCke
zahtjeve. Ova faza manije je izu€avana od eksponencijalne (logaritamske ili log) faze,
u kojoj bakterije, izvan laboratorijskih uvjeta, provode malo vremena. Ipak, dokazano
je da se bakterije u lag fazi s genetskog aspekta intenzivno pripremaju za nadolazeée
povecanje biomase proizvodeci enzime za iskoriStavanje ugljika [97].

Eksponencijalna faza je dio rasta karakteriziran udvostru€avanjem broja
stanica. Broj novih stanica koje se pojavljuju po jedinici vremena jest proporcionalan
trenutnoj populaciji stanica. Dok je moguce, udvostru€enje broja stanica se nastavlja
konstantnom brzinom. Rast u ovoj fazi je dosta prediktabilan i moze se opisati
matematickim jednadzbama. Kada se log faza prikaze kao rast broja stanica u
prirodnom logaritmu na apscisi vremena, dobiva se ravna linija [182].
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Vecina mikroorganizama prisutnih u zraku, vodi, zemlji uglavhom se nalaze u
stacionarnoj fazi [42]. Ulazak bakterija u stacionarnu fazu moze biti uzrokovan nizom
Cimbenika; ograniCenom koli€inom odredenog nutrijenta, akumulacijom toksi¢nih
nusprodukata, prisutno$¢u stresora poput promjena u pH, temperaturi, osmolarnosti
itd. Kada stanica ude u stacionarnu fazu, dolazi do smanjenja njene veliCine i do
povecanja omjera koli¢ine DNK i koli€ine bjelan€evina [122].

U fazi smrti dolazi do odumiranja bakterijskih stanica zbog manjka nutrijenata,
promjene pH te nakupljanja produkata metabolizma koji ograni¢avaju rast [35].

Antimikrobni uCinak agensa moZe se evaluirati minimalnom inhibitornom
koncentracijom (MIK) i minimalnom baktericidnom koncentracijom (MBK). MIK je
definiran kao najniza koncentracija antimikrobnog agensa koja zaustavlja vidljiv rast
mikroorganizma tijekom 24 sata. MBK je najniza koncentracija agensa koji ¢e ubiti
mikroorganizme $to dokazujemo presadivanjem na medij bez antimikrobnog agensa.
MIK je Cest laboratorijski postupak koji se koristi za potvrdu rezistencije, ali naj¢esce
se koristi da se odredi in vitro aktivnost novih antimikrobnih spojeva. Odredivanje MBK
se provodi rijede, najceSée za izolate iz krvi pacijenata s endokarditisom [7]. Metode
odredivanja su standardizirane, u Europskoj Uniji prema Europskom odboru za
ispitivanje antimikrobne osjetljivosti (engl. European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing, EUCAST).

Najvazniji ¢imbenici koji utjeCu na rast bakterija su kisik, temperatura, pH i
osmotski tlak. Ovisno o prisustvu kisika bakterije se dijele na striktne aerobe, striktne
anaerobe, fakultativne anaerobe i mikro-aerofile. Striktni aerobi mogu rasti samo u
prisustvu kisika, strikni anaerobi samo u uvjetima bez kisika. Fakultativni anaerobi
mogu rasti i sa i bez kisika dok mikro-aerofili rastu u minimalnim koliiniama kisika. S
obzirom na temperaturu okoline, bakterije mogu rasti u niZzim temperaturama 4 - 10 °C,
srednje visokim temperaturama 15 — 45 °C (mezofili) i visokim temperaturama 45 — 90
°C (termdfili). lako vecina bakterija raste pri neutralnom pH od 7, postoje acidofilne i
bazofilne bakterije koje rastu pri nizem ili viSem pH. Osmotski tlak odnosi se na
koncentraciju soli u okolini te razli€ite bakterije mogu tolerirati rezlicite koncentracije
[113].



1.4. Uginak nikla na rast bakterija

Ucinak nikla na bakterijski rast je dvostruk i ovisan o koncentraciji. Pronadeni
su mehanizmi kojima bakterije omogucavaju unos nikla te istrazivanja potvrduju niz
bakterijskih enzima Cciji je kofaktor nikal [111], [89]. S druge strane, opisani su i
mehanizmi efluksa nikla i drugi sustavi detoksikacije vezani za nikal. Ocito je da svi ti
procesi dovode do homeostaze nikla u bakterija [89]. Istrazivanje na bakteriji S. aureus
pokazalo je da ona koristi nikal kao enzimatski kofaktor te njegovim unosom raste
virulencija same bakterije [36]. Bakterije uglavnom akumuliraju metale iz svoje okoline,
isto vrijedi i za nikal. Primjerice, kod bakterije E. coli koja je rasla na agaru s 1 yM nikla
nadeno je 30 uM istog metala [135]. S druge strane, karakteristiCan odgovor bakterije
na visoke koncentracije metala u okolini je sintetiziranje efluks pumpe te redukcija
unutarstani¢ne koncentracije metala [117]. Naj¢eS¢ée su efluks sustavi opisani u
bakterija koje su bile u okoliSu s izuzetno visokim koncentracijama nikla. Efluks pumpa
za nikal prisutna je i u E. coli [137]. Nadalje, mehanizmi poput eliminacije nikla preko
vakuola te proizvodnje nikal sulfida kako bi se smanjila koncentracija okoliSnih niklovih
iona mogu braniti bakteriju od Stetnih koncentracija [96].

Nikal moze djelovati toksi¢no na bakterije i to na viSe nacina; 1) nacin da nikal
zamijeni esencijalni metal u metaloproteinu, 2) vezivanje nikla za kataliticki ostatak
nemetalnog enzima, 3) vezivanje nikla izvan katalitickog mjesta enzima, 4) oksidativni
stres koji zahvaca proteine, DNK ili lipide [96].

Razni oblici nikla pokazali su se kao ucinkovit agens u kontroli rasta oralnih
bakterija [74]. Zanimljivo je da se kao terapijsko svojstvo u eliminaciji nekih bakterija,
poput E. coli moze Koristiti nikal [29], dok je s druge strane prehrana bez nikla pokazala
bolji terapijski u€inak na eradikaciju Helicobacter pylori [18]. Jedno istrazivanje na
izoliranim bakterijama iz okoliSa pokazuje bakteriostatski uc¢inak N>t wu
koncentracijama 512 — 1024 mg/L na Gram pozitivhe koke, Gram negativne Stapicaste
bakterije i nefermentirajue Gram negativne StapiCaste bakterije [136]. Izgleda da
terapija fiksnim ortodontskim napravama ne mijenja sastav oralnog biofilma tijekom
perioda od 6 mjeseci [67].

Oralna bakterijska flora adherira na ortodontske Zi¢ane lukove i to bolje na NiTi
u usporedbi s €elinim [76]. Fiksna ortodontska naprava ima antibakterijski potencijal,

no on je slab [45].
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1.5. Utjecaj fluoridai probiotika na bakterijski rast

Uz antibiotike i metale, utjecaj na bakterijski rast imaju fluoridi. Fluoridi imaju
poznato antibakterijsko djelovanje kroz vise biokemijskih procesa [56]. Upotreba
natrijevog fluorida, koji se koristi kao antikariogeni agens, nije pokazala promjene u
oralnih komenzala [153]. S obzirom na Siroku primjenu i sustavne primjene fluorida u
nekim zemljama, raspravlja se o moguc¢em utjecaju na komenzale probavnog sustava
[38]. Studija na miSevima je potvrdila inhibiciju kariogenih bakterija, ali ne i utjecaj na
komenzale probavnog sustava [173]. Poznato je da bakterije imaju razvijen
mehanizam obrane od visokih koncentracija fluora u okoliSu [10]. Neki ortodontski
adhezivi sadrzZe te otpustaju fluor u cilju prevencije pojave inicijalnih karijesnih lezija
tijekom ortodontske terapije. Koncentracije otpustene prvih 28 dana mogu iznositi
nesto iznad 10 ppm fluora. Ortodontski adhezivi imaju niski potencijal rezervoara
fluorida, a otpustanje fluorida ne pokazuje biolo$ki relevantnu genotoksi¢nost [158].

Probiotici su tradicionalno predstavljali bakterije probavnog sustava koje su se
koristile za lije€enje razne simptomatologije problema probavnog sustava [15].
NajCesCe Kkoristeni sojevi probiotika u svrhu poboljSanja oralnog zdravlja su
Lactobacillus, Bifidobacterium i Streptococcus. Istrazivanja su potvrdila kako njihova
primjena utjeCe na smanjenje bolesti poput karijesa, gingivitisa i parodontitisa [150],
[16], [82], [47]. Cak i probiotici mlijeénih proizvoda mogu pobolj$ati oralno zdravlje
[114]. S druge strane, sve ucestalija primjena probiotika moze djelovati na pojacanu
koroziju metala. Istrazivanje koje je ispitivalo intenzitet korozije NiTi ortodontskih zica
u slini i u slini s dodatkom oralnog probiotika pokazalo je da probiotik pojaCava
generaliziranu koroziju u rodiranih NiTi te lokaliziranu u neobloZenih NiTi [159].

Sve ucestalija pojava rezistentnih sojeva bakterija jedan je od najznacajnijih
globalnih medicinskih problema [174]. lako se ta pojava najc¢eSce pripisuje ucinku
pretjerane i pogresne upotrebe antibiotika, postoje dokazi kako do pojave rezistencije
na antibiotike moZe doci i drugim mehanizmima. Unazad zadnjih 20 - 25 godina
pokazalo se da odredeni metali mogu stimulirati razvoj rezistentnih sojeva na
antibiotike [178]. Do razvoja moze doci na dva nacina; jedan je da se u samoj
bakterijskoj stanici nalaze geni odgovorni za rezistenciju i na antibiotike i na metale, a
drugi da postoji jedan mehanizam odgovoran za rezistenciju i na metale i na antibiotike.

Niz istrazivanja pokazuje da u eko-sustavima poput stajadih voda, otpadnih voda i tla
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postoje izolati bakterija koji pokazuju otpornost i na antibiotike i na metale [136], [121],
[21]. Nadalje, dokazano je postojanje komenzalnih Zivotinjskih sojeva koji su
rezistentni na antibiotike i metale [33]. Nikal takoder moze biti jedan od metala koji
mozZe potencirati razvoj rezistencije. U zemlji kontaminiranoj niklom naden je veci broj
gena vezanih za rezistenciju na beta laktamske antibiotike. U vecoj koncentraciji nikla
nadeno je vise gena vezanih za rezistenciju na antibiotike [61]. Uz razvoj prave
rezistencije, smatra se da bi metali mogli djelovati na nacCin da, kada se nadu u istom
okoliSu s antibioticima, keliraju s istima te na taj nacin smanjuju njihovo djelovanje na
bakterije [180]. Recentna studija koja je ispitivala djelovanje teSkih metala na bakterije
ukazuje na nekoliko znacajnih pojava; niske koncentracije metala, 64 puta manje od
MIK-a, dovele su do pojatavanja rezistencije na antibiotike u ispitivane bakterije iz roda
Enterobacteriacae. Takoder je primijeCena pojatana rezistencija na dva razliCita

antibiotika, inicirana raznim metalima, u viSe vrsta bakterija [23].

1.6. Bakterije u biofilmu

Bakterije su uglavnom prisutne u okoliSu u dva oblika, planktonskom ili
slobodnom te u biofilmu. Biofilm je sesilna bakterijska zajednica ugradena u matriks
polisaharida koja se razvija na povrSinama [124]. Bakterije imaju niz prednosti u biofilm
formaciji; vecu otpornost na antibiotike, dezinficijense i okoliSne stresore [53]. 1z
ljudske perspektive, biofilm predstavlja problem u nizu polja, prehrambenoj industriji,
nautici, industriji papira, ali i dentalnoj medicini i bolni¢kim institucijama [172], [52].

Posebna vaznost biofilma u usnoj Supljini u patoloskim procesima dovela je do
toga da su vrlo dobro izuCene njegove karakteristike. Nastanak biofilma je dinamican
proces [80]. Prvi korak je adhezija planktonskog organizma na neku povrSinu koju
slijedi agregacija istih ili drugih mikroorganizama te formiranje biofilma. Razvoj biofilma
zavrSava fazom disperzije mikroorganizama iz biofilma. Biofilm se sastoji od mnogih
organizama povezanih matriksom izlu€enih polimernih molekula. Matriks im daje
zastitu, omogucéava adheziju, stabilizaciju i prehranu. Sadrzaj mikororganizama u
biofilmu je oko 5% [54]. U usnoj Supljini nalazimo razli€ite oblike biofilma. PovrSine na
kojima se moZze stvarati su prirodni zubi, protetski nadomjesci i dentalni implantati.
Biofilm stvoren na povrSini zuba naziva se dentalni plak ili dentalni biofilm. Dentalni

plak sastoji se od niza mikroorganizama uronjenih u vanstani€ni matriks raznih
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polimera. Klju€an je etioloSki Cimbenik u nastanku zubnog karijesa i parodontnih bolesti
[109], [99]. Mjesta gdje nastaje su Cesto teSko dostupna biocidima, te njegova
eliminacija moze biti izazov [30]. Oralni biofilm stvara se i ha zubnim protezama gdje
Cesto uklju€uje oportunistiCkog patogena Candida albicans koja vrlo dobro adherira na
akrilatni materijal proteze [148]. Cak 65% pacijenata s protezama imaju neki oblik
stomatitisa, Cesto uzrokovanog biofilmom gljivice Candida albicans [133]. Bakterije
mogu adherirati i stvarati biofilm na dentalnim implantatima, dovodeci do razvoja
mukozitisa, periimplantitisa te posljedicnog gubitka kosti oko implantata [142]. Biofilm
se moze stvarati i na elementima ortodontskih naprava. Razvijeni su i agensi za
oblaganje bravica u cilju redukcije bakterijske adhezije [27]. Osim na bravicama,
biofilm se moze stvoriti i na ortodontskim zi¢anim lukovima [149].

UzevsSi u obzir dugotrajnu prisutnost ortodontskih naprava i ortodontskih zi¢anih
lukova usnoj Supljini, potvrdeno otpustanje metala te njihov akumulativni potencijal, ali
i istrazene interakcije istih s ljudskom mikrobiotom, bilo bi potrebno ispitati u€inak

niklovih iona na bakterije u ljudskom organizmu koje su izloZene istima.

13



2. CILJ ISTRAZIVANJA

Temeljni cilj istrazivanja bio je:

. Ispitati ponasanje komenzalnih bakterija ljudskog organizma S. aureus, E. coli i
E. faecalis pri sub-inhibitornim koncentracijama nikla u in vitro modelu

Specificni ciljevi:

. Odrediti koncentracije u kojima ioni Ni?* djeluju inhibitorno i baktericidno na

bakterije S. aureus, E. coli i E. faecalis

. Odrediti koncentracije iona Ni?* koje se otpustaju iz ortodontskih Zi¢anih lukova
. Odrediti krivulje rasta bakterija pri razli€itim pojedinacnim koncentracijama iona
nikla

. Ispitati utjecaj razliCitih kombinacija nikla i odabranih antibiotika na rast

navedenih bakterija i odrediti krivulje rasta

. Postepenim izlaganjem sve vec¢im koncentracijama nikla izolirati i karakterizirati
na nikal adaptirane bakterije S. aureus te ispitati njihovu osjetljivost na razliite
antibiotike

. Prouciti sposobnost adhezije adaptiranih sojeva modelne bakterije S. aureus i

stvaranja biofilma na NiTi legurama, nehrdaju¢em celiku i polistirenu.

Hipoteze ovog istrazivanja su:

e Pretpostavljamo da ce ioni nikla djelovati inhibitorno na ispitivane bakterije i da ¢ée
interferirati s antibioticima.

e Vjerojatno ¢e adaptirani sojevi bakterije S. aureus biti otporniji na baktericidne
koncentracije u odnosu na neadaptirani soj te ¢e pokazati drugacija fenotipska
svojstva.

e Ne oCekujemo da Ce doze koje se otpustaju tijekom nosenja ortodontske naprave
izazvati bakteriostatski efekt, no kumulativnim u€inkom je moguce da izazovu vecu
rezistenciju bakterija na antibiotike.

e Ocekujemo da ¢e adaptirane bakterije pokazati bolju adheziju i stvaranje biofilma

na NiTi leguri, nehrdaju¢em Celiku i polistirenu.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijal

3.1.1. Sojevi bakterija

Ispitivane bakterije su standardizirani sojevi iz Ameri¢ke zbirke stani¢nih kultura
(engl. American Type Cell Culture, ATCC) i to Staphylococcus aureus ATCC 29213,
Escherichia coli ATCC 25922 i Enterococcus faecalis ATCC 29212. Bakterije su se
Cuvale zamznute na -80 °C u 10%-tnom glicerolu te su potom odledene i uzgajane na
Mueller-Hinton (MH) bujonu i agaru (Biolife Italiana, Milano, Italija). Bakterije su

uzgajane na 37 °C tijekom 24 sata.

3.1.2. Spojevi

Spoj koristen za ispitivanje ucinka nikla bio je NiCl2 x 6H20 (Sigma-Aldrich, St
Louis, SAD). Ispitivani antibiotici bili su ampicilin (=845 ug po mg, Sigma-Aldrich, St
Louis, SAD) i ciprofloksacin (98%, Sigma-Aldrich, St Louis, SAD). Ispitivani antibiotici
u antibiogramu u disk obliku (BioRad Laboratories Inc., Hercules, SAD) su bili:

e penicilin (1 internacionalna jedinica) -P

e klindamicin (2 pg) - CMN

e eritromicin (15 ug) - ERY

e gentamicin (10 pg) - GMN

e cefoksitin (30 pg) - FOX

e teikoplanin (30 ug) - TEC

e linezolid (10 pg) - LIN

e ciprofloksacin (5ug) - CIP

e rifampicin (5 pg) - RIF

e trimetoprim + sulfametoksazol (1,25 pg + 23,75 pg) - SXT

e moksifloksacin (5 pg) - MOX
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3.1.3. Umjetna slina

Za ispitivanja sposobnosti adhezije i stvaranja biofilma adaptiranih sojeva
bakterije S. aureus na nikal koristena je umjetna slina Tani-Zucchi, sastava: 1,5 g/L
KCI; 1,5 g/L NaHCOs; 0,5 g/L NaH2P0O4—H20; 0,5 g/L KSCN; 0,9 g/L mlijeCne kiseline
[131]. MlijeC¢na kiselina je koristena kao pufer za postizanje pH koji je stavljen na

definirane vrijednosti u rasponu od 4,8 - 6,6 ovisno o dijelu eksperimenta.

3.1.4. Ortodontski zicani lukovi

U ispitivanjima su koristeni sljedeci ortodontski ZiCani lukovi:

e Cetvrtasti nikal-titanijski ZiCani lukovi dimenzija 0,018 x 0,025 in¢a ili 0,46 x 0,63
mm i 0,020 x 0,020 in¢a ili 0,51 x 0,51 mm (Dentsply GAC, York, Pennsylvania,
Sjedinjene Ameritke Drzave)

e Cetvrtasti Celicni zi€ani lukovi dimenzija 0,018 x 0,025 in¢a ili 0,46 x 0,63 mm

(American Orthodontics, Sheboygan, Wisconsin, Sjedinjene Americke Drzave)
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3.2. Metode

3.2.1. Odredivanje koncentracije otpustenih Ni?* iz ortodontskih Zi¢anih lukova

Sva ispitivanja su provedena paralelno na tri uzorka. Dinamika i mjerenje
otpustanja iona Ni?* je provedeno na uzorcima zi¢anih lukova duZine 10 cm i povrSine
2 cm?, uronjenih u 10 mL otopine umjetne sline pri pH vrijednostima od 4,8; 5,1 i 6,6
inkubiranih u vodenoj kupelji 28 dana na 37 °C. Mjerenje otpustenih Ni?* mjereno je
nakon 28 dana uronjenosti u umjetnu slinu razli€itih pH vrijednosti jer nije ocekivano
znacajno odstupanje od linearnog otpustanja tijekom vremena i u kolicinama koje bi
bile na razini detekcije uredaja za mjerenje kroz kraca vremenska razdoblja [81].
Ispitivani raspon pH simulira stanja loSije i bolje oralne higijene, odnosno veceg i

manjeg nakupljanja dentalnog biofilma te stupnja njegove maturacije.

Otpusteni ioni Ni2* mjereni su optickom emisijskom spektroskopijom induktivno
spregnutom plazmom (engl. inductively coupled plasma-optical emission spectroscopy
- ICP-OES) na uredaju Thermo Elemental “IRIS Intrepid [I” XSP Duo, (Thermo Electron
Corporation, Austin, SAD), prema prethodno opisanim parametrima [73]. Koli€ina

otpustenih iona Ni?* je izrazena u pg/cm?.

3.2.2. Uzgoj bakterija

Bakterijska suspenzija pripremljena je u MH bujonu (Biolife Italiana, Milano,
Italija) te joj je odredena optiCka gustoca pri 600 nm (engl. optical density, OD) pomocu
spektrofotometrijskog uredaja koji mjeri apsorbanciju (Eppendorf BioPhotometer,
Hamburg, Njemacka). Apsorbancija je sposobnost odredene materije da apsorbira
svjetlost odredene valne duljine. Preciznije, kada je rije€ o bakterijama, koristi se termin
zamucenosti umjesto apsorbancije jer one uglavnom ne apsorbiraju svjetlost vec joj
mijenjaju smjer. MjeraC se sastoji od izvora svjetla, opti¢kog filtera ili monokromatora i
detektora svjetlosti koja je proSla kroz uzorak. Apsorbanciju ili zamucenost uzorka
racuna se po sljedecoj formuli: AA=log10 (10/1) gdje je AA apsorbancija odredene valne
duljine, 10 pocCetni intenzitet svjetla te | intenzitet svjetla nakon prolaska kroz uzorak.
NajcesSce koriStena valna duljina za mjerenja bakterijskih suspenzija je 600 nm jer ne
oStecuje stanice ni njihovu DNK, Sto bi bio sluc€aj pri koriStenju UV svjetla. Vrijednost
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OD 1 pri 600 nm odgovara pribliznoj koncentraciji 1x10° CFU/mL bakterija (eng|.
colony forming units, CFU). Kroz tri serije deseterostrukih razrijedenja osnovne
bakterijske suspenzije pripremljena je suspenzija od 10° bakterija. Broj bakterija u
suspenziji je kasnije provjeren nasadivanjem deseterostrukih razrijedenja na MH agar

te inkubacijom kroz 24 sata na 37 °C.

3.2.3. Priprema spojeva

Izvorna otopina NiClz2 x 6H20 je pripremljena u dvostruko destiliranoj vodi s pH
prilagodenim na 7 te je filtrirana kroz 0,45 um filter i pohranjena na 4 °C. Radna otopina
je bila koncentracije 8000 mg/L. lzvorne otopine ampicilina i ciprofloksacina
pripremljene su vaganjem praha na analitickoj vagi (Nimbus, Adam Equipment, Milton
Keynes, Ujedinjeno Kraljevstvo), dodavanjem praha sterilnoj fizioloSkoj otopini (0.9%
NacCl) te filtriranjem kroz 0,45 um filter. Radna koncentracija NiCl2 x 6H20 otopine je
pripremljena razrijedenjima izvorne otopine. Za spomenutu otopinu, termini nikal i Ni2*

su koriSteni kao sinonimi u daljnjem tekstu.

3.2.4. Odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) i minimalne

baktericidne koncentracije (MBK)

Za odredivanje MIK-a koriStena je dilucijska metoda uz pomo¢ 0,015%
resazurina (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD). Resazurin je spoj plave boje koji u uvjetima
povecanog stanichog metabolizma ireverzibilno mijenja boju u crvenu. Intenzitet boje
proporcionalan je broju Zivih stanica [123]. U mikrotitarskim ploCicama s 96 jaZica
(Vacutest Kima s.r.l., Arzergrande, Italija) naCinjena su serijska dvostruka razrijedenja
testiranih spojeva u rasponu 2000 — 125 mg/L za nikal i 0,08 - 5 mg/ml za ampicilin i
ciprofloksacin. U svaku jazicu je dodana bakterijska suspenzija (1 x 108 CFU/mL po
jaZici) i resazurin. Tri jazice su koriStene kao kontrola sterilnosti i tri kao kontrole rasta.
Nakon 24-satne inkubacije na 37 °C plocice su ocitane vizualno. NajniZza koncentracija

koja nije pokazala promjenu boje (plava) je definirana kao MIK.
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Slika 7. Mikrotitarske ploCice po 24-satnoj inkubaciji u prisutnosti resazurina te

nasadivanje na MH agar u Cetvrtastim plo€ama (crvena boja ozna¢ava porast

bakterija, a plava izostanak rasta)

Nakon 24-satne inkubacije te odredivanja MIK-a, bakterije su nasadene na MH
agar u Cetvrtastim plastiCnim plo€ama (Syntesys, Teolo, Italija) te ponovno inkubirane
24 sata (Slika 7.). Nakon inkubacije ploCe su ocitane. NajniZza koncentracija u kojoj nije
bilo porasta bakterija odredena je kao MBK (Slika 8.).
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Slika 8. Odredivanje minimalne baktericidne koncentracije (MBK) — strelicama
oznacen izostanak bakterija nakon presadivanja, ta koncentracija spoja odreduje
MBK.

3.2.5. Ispitivanje interakcije nikla i antibiotika

Kako bi se ispitala interakcija nikla i antibiotika na bakterijski rast koriStena je
metoda Sahovnice (engl. checherboard method). NajviSe ispitivane otopine nikla i
antibiotika bile su dvostruko veée od MIK-a. Pripremane su dvije sterilne mikrotitarske
plo€e. U plo¢u 1 dodano je 50 yL MH bujona osim u 11. stupac u koji se dodaje 100
ML radne otopine antibiotika te se potom 50 pL antibiotika prenijelo u sve stupce osim
ul.i2. stupac. U plo¢u 2 dodano je 100 yL MH bujona u sve redove osim u G red u
koji se dodaje 200 pL radne otopine spoja metala. Potom je 100 uL otopine metala
preneseno u sve redove osim u A i B red. Nakon toga izvSen je transfer iz plo¢e 2 u
plo¢u 1 prebacivanjem 50 uL sadrzaja u sve redove osim u B i A red. Zatim je u sve
jazice plo¢e 1 dodano 100 uL bakterijske suspenzije od 1 x 106 CFU/mL. Ploca 2 je
sluzila samo za pripremu, ploCa 1 je analizirana. Pripremom na navedeni nacin
dobiveno je 36 kombinacija razli€itih koncentracija antibiotika i metala. Koncentracija
metala pada po redovima, od reda G prema redu C, dok koncentracija antibiotika pada
po stupcima, od stupca 11 do stupca 3. Stupac 2 je koristen kao kontrola metala, a red

B kao kontrola za antibiotik. U rubne redove (A i H) i stupce (1 i 12) dodano je 200 uL
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destilirane vode kako bi se sprijecilo isuSivanje rubnih ispitivanih jazica. PloCe su potom
stavljene na 24-satnu inkubaciju. Nakon inkubacije se vizualno o itala prisutnost ili
odsutnost bakterijskog rasta uz pomoc¢ resazurina.

Interakcija izmedu razli€itih koncentracija antibiotika i nikla odredena je Frakcijskom
inhibitornom koncentracijom - FIK (engl. Fractionary Inhibitory Concentration, FIC).

Evaluiran je sumarni FIK (2FIK) koji se dobiva nize opisanim izraunom:

MIK spoja A u kombinaciji

FIK a A =
Spoja MIK spoja A

MIK spoja B u kombinaciji

FIK jaB =
speja MIK spoja B

2FIK = FIK spoja A + FIK spoja B

MIK spoja u kombinaciji oznaCava minimalnu inhibitornu koncentraciju toga
spoja kada je u kombinaciji sa drugim spojem. Primjerice, MIK antibiotika
ciprofloksacina kada mu je dodan nikal.

Rezultati sumarnog FIK-a se interpretiraju na sljedec¢i nacin [161]:
e sinergi¢na interakcija kada je ZFIK<0,5

e aditivna interakcija kada je 0.5< ZFIK <1

e indiferentna interakcija kada je 1<XFIK<4

e antagonisticki u€inak kada je ZFIK>4

3.2.6. Ispitivanje interakcije nikla i antibiotika metodom Sahovnice na krivulje

bakterijskog rasta

Na prethodno navedeni nacin pripremlijene su nove mikrotitarske ploce te
inkubirane u ¢€itau mikrotitarskih plo¢a (Microplate Reader ELX 808, Biotek, Vermont,
SAD) kroz 24 sata. MjeracC svakih sat vremena ocitava apsorbanciju ili opticku gustocu
(engl. optical density, OD) bakterijske suspenzije pri 600 nm na temperaturi od 37 °C.
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Mjerenja su nacinjena u triplikatu. Krivulje rasta bakterija eksponiranih razlicitim
koncentracijama antibiotika ciprofloksacina i ampicilina te metala nikla usporedene su

s kontrolnim krivuljama.

3.2.7. Adaptacija bakterije S. aureus na nikal

Za eksperiment adaptacije na nikal odabrana je modelna bakterija S. aureus ATCC
29213. Pripremljena je bakterijska suspenzija bakterije s odredenom koncentracijom
NiCl2 x 6H20. Nakon inkubacije od 24 sata, ta ista bakterija je prebaena u suspenziju
s dvostrukom vec¢om koncentracijom Ni?*. Istom dinamikom, svakih 24 sata,
koncentracija se dvostruko uvecavala do zavrSne koncentracije u kojoj nije bio mogu¢
rast bakterija. Koncentracije nikla su bile:

62,5 mg/L
125 mg/L
250 mg/L
500 mg/L
1000 mg/L
2000 mg/L

2 T o

Nakon svake inkubacije bakterije su nasadivane na MH agar s istovjethom
koncentracijom NiCl2 x 6H20 te je nakon inkubacije od 24 sata odreden broj poraslih
kolonija i biljezena njihova morfologija. Paralelno se radio kontrolni broj bakterija s
onima koje nisu bile izloZzene serijskom razrijedenju nikla. Nakon odredivanja broja
kolonija, odreden broj je pohranjen u glicerol bujonu na -80 °C.

Naknadno su bakterije odledene te su prosle ponovnu adaptaciju na nacin da je S.
aureus adaptiran na 1. koncentraciju nikla (62,5 mg/L) 5x24h inkubiran u MH bujonu s
navedenom koncentracijom nikla, S. aureus adaptiran na 2. koncentraciju je pro$ao
1x24h inkubaciju u 1. koncentraciji te 4x24h inkubacije u 2. koncentraciji. Tim slijedom
su dobivene bakterije S. aureus adaptirane na 1.; 2.; 3.; 4.; 5. i 6. koncentraciju nikla.
U daljnjem tekstu navedene su kao S. aureus adl, S. aureus ad2, S. aureus ad3, S.
aureus ad4, S. aureus ad5 i S. aureus ad6. Na navedenim bakterijama testirana je

osjetljivost na antibiotike kao i njihova sposobnost adhezije i stvaranja biofilma.
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3.2.8. Ispitivanje utjecaja nikla i antibiotika na brzinu logaritamske faze

bakterijskog rasta

Logaritamska faza bakterijskog rasta je logaritmiranjem rezultata opticke

gustocCe prikazana je kao pravac (Slika 9)

Enterococcus faecalis

0 Mi+ 0 cipro
500 Ni + 0 cipro
129 0 NI + 0,62 cipro

- 500 Ni + 0,62 cipro

104

—— LER|

o 0,000

© 6 7 7 8 8 9 9 10
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Slika 9. Odredivanje brzine logaritamske faze rasta (OD — opti¢ka gustoc¢a).

Pravac je definiran regresijskom jednadzbom kao y = ax + b, a elementi jednadzbe

prikazani su u Tablici 1.
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Tablica 1. Elementi regresijske jednadzbe y = ax + b

vrijednost na ordinati
vrijednost na apscisi

nagib pravca — mjera uzeta za brzinu logaritamske faze bakterijskog rasta

o 929 X <

odsjeCak na osi y

3.2.9. Funkcionalna svojstva bakterija S. aureus adaptiranih na razli¢ite

koncentracije nikla

3.2.9.1. Priprema adaptiranih sojeva

Adaptirani sojevi inkubirani su 3x24h u MH bujonu uz promjenu bujona svakih
24h. Nakon toga, svaki je soj vracen u bujon s koncentracijom nikla na koju je
adaptiran. Na taj nacin se ispitivalo je li adaptacija reverzibilna, odnosno nestaje li kada
se adaptirani soj bakterije vrati u uvjete bez Ni?*. Svi sojevi osim soja ad6 su pokazali

rast te je taj soj isljuCen iz daljnih eksperimenata.

3.2.9.2. Testiranje osjetljivosti adaptiranih bakterija S. aureus na antibiotike

Ispitana je osjetljivost adaptiranih bakterija na antibiotike, prethodno navedene
u materijalima, prema Europskom odboru za ispitivanje antimikrobne osjetljivosti (engl.
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing, EUCAST) u triplikatu i
dobiveni rezultati usporedeni su s kontrolnim sojevima. U Cetvrtastoj ploCi su na
podlogu s MH agarom nasadene bakterije te su rasporedeni antibiotici u disk obliku.
Bakterije su inkubirane na 24h te su potom ocitani promjeri zone inhibicije bakterijskog
rasta za svaki antibiotik. Ocitanja je vrSio isti ispitiva€. Testiranje je ponovljeno tri puta.
Rezultati su prikazani prema vrijednostima prema EUCAST-u i prema statistickim

valoriziranim promjenama promjera zona inhibicije.
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3.2.9.3. Odredivanje MIK-a odabranih antibiotika adaptiranih bakterija S. aureus

MIK adaptiranih sojeva odredivan je za antibiotike ampicilin, gentamicin i
ciprofloksacin kako bi se pokrile tri grupe antibiotika (beta-laktami, aminoglikozidi i
fluorokinoloni) te provijerili rezultati antibiograma. Za odredivanje MIK-a koristena je
dilucijska metoda uz pomoc¢ 0,015% resazurina (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD). U
mikrotitarskim ploCicama s 96 jazica (Vacutest Kima s.r.l., Arzergrande, Italija)
nacinjena su serijska dvostruka razrijedenja testiranih spojeva u 0.08 - 5 mg/ml za
ampicilin, gentamicin i ciprofloksacin. U svaku jazicu su dodani bakterijska suspenzija
(1 x 10® CFU/mL po jazici) i resazurin. Tri jaZice su koriStene kao kontrola sterilnosti i
tri kao kontrole rasta. Nakon 24-satne inkubacije na 37 °C plocice su oc€itane vizualno.
Najniza koncentracija koja nije pokazala promjenu boje (plava) je definirana kao MIK.
MBK je ispitan nasadivanjem na MH agar te 24-satnom inkubacijom nakon koje su

oditani rezultati.

3.2.9.4. Ispitivanje interakcije nikla i antibiotika metodom Sahovnice na

adaptirane bakterije

S. aureus ad3 i S.aureus ad5 su izlozeni razliCitim koncentracijama nikla i
antibiotika prethodno opisanom metodom Sahovnice. NajviSe ispitivane otopine nikla i

antibiotika bile su dvostruko veée od MIK-a.

3.2.9.5. Sposobnost adhezije adaptiranih bakterija na polistiren, nikal-titanijske i

celicne Zi¢ane lukove u umjetnoj slini

Funkcionalna svojstva sojeva adaptiranih na nikal testirana su na sposobnost
adhezije na polistirenu. Bakterijskoj suspenziji adaptiranih sojeva, S.aureus ad3,
S.aureus ad5 i neadaptiranog soja S. aureus (1x10® CFU/mL) u umijetnoj slini su
dodani, odvojeno, polistiren, nikal-titanijski i €elicni zi€ani luk duljine 1 cm i inkubirani
24 sata. Zatim su adherirane bakterije na polistirenu isprane sterilnom destiliranom
vodom da bi se uklonile planktonske stanice, adherirani sloj je razoren u ultrazvuénoj

kupelji na 40 kHz (Bactosonic, Bandelin, Berlin, Njemacka) te su se subkultivirala
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serijska razrijedenja na MH agaru da bi se odredio broj adheriranih bakterijskih stanica
(CFU/ml).

3.2.9.6. Sposobnost stvaranja biofilma adaptiranih bakterija na polistirenu, nikal-

titanijskim i ¢eli¢nim ortodontskim zianim lukovima u umjetnoj slini

Funkcionalna svojstva sojeva adaptiranih na nikal testirana su na sposobnost
stvaranja biofilma na polistirenu. Bakterijskoj suspenziji adaptiranih sojeva, S.aureus
ad3, S.aureus ad5 i neadaptiranog soja S. aureus ATCC 29213 (1x10® CFU/mL) u
umjetnoj slini su dodani, odvojeno, polistiren, nikal-titanijski i Celiéni ZiCani luk duljine 1
cm i inkubirani 5 dana (120 h). Medij se mijenjao svakih 24 sata. Nastali biofilm na
materijalu nakon 5 dana inkubacije ispran je sterilnom destiliranom vodom da bi se
uklonile planktonske stanice te je biofilm razoren u ultrazvuénoj kupelji (Bactosonic,
Bandelin, Berlin, Njemacka). Serijska razrijedenja subkultivirana su na MH agaru da bi

se odredio broj bakterijskih stanica u biofilmu (CFU/ml).
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3.3. Statisticka analiza

U statistiCkoj analizi koriSteni su Shapiro-Wilkovljev test za provjeru normalnosti
distribucije podataka, t-test za nezavisne uzorke, analiza varijance (ANOVA) sa
Student-Neuman-Keuls post-hoc testom, Pearsonove korelacije i x2 test. Kruskal
Wallis test je raden za analizu podataka adhezije i stvaranja biofilma bakterija jer je
Shapiro-Wilkovljev test pokazao da podaci ne slijede normalnu distribuciju,a Levenov
test je pokazao nehomogenost varijanci. Uz Kruskal Wallis raden je kao post-hoc
Mann-Whitneyev test uz Boferronijevu korekciju p vrijednosti za viSestruke usporedbe.
Snaga efekta, tj. veliina razlike izmedu eksperimentalnih stanja su odredeni s r,
Cramerovim V, R? i n2. Sljededéi kriteriji su koristeni za interpretaciju r i V: r<0,1 =
neznacajna snaga efekta; 0,1 - 0,3= mala snaga efekta; 0,3 - 0,5 = srednja; 0,5 - 0,7
= velika i >0,7 vrlo velika snaga efekta [138], a za kvadrirane vrijednosti R? i n?
kvadriranje prethodno navedenih raspona. Razlike u korelacijskim koeficijentima
izmedu bakterija su odredene Fisherovim r-u-z transformacijama. Statistika je
nacinjena u programu IBM SPSS 21 (IBM Corp, Armonk, SAD).
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4. REZULTATI

4.1. Otpustanje Ni%*iz nikal-titanijskih zi¢anih lukova

Temeljem izmjerene koliine otpustenog nikla iz Zicanih lukova povrsine (0,020
x 0,020 in¢a) pri rasponu pH 4,8 - 6,6 izraCunato je kumulativho otpustanje nikla za
naj¢esce koristene veli€ine NiTi lukova; 0,014, 0,016 x 0,022 i 0,018 x 0,025 inca.
Izrauni su iz vrijednosti koliine po povrSini jedinice preraCunati prema Arndtu i sur
[8]. U izraCunu je koriStena duljina ZiCanog luka od 28 cm $to odgovara zbroju duzina
gornjeg i donjeg luka koji se protezu od lijevog do desnog drugog kutnjaka. Vrijednosti
su prikazane u Tablici 2. Otpustanje iona raste sa smanjenjem pH vrijednosti te je

oCekivano vece iz zi¢anih lukova vece povrsine.

Tablica 2. Kumulativna koli€ina otpustenih iona nikla u pg u prvih 28 dana iz tri
veli€ine nikal-titanijskih zi¢anih u ovisnosti o pH umjetne sline

dimenzija

zi€anog luka pH umjetne

(u in¢ima) sline AS (SD) (ug)

0,14 4,8 0,55 (0,10)
5,1 0,49 (0,02)
6,6 0,29 (0,06)

0,16x0,22 4.8 2,96 (0,54)
51 2,63 (0,11)
6,6 1,56 (0,32)

0,18x0,25 4.8 3,36 (0,61)
5,1 2,99 (0,12)
6,6 1,77 (0,37)

AS - aritmeti¢ka sredina, SD — standardna devijacija
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4.2. Odredivanje minimalne inhibitorne i minimalne baktericidne koncentracije
(MIK i MBK)

Minimalne inhibitorne i baktericidne vrijednosti prikazane su u Tablici 3. ATCC
soj S. aureus pokazuje vecu osjetljivost na ciprofloksacin u odnosu na ampicilin.
Koncentracija nikla 400 do 3000 puta viSa od koncentracije antibiotika potrebna je kako

bi inhibirala bakterijski rast. MBK je u vecini slu¢ajeva dvostruko visi od MIK-a.

Tablica 3. Vrijednosti MIK i MBK

MIK MBK MIK MBK MIK MBK
Cip Cip Amp  Amp NiClz  NiClz

koncentracije u mg/L

S.aureus 0,62 1,25 1 2 1000 1000
E.coli 0,005 0,005 2,5 5 1000 2000
E.faecalis 0,31 0,31 1 2 1000 1000
MIK — minimalna inhibitorna koncentracija, MBK — minimalna baktericidna
koncentracija
4.3. Odredivanje interakcije izmedu nikla i antibiotika ampicilina i

ciprofloksacina Frakcijskom inhibitornom koncentracijom (FIK)

Kombinacije razliCitih koncentracija antibiotika i nikla dale su razliCite rezultate,
ovisno o vrsti antibiotika i ovisno o vrsti bakterije. U dvije kombinacije koncentracija
ciprofloksacina i nikla postoji aditivna interakcija u koncentraciji ciprofloksacina od 0,62
mg/L u kombinaciji sa 125 i 250 mg/L nikla na bakteriju S. aureus. Na rast iste bakterije
kombinacije ampicilina i nikla nisu pokazale interakciju. Na rast E. faecalis kombinacija
ciprofloksacina i nikla djeluju antagonisti¢ki u kombinaciji 0,62; 0,31 i 0,16 mg/L
ciprofloksacina sa 500 mg/L nikla, dok neke kombinacije ampicilina i nikla djeluju
aditivno i sinergistiCki, primjerice u koncentraciji ampicilina od 1 mg/L i nikla od 125-
500 mg/L. U nekim kombinacijama ciprofloksacin i nikal djeluju antagonisti¢ki pri

promatranju rasta bakterije E. coli, primjerice u koncentraciji ciprofloksacina od 0,01
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mg/L i nikla od 500 mg/L. U kombinaciji koncentracija ampicilina od 2,5 mg/L i 500

mg/L nikla interakcija je aditivha kod iste bakterije (Tablica 4. i 5.).
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Tablica 4. Vrijednosti FIK za ciprofloksacin i nikal

Koncentracija Ciprofloksacin 0,62 0,62 0,62 0,31 0,31 0,31 0,16 0,16 0,16

«» U kombinaciji Ni 125 250 500 125 250 500 125 250 500
] (mg/L)
% FIK cip 05 05 1 0,5 0,5 1 0,5 0,5 1
: FIK ni 05 05 05 1 1 1 1 1 1
n 2FIK 1 1 15 15 15 2 1,5 1,5 2
Interakcija Ad Ad Ind Ind Ind Ind Ind Ind Ind
Koncentracija Ciprofloksacin 0,62 0,62 0,62 0,31 0,31 0,31 0,16 0,16 0,16
» U kombinaciji Ni 125 250 500 125 250 500 125 250 500
§ (mg/L)
o FIK cip 1 2 4 1 2 4 1 2 4
= FIK ni 1 1 1 1 1 1 1 1 1
L 2FIK 2 3 5 2 3 5 2 3 5
Interakcija Ind Ind Ant Ind Ind Ant Ind Ind Ant
Koncentracija Ciprofloksacin 0,01 0,01 0,01 0,005 0,005 0,005 0,00025 0,00025 0,00025
u kombinaciji Ni 125 250 500 125 250 500 125 250 500
— (mg/L)
3
Ui FIK CIP 1 2 4 1 2 4 1 2 4
FIK Ni 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2FIK 2 3 5 2 3 5 2 3 5
Interakcija Ind Ind Ant Ind Ind Ant Ind Ind Ant

FIK — frakcijska inhibitorna koncentracija, 2FIK je jednak zbroju FIK-a za svaki spoj. Interakcija je ovisno o vrijednosti ZFIK-a definirana

kao indiferentna (Ind), aditivna (Ad), sinergisticka (Sin) ili antagonisticka (Ant); podebljano su oznacene interakcije koje nisu
indiferentne
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Tablica 5. Vrijednosti FIK za ampicilin i nikal

Koncentracija Ampicilin 1 1 1 05 05 05 0,25 0,25 0,25
" u kombinaciji Ni 125 250 500 125 250 500 125 250 500
g _(mg/l)
% FIK avp 1 1 0,5 1 1 0,5 1 1 0,5
: FIK ni 1 1 1 1 1 1 1 1 1
n 2FIK 2 2 15 2 2 1,5 2 2 1,5
Interakcija Ind Ind Ind Ind Ind Ind Ind Ind Ind
Koncentracija Ampicilin 1 1 1 05 05 05 0,25 0,25 0,25
» u kombinaciji Ni 125 250 500 125 250 500 125 250 500
§ (mg/L)
o FIK avp 025 025 01 0,25 0,25 0,1 0,25 0,25 0,1
= FIK ni 025 025 0,25 0,25 0,25 0,25 1 1 1
L 2FIK o5 05 03 05 05 03 1,25 1,25 1,1
Interakcija Ad Ad Sin Ad Ad Sin Ind Ind Ind
Koncentracija Ampicilin 25 25 25 125 125 1,25 0,62 0,62 0,62
u kombinaciji Ni 125 250 500 125 250 500 125 250 500
= (mg/L)
& FIK AMP 1 1 0,5 1 1 0,5 1 1 0,5
L FIK Ni 05 05 0,5 1 1 1 1 1 1
2FIK 15 15 1 2 2 1,5 2 2 1,5
Interakcija Ind Ind Ad Ind Ind Ind Ind Ind Ind

FIK — frakcijska inhibitorna koncentracija, ZFIK je jednak zbroju FIK-a za svaki spoj. Interakcija je ovisno o vrijednosti ZFIK-a
definirana kao indiferentna (Ind), aditivna (Ad), sinergisti¢ka (Sin) ili antagonisti¢ka (Ant), podebljano su oznacene interakcije koje
nisu indiferentne
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4.4. Utjecaj razlic¢itih kombinacija koncentracija ciprofloksacina i nikla na rast

bakterije S. aureus

Za rast bakterije S. aureus vidljivo je kako prijelaz s koncentracije nikla od 250
na 500 mg/L donosi vidljivo slabiji rast bakterije. Zanimljivo je kako u koncentraciji
ciprofloksacina od 0,62 mg/L koncentracije nikla od 125 i 250 mg/L dovode do
izostanka rasta bakterije (Slika 10. b i ¢), dok u koncentraciji nikla od 500 mg/L ponovno
imamo vidljiv, iako suprimiran rast, kao i bez prisutnosti nikla (Slika 10. d). Vidljivo je
produzenje lag faze pri povecéanju koncentracije ciprofloksacina (Slika 10. a). Pri 1000
mg/L nikla rast bakterije je izrazito suprimiran, s produzenom lag fazom, vidljiv je jedino

u koncentracijama ciprofloksacina od 0 i 0,16 mg/L (Slika 10. e).
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Slika 10. Krivulje rasta bakterije S. aureus u razliCitim koncentracijama ciprofloksacina
i nikla u mg/L (a — e; rast bakterije u razli€itim koncentracijama ciprofloksacina i nikla
koje su navedene uz pojedini graf, krivulja je prikaz srednjih vrijednosti optiCke gustoce

pri 600 nm kroz 24 sata mjerene u triplikatu).

Koncentracija ciprofloksacina znacCajno je smanjivala rast S. aureus s
grani¢nom koncentracijom od 0.62 mg/L u usporedbi sa 0.31 mg/L (0,037+£0,032 vs.
0,149+0,024; p<0,001; n2=0,938). U koncentraciji nikla od 500 mg/L, 1,25 mg/L
ciprofloksacina blokirao je rastu usporedbi sa 0,62 mg/L i nize (p<0,001; n2=0,873),
dok je u koncentracijama nikla od 125 i 250 mg/L, 0,31 mg/L ciprofloksacina
usporavalo rast u odnosu na nize koncentracije po¢evsi od 0,16 mg/L (0,068+0,054
vs. 0,156+0,048 i 0,087+0,059 vs. 0,158+0,034, p<0,001; n2=0,890 i 0,913). U
koncentracijama nikla od 1000 and 2000 mg/L nije bilo bakterijskog rasta.
Razmatrajuci razliCite koncentracija nikla u istoj koncentraciji ciprofloksacina,
koncentracija nikla zna¢ajno mijenja bakterijski rast u koncentracijama ciprofloksacina
0,08 — 0,62 mg/L (p=<0,008; n2=0,690 - 0,910). Vise koncentracije ciprofloksacina
pokazuju potpunu inhibiciju bakterijskog rasta. Za koncentraciju od 0,62 mg/L
ciprofloksacina, koncentracija nikla od 500 mg/L znacajno smanijuje rast u usporedbi s
nizim koncentracijama (0,087+0,057 vs. 0,037+0,032, p<0,001).

4.5. Utjecaj razlic¢itih kombinacija koncentracija ciprofloksacina i nikla na rast

bakterije E. faecalis

Vidljivo je kako porast koncentracije ciprofloksacina smanjuje rast bakterije.
Prijelaz s koncentracije nikla od 250 u koncentraciju od 500 mg/L vidljivo smanjuje rast
(Slika 11. cid). Interakcija ciprofloksacina i nikla vidljiva je u znacajnijem rastu bakterije
pri 250 i 500 mg/L nikla u koncentracijama ciprofloksacina od 0,31 i 0,62 mg/L
ciprofloksacina u usporedbi s rastom u 0 mg/L nikla (Slika 11. a,c i d). Pri koncentraciji
0 mg/L nikla vidljivo je produljenje lag faze za oko 13 sati bakterije u prisustvu 0,31
mg/| ciprofloksacina (Slika 11. a). Pri 2000 mg/L nikla nema vidljivog bakterijskog rasta
(Slika 11. e).
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vrijednosti opticke gustoce pri 600 nm kroz 24 sata mjerene u triplikatu).
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Koncentracija ciprofloksacina je zna€ajno usporavala rast bakterije E. faecalis s
i grani€énom koncentracijom od 0,31 mg/L (0,043+0,075; p<0,001; n2=0,729). Efekt te
koncentracije nije se razlikovao od onoga koncentracija 0,6 and 0,08, ali jest u odnosu
na rast bakterije bez ciprofloksacina (0,177+0,005). U koncentraciji nikla od 250 mg/L,
koncentracija ciprofloksacina je znacCajno usporavala rast sa velikom snagom efekta
(p<0,05; n2=0,703) s time da je koncentracija od 0,62 mg/L blokirala rast.

U koncentraciji nikla od 125 and 500 mg/L nije bilo koncentracija ciprofloksacina
koje su znafajno usporavale rast u odnosu na druge koncentracije. Nije bilo
bakterijskog rasta u koncentracijama nikla = 1000 mg/L. Gledajuci razliCite
koncentracije nikla, u istoj koncentraciji ciprofloksacina, koncentracija nikla nije imala

veliki utjecaj na logaritamsku fazu, ni u jednoj koncentraciji ciprofoksacina.

4.6. Utjecaj razlic¢itih kombinacija koncentracija ciprofloksacina i nikla na rast

bakterije E. coli

Za rast bakterije E. coli vidljiv je zna€ajan antagonisti¢ki efekt koncentracije nikla
od 500 mg/L na ciprofloksacin (Slika 12. d). E. coli pokazuje rast u minimalnim
inhibitornim i viSim koncentracijama ciprofloksacina od 0,005; 0,01 i 0,02 mg/L u 500
mg/L nikla (Slika 12. d). U koncentraciji nikla od 250 mg/L rast se odvija u 0,005 mg/L
ciprofloksacina (Slika 12. c). Pri koncentracijama od 0, 125 i 250 mg/L nikla dolazi do
produljenja lag faze (Slika 12. a, b i ¢). U koncentraciji nikla od 1000 mg/L nema
vidljivog bakterijskog rasta (Slika 12. d).
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Slika 12. Krivulje rasta bakterije E. coli u razli€itim koncentracijama ciprofloksacina i
nikla u mg/L (a — e; rast bakterije u razliCitim koncentracijama ciprofloksacina i nikla
koje su navedene uz pojedini graf, krivulja je prikaz srednjih vrijednosti opticke
gustoce pri 600 nm kroz 24 sata mjerene u triplikatu).
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Koncentracija ciprofloksacina znacajno je smanjivala rast E. coli s grani€énom
koncentracijom od 0,005 mg/L (p<0,001; n2=0,998). U koncentraciji nikla od 125 mg/L
i 250 mg/L ponovno je koncentracija od 0,005 mg/L bila grani¢na koja je usporavala
rast. U koncentraciji nikla od 500 mg/L je tek koncentracija od 0,04 mg/L
ciprofloksacina zna€ajno usporavala rast u odnosu na nize koncentracije (p<0,001,;

n2=0,680). U koncentracijama nikla od 1000 i 2000 mg/L nije bilo bakterijskog rasta.

4.7. Sinergisticki i antagonisticki ucinak ciprofloksacina i nikla na rast

bakterija S. aureus, E. faecalis i E. coli

Na prikazu krivulja s kontrolom koja je bez prisustva ciprofloksacina i nikla, za
S. aureus je vidljivo kako koncentracija od 125 mg/L nikla djeluje sinergistiCki s
koncentracijom ciprofloksacina od 0,31 mg/L (Slika 13. a). Za E. faecalis koncentracija
nikla od 500 mg/L djeluje antagonisticki na ciprofloksacin dok u rastu E. coli
koncentracija nikla od 250 mg/L nikla djeluje antagonisticki na prethodno potvrdeni MIK
ciprofloksacina od 0,005 mg/L (Slika 13. b). lako postoji rast E. coli u 0,005 mg/L

ciprofloksacina i 250 mg/L nikla, vidljivo je produzeno trajanje lag faze (Slika 13. c).
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Slika 13. Krivulje rasta S. aureus, E. faecalis i E. coli u razli€itim kombinacijama
ciprofloksacina i nikla u mg/L — demonstracija aditivnog i antagonisti¢kog uc€inka
ciprofloksacina i nikla (a — c; rast bakterija u razli¢itim koncentracijama
ciprofloksacina i nikla koje su navedene uz pojedini graf, krivulja je prikaz srednjih

vrijednosti opticke gustoée pri 600 nm kroz 24 sata mjerene u triplikatu).
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4.8. Korelacije bakterijskog rasta s promjenom koncentracije antibiotika i
metala

Rast bakterija S. aureus i E. faecalis korelirao je viSe s koncentracijom
ciprofloksacina (r=-0,469 and 0,373; p<0,001) nego nikla (r=-0,438 and -0,340;
p<0,001), te su korelacije bile linearne, umjerene i negativne. Sto je visa koncentracija
metala i antibiotika, to je jaCe usporavanje bakterijskog rasta. Razlike u korelacijskim
koeficijentima nisu bile zna¢ajne.

Rast bakterije E. coli korelirao je zna€ajno s koncentracijom ciprofloksacina (r=-0,492;
p<0,001) no ne i s koncentracijom nikla (r=-0,192; p=0,092).

41



4.9. Utjecaj razli¢itih kombinacija koncentracija ampicilina i nikla na rast

bakterije S. aureus

Za rast S. aureus vidljivo je da povecanje koncentracije nikla smanjuje rast
bakterije u istoj koncentraciji ampicilina. Pri koncentraciji nikla 500 mg/L najbolje je
vidljivo sinergisticko djelovanje nikla s ciprofloksacinom, na primjeru rasta bakterije s
koncentracijom od 1 mg/L ampicilina, vidljiv je smanjeni rast i produzenje faze
suzdrzanog rasta u odnosu na rast bez prisutnosti nikla (Slika 14. d). Povecéanje
koncentracije ampicilina u istoj koncentraciji nikla produljuje vrijeme lag faze (Slika 14.
a - d). Pri koncentraciji nikla od 0 mg/l, Cetverostruko povecanje koncentracije
ampicilina dovodi do produlienja lag faze za oko sedam sati (Slika 14. a). Pri
koncentraciji nikla od 1000 mg/L nema vidljivog bakterijskog rasta (Slika 14. e).

42



koncNi: 0 a koneNi: 125 b

koncAMP koncAMP
| — 00 — o0
1,00 12 1,004 12
25 25
— 50 — 50
1,00 1,00
—2,00 — 200
0,60 4,00 0,80 4,00
0,60 |
a o e
(] [=]
0,40 0,40
0,20 0,20
0,00 T T T T T T 0,00 T T T T T T
.00 500 10,00 1500 20,00 2500 0o 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00
vrijeme (sat) vrijeme (sat)
koncNi: 250 c koncNi: 500 d
koncAMP kancAMP
— 0 — 00
1,009 12 1,00 42
25 25
— =0 — =0
100 100
—200 — 200
0,80 4,00 0801 Yoo
0,50 i
[u] g b
o o
0407 0,40+ —
_  —
/
0,20 0,20 k
0,00 T T T T T T 0,00 T T T T T T
0o 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 0 500 10,00 15,00 20,00 25,00
vrijeme (sat) vrijeme (sat)
koncNi: 1000 e
koncAMP
— oo
1,00 12
25
— 0
1,00
—2,00
0,80 400
0,60
o
o
0,40
0,20
0,00 T T T T T T
00 500 10,00 15,00 20,00 25,00

vrijeme (sat)

Slika 14. Krivulje rasta bakterije S. aureus u razli¢itim koncentracijama ampicilina i
nikla u mg/L (a — e; rast bakterije u razliCitim koncentracijama ampicilina i nikla koje
su navedene uz pojedini graf, krivulja je prikaz srednijih vrijednosti opticke gustoce pri
600 nm kroz 24 sata mjerene u triplikatu).
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Koncentracija ampicilina znacajno je smanjivala rast S. aureus s velikom
snagom efekta i granicnom koncentracijom od 2 mg/L u usporedbi sa 1 mg/L (00 vs.
0,132+0,029; p<0,001; n2=0,898). U koncentraciji nikla od 125 mg/L, 1 mg/L ampicilina
znacajno je usporavao rast u odnosu na 0,5 mg/L i nize, (0,102+0,088 vs. 0,200+0,019,
p<0,001; n2=0,871). U koncentraciji od 250 mg/L nikla, koncentracija od 2 mg/L je bila
grani¢nik (0,0417+0,072 vs. 0,161+0,012, p<0,001, n2=0,874). U 500 mg/L nikla nije

bilo grani¢ne koncentracije ampicilina koja usporava logaritamsku fazu rasta.

4.10. Utjecaj razli¢itih kombinacija koncentracija ampicilina i nikla na rast

bakterije E. faecalis

Analizirajuéi krivulje rasta bakterije E. faecalis vidljivo je da ve¢a koncentracija
nikla u istoj koncentraciji antibiotika dovodi do smanjenog rasta bakterije. Gledajuci
rast bakterije u subinhibitornoj dozi ampicilina od 0,5 mg/L, vidljivo izrazito suprimiran
rast u koncentracijima nikla od 125, 250 i 500 mg/L nikla (Slika 15. b, c i d). Sli¢no je
vidljivo i za koncentraciju Cetiri puta manju od MIK-a; 0,12 mg/L. Generalno, vidljiv je
sinergisticki ucinak nikla i ampicilina (Slika 15.). Pri koncentraciji od 1000 mg/L nikla

nema vidljivog bakterijskog rasta (Slika 15. e).
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Slika 15. Krivulje rasta bakterije E. faecalis u razli€itim koncentracijama ampicilina i
nikla u mg/L (a — e; rast bakterije u razliCitim koncentracijama ampicilina i nikla koje
su navedene uz pojedini graf, krivulja je prikaz srednijih vrijednosti opticke gustoce pri
600 nm kroz 24 sata mjerene u triplikatu).
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Koncentracija ampicilina znacajno je smanjivala rast E. faecalis s grani€énom
koncentracijom od 1 mg/L u usporedbi sa 0,5 mg/L (0,052+0,090 vs. 0,182+0,020;
p<0,001; n2=0,886). U koncentraciji nikla od 125 mg/L, koncentracija ampicilina od 0,5
mg/L znacajno je usporavala rast u odnosu na nize koncentracije (0,0+0,0 vs.
0,177+0,71, p<0,001, n2=0,908). Pri 250 mg/L ponovno je 0,5 mg/L ampicilina
znacajno usporavalo rast, dok je pri 500 mg/L nikla 0,25 mg/L ampicilina znac¢ajno

usporavalo rast u odnosu na nize koncentracije (p<0,001, n2=0,980).

4.11. Utjecaj razli¢itih kombinacija koncentracija ampicilina i nikla na rast

bakterije E. coli

Prema krivuljama rasta bakterije E. coli vidljiv je efekt supresije rasta s
povec¢anjem koncentracije nikla, odnosno pojaCavanje antibakterijskog efekta
ampicilina. Do vidljivog sinergistickog u€inka nikla i ampicilina dolazi pri koncentraciji
nikla od 500 mg/L (Slika 16. d). Pri koncentraciji od 1000 mg/L nikla nema vidljivog
bakterijskog rasta (Slika 16. e).
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Slika 16. Krivulje rasta bakterije E. coli u razli€itim koncentracijama ciprofloksacina i
nikla u mg/L (a — e; rast bakterije u razliCitim koncentracijama ciprofloksacina i nikla
koje su navedene uz pojedini graf, krivulja je prikaz srednjih vrijednosti opticke
gustoce pri 600 nm kroz 24 sata mjerene u triplikatu).
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Koncentracija ampicilina znacajno je smanijivala rast E. coli s velikom snagom
efekta i granichom koncentracijom od 2,5 mg/L u usporedbi sa 1,25 mg/L (0,075+0,048
vs. 0,230+0,030; p<0,001; n2=0,959). U koncentraciji nikla od 125 i 250 mg/L ponovno
je grani¢na koncentracija koja je zna€ajno usporavala rast bila 2,5 mg/L u odnosu na
nize (p<0,001, n2=0,970 i n2=0,986). U 500 mg/L nikla nije bilo grani€¢ne koncentracije

ampicilina koja usporava logaritamsku fazu rasta.

4.12. Prikaz sinergisti€kog u¢inka ampicilina i nikla na rast bakterija E. faecalis

i E. coli

U odabranim krivuljama vidljivo je kako E. faecalis pokazuje rast u 500 mg/L
nikla bez ampicilina i u 1 mg/L ampcilina bez nikla dok u kombinaciji 500 mg/L nikla i
1 mg/L ampicilina nema bakterijskog rasta (Slika 17. a). Kod rasta bakterije E. coli
koncentracija nikla od 500 mg/L i ampicilina od 2,5 mg/L djeluju sinergisticki (slika 17
b).

E. faecalis a E. coli b
1,004 — ONi+0Amp . — 0 Ni + 0 Amp
—— 500 Ni + 0 Amp : —— 500 Mi + 0 Amp
ONi+1Amp 0 Ni+25Amp
—— 500 Ni + 1 Amp — 500 Ni + 2,5 Amp

T T T T T T
T T T T T T
w0 500 1o T80 2000 2500 00 500 1000 15,00 20,00 25,00

vrijeme (sat) vrijeme (sat)

Slika 17. Krivulje rasta E. faecalis i E. coli u razli€itim kombinacijama ampiclinina i
nikla u mg/L — demonstracija sinergistickog ampicilina i nikla i nikla (a — b; rast
bakterija u razli¢itim koncentracijama ampicilina i nikla koje su navedene uz pojedini
graf, krivulja je prikaz srednjih vrijednosti optiCke gustoce pri 600 nm kroz 24 sata

mjerene u triplikatu).
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4.13. Adaptacija bakterija S. aureus na nikal — morfoloska obiljezja

Adaptirane bakterije S. aureus su nakon inkubacije u trajanju od 3x24h na 37
°C u MH bujonu prebacene u koncentraciju nikla na koju su prethodno adaptirane.
Bakterije S. aureus. adl, ad2, ad3, ad4 i ad5 su pokazale rast u koncentraciji nikla te
potvrdile adaptiranost za koju se pokazalo kako nije reverzibilna. Bakterija S. aureus
ad6 je pokazala reverzibilnu adaptiranost, odnosno nije rasla kada je prebacena u
koncentraciju nikla na koju je prethodno adaptirana. Inkubacija bakterije S. aureus ad5
bila je 48 sati, a bakterije S. aureus ad6 72 sata. Bakterije S. aureus ad5 i S.aureus

ad6 pokazale su sitnije kolonije s manje pigmenta (Slika 18.).

S. aureus ad1 S. aureus ad2 S. aureus ad3 S. aureus ad4 S. aureus ad5 S. aureus ad6

Slika 18. Fotografije kolonija sojeva bakterije S. aureus adaptiranih na nikal.

4.14. Utjecaj razlic¢itih kombinacija koncentracija ciprofloksacina i nikla na rast
bakterije S. aureus adaptirane na 250 mg/L nikla

Adaptirane bakterije odabrane su za sljedeCe eksperimente na naCin da se
ukljuCe bakterije adaptirane na sub-inhibitorne koncentracije i na inhibitorne
koncentracije nikla, koje su prethodno odredene na ATCC soju S. aureus 29213.

Vidljiva je redukcija bakterijskog rasta s poveéanjem koncentracije nikla i
koncentracije antibiotika (Slika 19.). Pri koncentraciji nikla od 0 mg/L, u koncentraciji
ciprofloksacina od 1,25 mg/L lag faza je produzena za viSe od 10 sati u odnosu na
dvostruko manju koncentraciju ciprofloksacina (Slika 19. a). Nema vidljivog rasta pri
1000 mg/L nikla (Slika 19. e).
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Slika 19. Krivulje rasta bakterije S. aureus ad3 u razli€itim koncentracijama
ciprofloksacina i nikla u mg/L (a — e; rast bakterije u razliCitim koncentracijama
ciprofloksacina i nikla koje su navedene uz pojedini graf, krivulja je prikaz srednjih
vrijednosti opticke gustoée pri 600 nm kroz 24 sata mjerene u triplikatu).
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Znacajna redukcija bakterijskog rasta vidljiva je pri 1000 mg/L nikla (Slika 20.
e). Povecanje koncentracije ciprofloksacina takoder reducira bakterijski rast. Vidljiv je
rast bakterije u 0,62 mg/L ciprofloksacina u koncentracijama nikla od 500 i 1000 mg/L
(Slika 20. d i e), dok je u koncentracijma od 0, 125 i 250 mg/L rast zanemariv (Slika
20. a, b i ¢). Rast u koncentraciji od 0,31 mg/mL ciprofloksacina pokazuje produljenje
laga faze u odnosu na rast u nizim koncentracijama ciprofloksacina (Slika 20. a, b, c i
d).

51



koncNI: 0 a koncNI: 125 b

koneCIP koncCIP
— 00 —m
1,009 08 1,00 "
16 18
—a —
— 52 62
—125 —125
0,80 0,80
0,50 0,60+
o o
o =)
0,407 0,40+
0,20 0,20
0,007 T T T T T 0,00 T T T T T
00 500 1000 15,00 20,00 25,00 a0 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00
vrijeme (sat) vrijeme (sat)
koncNI: 250 c koncNI; 500 d
kancCIP kancCIP
— 0 — o
1,00 08 1,00 08
18 16
— 3 —
52 B2
—125 —125
0,80 0,30
0,60 0,50
[a] [=]
(=] =]
0,40 0,40
0,20 0,20
0,007 T T T T T 0,00-— T T T T T
00 5,00 10,00 15,00 20,00 2500 0o 500 10,00 15,00 20,00 25,00
vrijeme (sat) vrijeme (sat)
koncNI: 1000 e koncNI: 2000 f
koncGIP koncCIP
— 0 — oo
1,00 08 1,00 0
16 16
— 3 —3
52 62
—125 —1 25
0,80 0,507
0,60 -
fa] a 08
=] o
0,407 0,40
0,20+ 0,20
0,00 T T T T T T 0,00 T T T T T T
0o 5,00 10,00 15,00 20,00 2500 00 500 10,00 15,00 20,00 25,00

vrijeme (sat) vrijeme (sat)

Slika 20. Krivulje rasta bakterije S. aureus ad5 u razli€itim koncentracijama
ciprofloksacina i nikla u mg/L (a — e; rast bakterije u razliCitim koncentracijama
ciprofloksacina i nikla koje su navedene uz pojedini graf, krivulja je prikaz srednjih

vrijednosti opticke gustoce pri 600 nm kroz 24 sata mjerene u triplikatu).
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4.15. Usporedba krivulja rasta u razli¢itim koncentracijama ciprofloksacina i

nikla neadaptiranog i adaptiranih sojeva S. aureus

Usporedujudi krivulje rasta S. aureus ATCC 29213 (u daljnjem teksu S. aureus
ATCC) i soja adaptiranog na 250 mg/L nikla (S. aureus ad3) vidljiv je bolji rast
adaptiranog soja u viSim koncentracijama ciprofloksacina. Pri koncentracijama nikla od
0 i 250 mg/L bakterije S. aureus ad3 vidljivo bolje rastu u koncentracijama
ciprofloksacina od 0,62 i 1,25 mg/L nego li bakterije S. aureus ATCC (Slika 21. a, b, g
i h). Rast bakterije S. aureus ad3 u 1,25 mg/L ciprofloksacina pokazuje produljenje lag
faze za viSe od 10 sati (graf b, slka 21). Bakterije S. aureus ad5 pokazuju produljenje
laga faze za 2-3 sata u odnosu na bakterije S. aureus ad3 i S. aureus ATCC (Slika 21.
c, f, 1, i, 0). S. aureus ad5 pokazuje rast u koncentraciji od 1000 mg/L nikla, za razliku
od S. aureus ad3 i S. aureus ATCC (Slika 21. m, n, 0). U koncentracijama od 2000

mg/L nikla nema znacgajnog bakterijskog rasta (Slika 21. p, r, s).
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Slika 21. Krivulje rasta bakterije S. aureus ATCC, S. aureus ad3 i S. aureus ad5 u
razli€itim koncentracijama ciprofloksacina i nikla u mg/L (a — s; rast bakterije u
razli¢itim koncentracijama ciprofloksacina i nikla koje su navedene uz pojedini graf,
krivulja je prikaz srednjih vrijednosti opticke gustoce pri 600 nm kroz 24 sata mjerene

u triplikatu).

S. aureus ad5 pokazuje rast u 1000 mg/mL nikla za razliku od sojeva S. aureus
ad3i S. aureus ATCC (Slika 22. a - ¢). Takoder, soj S. aureus ad5 koji se adaptirao na
baktericidnu koncentraciju nikla za ATCC soj i ostale adaptirane sojeve, pokazaje i rast
u prethodno dokazanim bakterostatskim i baktericidnim koncentracijama antibiotika
ciprofloksacina. U MIK koncentraciji ciprofloksacina za ATCC soj od 0,62 mg/L vidljiv
je rast bakterije (Slika 22. c). Rast se opaza i u MBK koncentraciji za ATCC soj od 1,25
mg/L ciprofloksacina (Slika 22. c).
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Slika 22. Krivulje rasta bakterije S. aureus ATCC, S. aureus ad3 i S. aureus ad5 u
razli€itim koncentracijama ciprofloksacina i nikla u mg/L (a — c; rast bakterije u
razli€itim koncentracijama ciprofloksacina i nikla koje su navedene uz pojedini graf,
krivulja je prikaz srednjih vrijednosti optiCke gustoce pri 600 nm kroz 24 sata mjerene

u triplikatu).

U koncentraciji nikla od 0 mg/L, u razli€itim koncentracijama ciprofloksacina S.
aureus ad3 i S. aureus ATCC imali su statisti¢ki zna¢ajno viSu brzinu rasta od ad5 soja
(0,117+0,185i 0,126+0,085 vs. 0,060£0,056, p<0,001). U koncentraciji nikla od 125 i
500 mg/L nije bilo statistiCki znacajnih razlika u brzini logaritamske faze medu
sojevima. U koncentraciji od 250 mg/L nikla ponovno je S. aureus ad3 imao znacajno
viSu brzinu rasta (0,133+0,019 vs. 0,094+0,079 i 0,07410,048, p<0,001). U
koncentraciji od 1000 mg/L nikla, najviSu brzinu je imao soj S. aureus ad5
(0,083+0,033), znacgajno viSu od soja ATCC (0+0), koji je imao znacajno viSu brzinu
ad3 soja (0£0; p<0,001). U koncentraciji od 2000 mg/L nije bilo bakterijskog rasta.
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Usporedujuci brzinu logaritamskog rasta u istoj koncentraciji ciprofloksacina, u
koncentracijama od 0, 0,08, 0,16 i 0,31 mg/L ciprofloksacina nije bilo statisticki
znacajnih razlika u brzini logaritamskog rasta. U koncentraciji od 0,62 mg/L
ciprofloksacina, S. aureus ad3 imao je statistiCki znacajno visu brzinu rasta od ATCC
soja i S. aureus ad5 (0,069+0,071 vs. 0,021+0,040 i 0,032+0,038, p<0,001). U
koncentraciji od 1,25 mg/L ciprofloksacina takoder je brzina logaritamskog rasta bila
znacajno viSe kod soja S. aureus ad3 u usporedbi sa ATCC i S. aureus ad5 sojem
(0,038+0,048 vs. 00 i 0,007+0,021).

4.15.1. Adhezija adaptiranih sojeva bakterije S. aureus na polistiren

Adhezija je u ovom radu mjerena kao broj bakterija u adheriranom sloju u
CFU/mL nakon inkubacije od 24 h. Razlika u broju CFU/mL adheriranih bakterija na
polistiren izmedu sojeva bila je statistiCki znacajna (p<0,05). Najnize vrijednosti
CFU/mL pokazao je S. aureus adl, a najvise S. aureus ad4, no nisu detektirane

statistiCki znaCajne razlike izmedu bakterija kod viSestrukih usporedbi (Slika 23.).
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Slika 23. Adhezija kontrolnog i adaptiranih sojeva S. aureus na polistiren izrazena u
logio CFU/mL mjerena nakon 24 h (pocetna koncentracija bakterija 106 CFU/mL).

Pokus je ponovljen 2 puta u triplikatu i prikazana je srednja vrijednost £SD.

4.16. Adhezija adaptiranih sojeva bakterije S. aureus na NiTi i celi€ne

ortodontske lukove

Razlika u adheziji o¢itana u CFU/mL svih bakterija izmedu NiTi i nehrdajuéeg
Celika nije bila statisti¢ki znaCajna. Ipak, analizirajuci bakterije pojedinaéno, S. aureus
ATCC je adherirao znacajno bolje na nehrdajuéi Celik (p<0,05). S. aureus ad3 i S.

aureus adl su bili jedini sojevi koji su adherirali bolje na NiTi nego na SS (p<0,005).

Usporedivajuéi CFU/mL bakterija adheriranih na NiTi postojale su statistiCki
znacajne razlike (Slika 24.). S. aureus ad3 je znacajno bolje adherirao od S. aureus
ad4 i S. aureus ad5 (p<0,001). ATCC soj nije pokazao znacajno razli¢itu sposobnost

adhezije u usporedbi sa ostalim bakterijama. Pearsonove korelacije u NiTi grupi nisu
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pokazale znacCajnu linearnu povezanost izmedu koncentracije nikla na koju je bakterija
adaptirana i adhezije.
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Slika 24. Adhezija sojeva S. aureus na nikal-titanijske zi¢ane lukove izraZzena u logio
CFU/mL mjerena nakon 24 h (pocetna koncentracija bakterija 108 CFU/mL). Pokus je

ponovljen 2 puta u triplikatu i prikazana je srednja vrijednost +SD.
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Postojale su statistiCki znac€ajne razlike u CFU/mL izmedu sojeva bakterija u
adheziji na nehrdajuci Celik(p<0,001) (Slika 25.). S. aureus ATCC je imao znacajno visi
CFU/mL od S. aureus adl i S. aureus ad5 (p<0,001). Takoder je S. aureus ad2
adherirao znacajno bolje od S. aureus adl (p<0,001). Postojala je umjerena linearna
negativna korelacija izmedu koncentracije nikla na koju je soj adaptiran i adhezije (r=-

0,535, p<0,05). S porastom koncentracije nikla smanjivala se adhezija.
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Slika 25. Adhezija sojeva S. aureus na cCelicne ZiCane lukove izraZena u logio
CFU/mL mjerena nakon 24 h (pocetna koncentracija bakterija 108 CFU/mL). Pokus je

ponovljen 2 puta u triplikatu i prikazana je srednja vrijednost £SD.
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4.17. Sposobnost stvaranja biofilma adaptiranih sojeva bakterije S. aureus na
polistiren

Izmedu sojeva je postojala znacajna razlika u CFU/mL (p<0,001). Bakterija S.
aureus ad3 stvorila je znac¢ajno viSe biofilma mjerenog u CFU/mL od soja S. aureus

ad5 (p<0,001). Nije bilo statistiCki znaCajne razlike izmedu ATCC soja i nekih od
adaptiranih sojeva (Slika 26.).
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Slika 26. Biofilm stvoren od strane sojeva S. aureus na polistiren izrazen u logio
CFU/mL mjerena nakon 120 h (poc¢etna koncentracija bakterija 106 CFU/mL). Pokus
je ponovljen 2 puta u triplikatu i prikazana je srednja vrijednost £SD.
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4.18. Sposobnost stvaranja biofilma adaptiranih sojeva bakterije S. aureus na

NiTi i ¢elicne ortodontske lukove

Za ATCC soj nije bilo razlike u koli€ini stvorenog biofilma na nikal-titanijskim i
Celicnim ziCanim lukovima. Razlike su pokazali sojevi S. aureus ad1 koji je stvorio viSe
biofilma na nikal-titaniju (p<0,001), S. aureus ad4 i S. aureus ad4 koji su pokazali vise

biofilma na €eli€nim zicama (p<0,001).

Razlika u stvaranju biofilma mjerenog u CFU/mL na nikal-titanijske Zi¢ane
lukove bila je statistiCki znacajna (p<0,001). Nije detektirana znacajna razlika izmedu
ATCC soja i ostalih sojeva. Bakterija S. aureus adl stvorila je vecu koli€inu biofilma od
soja S. aureus ad3 i S. aureus ad5 (p<0,001) (Slika 27.).
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Slika 27. Biofilm stvoren od strane sojeva S. aureus na NiTi zi€ane lukove izrazen u
logio CFU/mL mjerena nakon 120 h (poéetna koncentracija bakterija 106 CFU/mL).

Pokus je ponovljen 2 puta u triplikatu i prikazana je srednja vrijednost £SD.

Postojale su statistiCki znaCajne razlike izmedu bakterija u koli€ini stvorenog
biofilma mjerenog u CFU/mL na celi¢ne ZiCane lukove (p<0,001). Ponovno nije bilo
znacajne razlike izmedu ATCC soja i adaptiranih sojeva. S. aureus ad4 imao je

znacajno vecéi CFU/mL od soja S. aureus adl i S. aureus ad5 (p<0,001) (Slika 28.).
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Slika 28. Biofilm stvoren od strane sojeva S. aureus na Celi¢ne ZiCane lukove izrazen
u logio CFU/mL mjerena nakon 120 h (pocetna koncentracija bakterija 106 CFU/mL).

Pokus je ponovljen 2 puta u triplikatu i prikazana je srednja vrijednost £SD.

4.19. Antibiogram adaptiranih bakterija S. aureus na nikal

Rezultati antibiograma pokazali su osjetljivost svih sojeva, ATCC, adl, ad2,
ad3, ad4, ad5 na antibiotike prema vrijednostima zone inhibicije prema EUCAST-u
(Tablica 6.).
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Tablica 6. — Rezultati antibiograma kontrolnog i adaptiranih sojeva

S. aureus S.aureus S.aureus S.aureus S.aureus S. aureus
ATCC 29213 adl ad2 ad3 ad4 ad5
AS (interpretacija)

CIP 23,7 (0) 22,7(0) 22,3(0) 22 (0) 35,7(0) 30,3 (0)
CMN 30,3 (0) 30 (O) 30 (0O) 28 (0) 30 (O) 34 (0)
ERY 26,3 (0) 26 (O) 30 (0O) 28,3 (0) 30 (O) 33,7 (O)
FOX 27,5 (0) 27 (0) 25,7 (O) 28 (0) 30,3(0) 32,7 (0)
GMN 24,3 (0) 21,3(0) 21,7(0) 22,3(0) 24 (0) 25,7 (O)
LIN 25,7 (O) 25 (0) 21,7 (O) 21,7 (O) 29,7 (O) 33,7 (O)
MXF 31,7 (O) 29 (O) 31,7 (O) 28 (0) 35,7 (O) 35,7 (O)
P 18,7 (O) 16,3 (O) 16,3 (O) 13,7 (O) 19 (O) 25 (0O)
RIF 35,7 (O) 31,7(0) 31,7(0) 31,7(0) 357(0) 357 (0)
SXT 33,7 (0) 27,7(0) 297(0) 29,7(0) 31,7(0) 357 (0)

AS — aritmetiCka sredina ocCitanja promjera zone inhibicije; interpretacija: O — osjetljiv
na antibiotik, R — rezistentan na antibiotik; antibiotici: P —penicilin, CMN — klindamicin,
ERY — eritromicin, GMN — gentamicin, FOX — cefoksitin, TEC — teikoplanin, LIN —
linezolid, CIP — ciprofloksacin, RIF — rifampicin, SXT - trimetoprim + sulfametoksazol,
MOX - moksifloksacin

Ipak, pokazane su tendencije prema vecoj ili manjoj osjetljivosti na antibiotike.
S. aureus ad5 pokazao je znacajno vecu osjetljivost na niz antibiotika (CIP, CMN, ERY,
FOX, LIN, MXF, P, SXT, TEC) u usporedbi sa ATCC sojem (p<0,05). S. aureus ad4
odnosu na ATCC, dok je za SXT bio znacajno rezistentniji u odnosu na ATCC soj
(p<0,05). S. aureus ad1l bio je znacajno rezistentniji na neke antibiotike (GMN, P, RIF,
SXT, MXF) u odnosu na ATCC soj. S. aureus ad2 je takoder pokazao manju osjetljivost
na neke antibiotike (GMN, P, RIF, SXT) kao i S. aureus ad3 (LIN, MXF, P, RIF, SXT)
u odnosu na ATCC soj (p<0,05) (Slika 29.).
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Zona inhibicije (u mm)
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bakterija

Slika 29. Antibiogram sojeva S. aureus ATCC i sojeva adaptiranih na nikal.
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Kada se statistiCki povecana osjetljivost, povecCana rezistentnost i jednaka osjetljivost
prikazu kao kategori¢ke varijable (O, R i J) vidljivi su sljedeéi obrasci; neki antibiotici
pokazuju vecu tendenciju za pojavu povecane osjetljivosti, a neki za pojavu povecane

rezistencije u adaptiranih bakterija (Slika 30.).

Antibiotic
WP
Ecmn
Oery
WFox

10 Oamn

BELmn

_ _ ExF

Or

ErF

BT | By

OTEC

E-— — o o —

Pojavnost

2

J Q R

Tendencija

Slika 30. Tendencija promjene osjetljivosti na antibiotike prema vrsti antibiotika
osjetljivosti u odnosu na ATCC soj; tendencija — statistiCki znaCajna promjena
promjera pri o€itanju antibiogramu, u izostanku statisticke zna¢ajnosti — jednaka

osjetljivost).

Razlike medu antibioticima s obzirom na pojavnost jednake osjetljivosti,
pojaCane osjetljivosti ili pojaCane rezistencije su bile znacajne (p<0,05). Postoji
umjerena povezanost vrste antibiotika i pojave promjenjene osjetljivosti (Cramerov V
=0,508).
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Vidljivo je da je pojava pojaCane osjetljivosti CeS¢a za eritromicin, cefoksitin,
linezolid i teikoplanin, dok je pojaCana rezistencija ¢eS¢a za penicillin, rifampicin i
trimetoprim-sulfametoksazol. Nije zabiliezena pojavnost tendencije povecane

osjetljivosti za rifampicin. Povecane rezistencije nije bilo za ciprofloksacin, klindamicin,
eritromicin, cefoksitin i teikoplanin.

- Bakterija

M 53 ad
B saadz
Osaad3
W53 add
Osaads

Pojavnost

I
9] &

Tendencija

Slika 31. Tendencija promjene osjetljivosti na antibiotike prema vrsti soja (pojavnost —

na ATCC soj; tendencija — statistiCki znaajna promjena promjera pri o€itanju

antibiogramu, u izostanku statistiCcke zna€ajnosti — jednaka osjetljivost).

S obzirom na pojavnost promjene osjetljivosti u usporedbi sa ATCC sojem
prema soju adaptirane bakterije postoji statisticka znacajnost razlike medu bakterijama

(p<0,05). Umjerena je povezanost soja bakterije i pojavnosti veCe, manje ili jednake
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osjetljivosti (Cramerov V = 0,556) te je neSto veCa povezanost nego ona vrste

antibiotika i promjene osjetljivosti (Slika 31.).

4.20. lIspitivanje antimikrobne osjetljivosti na nikal adaptiranog S. aureus

MIK adaptiranih bakterija pokazuje povecanje u odnosu na MIK ATCC soja. Za
ciprofloksacin S. aureus ad3, ad5 pokazuju dvostruko veci MIK od S. aureus ATCC.
S. aureus ad2 pokazuje dvostruko veéi MBK u odnosu na ATCC soj (Tablica 7.). Za
ampicilin bakterije S. aureus ad2, ad3, ad4, ad5 pokazuju porast MIK-a u odnosu na
ATCC soj. Do povecanja MBK u odnosu na ATCC soj dolazi kod S. aureus ad5
(Tablica 7). Sojevi S. aureus ad3 i S. aureus ad5 pokazuju najveéi porast MIK-a i MBK

za gentamicin u odnosu na ATCC soj (Tablica 7).

Tablica 7. Minimalne inhibitorne i minimalne baktericidne koncentracije sojeva S.

aureus adaptiranih na nikal za antibiotike ciprofloksacin, ampicilin i gentamicin

Bakterija MIK MBK MIK MBK MIK MBK

CIP CIP AMP AMP GMN GMN
koncentracije u mg/L

S. aureus 0,62 1,25 1 2 0,5 1

ATCC 29213

S. aureus 0,62 1,25 0,62 0,62 0,31 0,31

adl

S. aureus 0,62 2,5 1,25 1,25 0,62 0,62

ad2

S. aureus 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25

ad3

S. aureus 0,62 0,62 1,25 1,25 0,62 1,25

ad4

S. aureus 1,25 1,25 1,25 2,5 1,25 5

ad5
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5. RASPRAVA

Prosjecno otpustanje nikla pri niskim pH, kod pacijenata s loSom higijenom je u
rasponu 0,55 — 3,36 ug, ovisno o dimenziji ziCanog luka (0,014 - 0,018 x 0,025 inca).
Dok je kod viSih pH vrijednosti, slicnom onome kod pacijentata s dobrom higijenom u
rasponu 0,29 — 1,77 ug. S obzirom na prosjecni dnevni unos nikla hranom od 300-500
Mg [160], dobivene vrijednosti mogle bi biti zna¢ajan dodatni unos nikla. Vidljiva je jos
jedna dobrobit odrZzavanja oralne higijene, u vidu viSe nego dvostruke redukcije elucije
niklovih iona iz zi€anih lukova. Ipak, joS niz elemenata mozZe utjecati na pH usne
Supljine. Suprotno pozeljnom ucinku, neki agensi za odrzavanje oralne higijene koji
sadrze fluoride mogu pojacati koroziju nikla [71].

MIK za ciprofloksacin za bakteriju S. aureus bio je nesto viSi od vrijednosti
prema EUCAST-u, koje su u rasponu 0,125 - 0,5 mg/L. MIK ciprofloksacina za E.
faecalis i E. coli bio je u rasponu EUCAST-a; 0,25 — 2 mg/L, odnosno 0,004 - 0,016
mg/L. MIK za ampicillin je za bakterije E. faecalis i E. coli bio u rasponima prema
EUCAST-u; 0,5 - 21 2 - 8 mg/L [150]. MIK ampicilina za S. aureus ATCC 29213 nije
objavljen u podacima EUCAST-a te ga nije bilo moguce usporediti.

Minimalne inhibitorne koncentracije nikla za S .aureus izoliran iz okoliSa su u
rasponu 100 - 1500 mg/L [1]. Za izolirane enterokoke iz okolisa reportiran je MIK nikla
od 1024 mg/L [26]. Izolati E. coli iz otpadnih voda pokazali su MIK nikla u rasponu 200-
2000 mg/L [2]. lako ne postoje MIK-ovi u literaturi za ATCC sojeve testirane kroz ovo
istrazivanje, okoliSne bakterije pokazuju slicne minimalne inhibitorne koncentracije

nikla onima dobivenim u ovom eksperimentu.
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Kombinacija ciprofloksacina i nikla u odredenim kombinacijama djelovala je
sinergisticki, pojaCavajuéi ucinak oba spoja na inhibiciju rasta bakterije S. aureus.
Suprotno tome, na rast bakterije E. faecalis i E. coli ta dva spoja djelovala su
antagonisticki, na nacin da je koncentracija nikla od 500 mg/L suprimirala djelovanje
ciprofloksacina.

Kombinacija ampicilina i nikla pokazala je drugacije djelovanje. Aditivan uCinak
je primijecen na rast bakterije E. faecalis u nizu kombinacija koncentracija te na E. coli,
u jednoj kombinaciji koncentracija. Na rast bakterije S. aureus spojevi nisu pokazali
interakciju.

KoriStenje metala kao antibakterijskih agenasa seze tisucama godina u povijest
te su ih antibiotici zamijenili tek u 20. stolje¢u [59]. Znacajna razlika je $to antibiotici
djeluju na neki specifi¢ni cilj; replikaciju, transkripciju, enzime, dok metali djeluju na niz
staniCnih procesa [5], [88]. Ipak, problem koristenja metala je njihovo toksi¢no
djelovanje i na eukariotske stanice [41]. Poznato je i sinergisticko djelovanje metala i
antibiotika. Istrazivanje Montelongo-Peralte i sur. iz 2019. pokazuje sinergistiCko
djelovanje srebrovog nitrata i izoniazida u terapiji protiv rezistentnih sojeva
Mycobacterium tuberculosis [108]. Studija iz 2016. pokazala je sinergisticki uc€inak
nanocCestica cinkovog oksida te antibiotika ampicilina i ciprofloksacina na inhibiciju
rasta niza bakterija medu kojima su bili i patogeni sojevi S. aureus i E. coli. M6hler i
sur. su utvrdili sinergisticki uc€inak beta laktamskih antibiotika i iona bakra, srebra i
cinka, od kojih je srebro imalo najvisi sinergisti¢ki u€inak [107]. Ne pokazuju samo
kombinacije antibiotika i metala sinergiju, jedno istrazivanje je pokazalo 1000 puta jaci
inhibicijski efekt na bakterijski rast u sinergiji metala i organskih kiselina [179]. Takoder,
ispitivanja sinergistiCkog efekta viSe metala, poput kombinacija zlato/platina,
zlato/paladij i platina/paladij pokazalo je pojacanje antimikrobnog ucinka na bakterije
Enterococcus faecium, Klebsiella pneumoniae i Acinetobacter baumannii [165].

S druge strane, poznata je i antagonisti¢ka reakcija metala i antibiotika. Zhou i
sur. su 2015. na primjeru okoliSnog Pseudomonas fluorescens pokazali da u rastu u
prisutnosti teSkih metala, Pb, Cu, Zn, Cr i Hg, dolazi do slabijeg djelovanja antibiotika
na istu bakteriju [181]. Jo$ jedna studija pokazuje antagonistiCki ucinak metalnih
kationa i antibiotika tetraciklina, uslijed formiranja kompleksa izmedu istih te
posljedi¢ne smanjenje bioraspolozivosti tetraciklina [157].
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U rastu S. aureus vidljiv je odredeni sinergisti¢ki u€inak. U najnizoj koncentraciji
nikla (125 mg/L) vidljiv je slabiji rast te potpuni izostanak rasta bakterije u 0,62 mg/L
ciprofloksacina koiji je vidljiv kada nema prisutnog nikla. Neki kelati kinolona i metala
pokazuju jednak ili Cak bolji u€inak od izoliranog djelovanja kinolona. Primjerice, neki
kelati bolje penetriraju u stanicu te kao takvi imaju jace antimikrobno djelovanje [66],
[128].

Krivulje rasta bakterija E. coli i E. faecalis pokazuju zanimljiv trend razvoja
rezistencije na antibiotik nakon kratkotrajnog (24h) izlaganja metalu. U subinhibitornim
koncentracijama nikla od 500 mg/L, pokazuju rast u koncentracijama ciprofloksacina
Cetverostruko viSim od MIK-a. Za E. coli zabiljezen je i dobar rast bakterije u MIK
ciprofloksacina u prisustvu 250 mg/L nikla. Takva pojava zabiljezena je u literaturi [23],
[181]. Interakcija metala i antibiotika prvo je opisana kao redukcija antimikrobne
aktivnosti u prisustvu iona metala [86], [4]. Razli¢ita je bila koncentracija metala koja
je dovela do razvoja rezistencije, u literaturi se navode koncentracije 1/64 i 1/16 MIK-
a metala dok je u ovoj studiji koncentracija metala od 2 MIK-a dovela do razvoja
rezistencije. Dva su mogué¢a mehanizma koja bi mogla dovesti do opazene pojave.
Jedan je kelacija metala i ciprofloksacina koja mozZe dovesti do smanjene penetracije
antibiotika u bakterijsku stanicu ili do stvaranja inaktivnih kelata [94]. Drugi je ekspresija
sustava za antimikrobnu rezistenciju potaknuta metalima u bakterija. Jedna studija
opisuje pojacanu ekspresiju nekoliko gena vezanih za antimikrobnu preosijetljivost u
bakterije iz roda Enterobacteriaceae nakon 24-ero satnog izlaganja arsenu [23]. U
bakterije Salmonella enterica bakar i cink su doveli do poja¢anja transkripcije gena za
efluks pumpu te posljedi¢no do povecéane rezistencije na antibiotike [118]. Na primjeru
E. coli, bakar je inicirao operon marRAB za viSestruku antibiotsku rezistenciju [57].

Jo$ 1985. je objavljeno da ciprofloksacin u prisustvu metala pokazuje smanjenu
bioraspolozivost [60]. Nadalje, pokazalo se kako kompleksi koje stvaraju metali i
kinoloni mogu smanijiti crijevnhu apsorpciju antibiotika [132]. Smanjenje
bioraspolozivosti ciprofloksacina u zdravih ljudi zapazeno je pri istodobnoj preskripciji
soli Zeljeza [70]. Postoji visoka korelacija izmedu smanjenja bioraspoloZivosti
kinolonskog antibiotika i iona Ca?*, Mg?*, Zn 2* i Fe 2[166].

73



lako prema rezultatima FIK-a nema interakcije ampicilina i nikla pri rastu S.
aureus, vidljiv je moguci antagonisticki u€inak s obzirom da u koncentraciji od 250 mg/L
nikla postoji nesto rasta, s izrazito produzenom lag fazom u dvostrukoj MIK
koncentraciji ampicilina. Smanjeni u€inak ampicilina na rast S. auresa je zabiljezen u
soja rezistentnog na zivu [24].

Za E. faecalis i E. coli vidljivo je da 500 mg/L nikla pojaCava djelovanje
ampicilina Cetverostruko smanjujuc¢i MIK. Beard i sur. upozorili su 1992. na rast soja
E. coli osjetljivog na ampicilin nakon izlaganja ampicilina ionima bakra [11], no sli¢an
uCinak metala nije zabiljezen u rezultatima ove studije. Poznata je ucCinkovitost
ampicilinu dodanim nanocCesticama srebra, kombinacija kojih pokazuje izrazito manje
MIK-ove u odnosu na ampicilin [75].

Ciprofloksacin i nikal djelovali su blago sinergistiCki na rast S. aureus, dok su za
E. faecalis i E. coli pokazali suprotnu interakciju. Nikal je suprimirao djelovanje
ciprofloksacina, a poja¢ao djelovanje ampicilina. RazliCito djelovanje ampicilina i
metala na rast bakterija u odnosu na djelovanje ciprofloksacina i metala ukazuje na
vaznost vrste antibiotika koji je u prisustvu metala. Vjerojatno je da je za kratkoro¢no
izlaganje vazniji oblik kelacije i njegova penetrantnost nego odgovor same bakterije.

Grani¢na koncentracija koja je znacajno usporavala brzinu logaritamskog rasta
S. aureus u odnosu na nizu bila je 0,62 mg/L ciprofloksacina, $to je u skladu sa
rezultatima MIK-a. U viSim koncentracijama nikla, grani¢na koncentracija se
smanjivala na 0,31 mg/L Sto prati veC opisano sinergisticko djelovanje ciprofloksacina
i nikla.

Koncentracija ciprofloksacina koja je znafajno usporavala rast E. faecalis
jednaka je koncentraciji MIK-a. U koncentraciji nikla od 500 mg/L nije pronadena
statisticki grani¢na koncentracija, no rezultati FIK-a i krivulje rasta upucuju na
povecanje MIK-a za ciprofloksacin u toj koncentraciji nikla.

Za E. coli grani¢na koncentracija koja je usporavala logaritamski rast takoder je
jednaka MIK-u. Cetverostruko poveéanje graniéne koncentracije ciprofloksacina koja
usporava logaritamski rast u 500 mg/L nikla u skladu je s rezultatima antagonistickog
djelovanja, potvrdenih FIK-om i krivuljama rasta.

Rast S. aureus i E. faecalis slicno je povezan s promjenom koncentracije
ciprofloksacina i nikla, dok je rast E. coli viSe vezan uz promjenu koncentracije

ciprofloksacina.
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Grani¢na koncentracija ampicilina koja je znaCajno usporavala logaritamsku
fazu rasta S. aureus bila je dvostruko vec¢a od MIK-a. U koncentraciji nikla od 125 mg/L
graniCna koncentracija usporavanja se smanijila, Sto ide u prilog opisanom aditivnom
djelovanju prema krivuljama rasta.

Grani¢na koncentracija ampicilina koja je znacajno usporavala rast E. faecalis
bila je jednaka MIK-u. U vi§im koncentracijama nikla, grani¢na koncentracija se
smanjivala, dvostruko u 125 i 250 mg/L nikla te Cetverostuko u 500 mg/L nikla,
potvrdujuci sinergistiCko djelovanje nikla i ampicilina.

Za brzinu logaritamskog rasta bakterije E. coli, grani€na koncentracija
ampicilina koja je usporavala rast bila je jednaka MIK-u. U vi§im koncentracijama nikla
nije dolazilo do promjene grani¢ne koncentracije ampicilina, iako FIK i krivulje

potvrduju sinergisticki efekt dvaju ispitivanih agenasa.

75



Soj S. aureus adaptiran na 250 mg/L nikla pokazao je razvoj povecane
rezistencije na ciprofloksacin, no ne i na nikal u odnosu na ATCC soj. Promatrajuci
krivulje rasta, jasno je kako S. aureus ad3 raste u dvostruko vecoj koncentraciji od
MIK-a ciprofloksacina za ATCC soj. Soj S. aureus adaptiran na 2000 mg/L raste u
koncentraciji nikla koja je inhibitorna za ATCC soj. No, ne pokazuje razli€it odgovor na
iste koncentracije antibiotika u odnosu na ATCC. Takoder, kod S. aureus ad5 uoc€ava
se produzenje suzdrzane faze rasta.

ATCC soj S. aureus adherirao je bolje na €elik nego na nikal-titanij. Sli¢no je
primjeceno u prethodnoj studiji [103]. Bakterije adaptirane na nikal pokazale su razliitu
sposobnost adhezije na NiTl i nehrdajuéi Celik. Na Celik su adaptirane bakterije
adherirale slabije nego ATCC soj. Generalno svi sojevi su pokazali adhezijski
potencijal, no oni adaptirani na 125 i 250 mg/L nikla pokazali su najviSi adhezijski
potencijal. S. aureus ad5 je pokazao nesto slabiji adhezijski potencijal od drugih
sojeva. Potencijal stvaranja biofilma bio je ujednaceniji od adhezijskog. Razlike izmedu
sojeva bili su manje nego li u adhezije. Adaptirani sojevi, izuzev soja ad5 su stvarali
nesto vide biofilma od ATCC, neadaptiranog soja no razlike nisu bile znagajne. Cini se
da iako su razlike u adhezijskom potencijalu nesto razliCite, svi adaptirani sojevi
podjednako stvaraju biofilm kroz 5 dana i to neSto bolje od neadaptiranog soja.
Istrazivanja su pokazala da bakterije akumuliraju nikal [125]. Imajuéi na umu da dnevno
otpustanje nikla samo iz NiTi slitine ortodontskih lukova moze dosec¢i 40 ug na dan
[127], promjena potencijala adhezije uslijed adaptacije na nikal mogla bi biti klinicki
problem. Prisutnost S. aureus u usnoj Supljini je podcijenjena te bi modifikacija od
strane nikla i pojaCana adhezija na ortodontske ziCane lukove mogla biti problematicna
[145]. Takoder, postoji rizik od diseminacije S. aureus u druge organe iz usne Supljine
[101]. Jedno od rjeSenja mogle bi biti obloZeni nikal-titanijski zZi€ani lukovi na koje
bakterije €ini se slabije adheriraju [55].

lako prema EUCAST-u niti jedan od adaptiranih sojeva nije svrstan u
rezistentne niti na jedan ispitivani antibiotik, prema statistickoj zna€ajnosti svi sojevi su
pokazali pomak prema vecoj osjetljivosti ili prema vecoj rezistenciji. Dok su bakterije
adaptirane na viSe koncentracije nikla, 500 i 1000 mg/L bile osjetljivije na antibiotike
nego ATCC soj, kod bakterija adaptiranih na manje koncentracije primije¢eno je
suprotno. Ve adaptacije na relativho niske koncentracije, od 62,5 mg/L, imale su
tendenciju viSe rezistencije na neke antibiotike. Rezultati prethodnih studija su pokazali

isto, pri niskim koncentracijama metala, mogu¢ je razvoj rezistencije na antibiotike [23].
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Takoder je poznato da u prisustvu nikla, okoliSne bakterije postaju rezistentne na
antibiotike [17], [140].

Penicilin, rifampicin i trimetoprim — sulfametoksazol bili su antibiotici na koje su
adaptirani sojevi pokazali najviSe tendencije rezistenciji. Sojevi S. aureus rezistentni
na penicilin javili su se vrlo brzo nakon poc€etka njegove upotrebe [91]. Do kasnih 1960-
ih, viSe od 80% okolisnih i bolni€kih izolata S. aureus su bili rezistentni na penicilin [19].
Ipak, studija iz 2017. pokazuje kako je €ak 57 % izolata iz bakterijemije bilo osjetljivo
na penicilin te smatra da bi se po potvrdenom antibiogramu isti mogao ¢esce Koristiti
u terapiji [50]. Rezistencija na trimetoprim-sulfametoksazol je rijetka, on je Cak jedan
od antibiotika od izbora kod slabog odgovora meticilin rezistentnog Staphylococcus
aureus (MRSA) na vankomicin [129]. lako su rezistentni sojevi rijetki u Europi, studije
potvrduju rezistentne sojeve S. aureus na podrucju sub-saharske Afrike i Azije [119],
[120]. Rifampicin se primarno kliniCki koristi u terapiji tuberkuloze. Predlagana je
njegova upotreba kao dodatnog agensa beta-laktamima ili glikopeptidima u terapiji S.
aureus uzrokovane bakterijemije [139], no recentna studija opovrgava korist od takve
upotrebe rifampicina [154].

Istrazivanje na okoliSnim bakterijama koje su pokazale rezistenciju na nikal,
potvrduje i visoku rezistenciju na penicilinske antibiotike [156]. Postoje i drugadiji
rezultati, gdje su bakterije rezistentne na nikal bile osjetljive i na penicilin i na rifampicin
[171]. lako je vecina bakterija rezistentnih na nikal izolirana iz okolisa, 2017. objavljeno
je da postoje komenzalne bakterije ljudskog organizma koje su rezistentne na nikal
[93]. Potrebne su daljnje studije, koje bi utvrdile prevalenciju takvih bakterija, primjerice
usporedujuci osobe koje su izlozenije niklu na nacin da imaju ortodontske naprave ili
dentalne legure s niklom u usnoj Supljini s osobama bez navedenih izvora
kontaminacije niklom.

Bakterije adaptirane na nikal pokazale su razli€itu sposobnost adhezije i nivo
osjetljivosti na antibiotike. Prema rezultatima antibiograma uvidene su razlike, s
tendencijom da bakterije adaptirane na viSe koncentracije nikla budu osjetljivije na
antibiotike. Preciznija metoda, odredivanje MIK-a adaptiranih bakterija pokazala je
povecanu rezistenciju sojeva S. aureus ad3 i S. aureus ad5 na ciprofloksacin i
ampicilin. Bakterija S. aureus ad3 je takoder generalno bolje adherirala na podloge.
lako je S. aureus ad5 prema MIK-u pokazao pojacanu rezistenciju, on je slabije
adherirao od drugih sojeva. Prema rezultatima MIK-a se Ccini da sposobnost

antimikrobne rezistencije i sposobnost adhezije nisu povezani.
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Razlike u stvaranju biofilma medu bakterijama bile su manje od onih u
sposobnosti adhezije. Izgleda da nakon pocetnih razlika u sposobnosti prijanjanja na
povrsinu (24h) kroz dulje razdoblje svi sojevi uspiju stvoriti biofilm formaciju.

Rezultati ove studije mogu se povezati s klinickom situacijom na nekoliko
nacina. Prvo je potrebno naglasiti ogranicenja rezultata, naime adaptacija bakterija na
nikal bila je kratkoro€na, maksimalno 5 dana. Takoder, studija je provedena u in-vitro
kontroliranim uvjetima, dok u usnoj Supljini i ljudskom organizmu postoji niz
modificirajucih ¢imbenika koji mogu stvoriti niz kemijskih i drugih reakcija s otpustenim
metalom. Nadalje vrlo je teSko ocijeniti koja koli¢ina nikla moze dospjeti do samih
bakterija, iz spomenutih razloga, a i iz razloga da je ljudski organizam jako dinamiCan
sustav gdje niz fiziolosSkih tekucina uvelike mijenja odnose u usporedbi sa statiCkim

sustavom jaZice u mikrotitarskoj ploci.

Ipak, imaju¢i u vidu kumulativno mjesecno otpustanje nikla iz nikal-titanijskih
Zica u sustavu ortodontske edgewise naprave u rasponu od 0,29 — 3,36 ug, ovisno o
pH i veli€ini Zi€anog luka, moguce je dosezanje koncentracija koje su ispitivane u ovoj
studiji. Treba imati na umu da terapija ortodontskom napravom traje u prosjeku 2 — 2,5
godine, te Cesto nikal-titanijski lukovi u ustima budu 1,5 — 2 godine. Vrlo bitna stavka
je i sposobnost bakterija da koncentriraju metale, jedno ve¢ spomenuto istrazivanije je
pokazalo 30 puta viSu koncentraciju nikla u bakterija nego li $to je bila u njihovoj okolini
[135].

Otpusteni nikal mogao bi stvarati klinicke probleme vezane uz bakterije na dva
nacina. Jedan, na koji upucuju rezultati ove studije prikazani krivuljama rasta, jest taj
da on dode u interakciju s antibioticima koji mogu biti propisani pacijentima za vrijeme
ortodontske terapije. Kada bi doSlo do antagonisti¢kog uc€inka, mogli bi oslabiti efekt
antimikrobne terapije, no u nekim slu€ajevima ga i pojacati. Interakcija nikla i
cefalosporina je prou¢avana, te je u skladu s rezultatima ovog istrazivanja, odgovor na
interakciju bio i pojacanje antimikrobnog djelovanja i slabljenje istoga, ovisno o vrsti
cefalosporina. Takoder, razli¢it odgovor dobiven je za razliCite bakterije [6]. Drugi
nacin, na koji upuéuju rezultati s adaptiranim sojevima S. aureus na nikal bi bio direktno
djelovanje nikla na bakterije i modifikacija njihovih svojstava, primjerice adhezije koja
moze biti znak virulencije [51] i poveéanja rezistencije na antibiotike, koja se moze javiti
u bakterija izlozenima teskim metalima [23]. Dakako, u tom smislu nuzne su daljnje

studije s dugotrajnijom ekspozicijom bakterija niklu.
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ZAKLJUCCI

MIK nikla za sve bakterije je bio 1000 mg/L. MBK je bio u rasponu 1000 - 2000
mg/L. MIK za ampicilin je bio 1 — 2,5 mg/L (MBK 2 —5) i 0,005 — 0,62 mg/L
(MBK 0,005 - 1,25) za ciprofloksacin.

Rezultati FIK-a za ciprofloksacin i nikal pokazali su antagonisticko djelovanje
spojeva u bakterija E. coli i E. faecalis, a aditivho u bakterije S. aureus. FIK za
ampicilin i nikal pokazao je sinergisticko djelovanje na E. faecalis, aditivho na
E. coli te indiferentnu interakciju pri rastu S. aureus.

Prema MIK-u adaptiranih bakterija pokazana je povec¢ana rezistencija sojeva S.
aureus ad3 i S. aureus ad5 na ciprofloksacin i ampicilin. Bakterija S. aureus ad3
je takoder generalno bolje adherirala na podloge. lako je S. aureus ad5 prema
MIK-u pokazao pojaCanu rezistenciju, on je slabije adherirao od drugih sojeva.
Razlike u stvaranju biofilma medu bakterijama bile su manje od onih u
sposobnosti adhezije.

S obzirom na izmjerene koli¢ine otpustenog Ni?* iz ortodontskih Zi¢anih lukova,
potrebna je dugotrajna ortodontska terapija edgewise napravom te sposobnost
bakterija da koncentriraju Ni%* iz okoline kako bi doslo do moguce interakcije s
antibiotiskom terapijom pacijenata i modifikacijom svojstava komenzalnih
bakterija.

Sljedece studije mogle bi uzimanjem klini¢kih uzoraka od pacijenata u terapiji
ortodontskim napravama edgewise tipa pokusati utvrditi koncentraciju metala u
komenzalnih bakterija te potencijalne promjene njihovih svojstava; adaptaciju

na metale i odgovor na antibiotike.
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ILUSTRACIJE

Popis slika

Slika 1. Fiksna ortodontska naprava edgewise tipa.

Slika 2. Ortodontski zZi€ani lukovi od nikal-titanijske legure.

Slika 3. Kolonije bakterije Staphylococcus aureus na podlozi.

Slika 4. Kolonije bakterije Escherichia coli na kromogenoj podlozi.

Slika 5. Kolonije bakterije Enterococcus faecalis na krvnom agaru.

Slika 6. Faze bakterijskog rasta prikazane na krivulji OD/vrijeme.

Slika 7. Mikrotitarske ploCice po 24-satnoj inkubaciji u prisutnosti resazurina te
nasadivanje na MH agar u Cetvrtastim plo€ama (crvena boja oznalava porast
bakterija, a plava izostanak rasta)

Slika 8. Odredivanje minimalne baktericidne koncentracije (MBK) — strelicama
oznacen izostanak bakterija nakon presadivanja, ta koncentracija spoja odreduje MBK
Slika 9. Odredivanje brzine logaritamske faze rasta (OD — optiCka gustoca).

Slika 10. Krivulje rasta bakterije S. aureus u razli€itim koncentracijama ciprofloksacina
i nikla u mg/L (a — e; rast bakterije u razli€itim koncentracijama ciprofloksacina i nikla
koje su navedene uz pojedini graf, krivulja je prikaz srednjih vrijednosti opti¢ke gustoce
pri 600 nm kroz 24 sata mjerene u triplikatu).

Slika 11. Krivulje rasta bakterije E. faecalis u razli€itim koncentracijama ciprofloksacina
i nikla u mg/L (a — e; rast bakterije u razli€itim koncentracijama ciprofloksacina i nikla
koje su navedene uz pojedini graf, krivulja je prikaz srednjih vrijednosti optiCke gustoce
pri 600 nm kroz 24 sata mjerene u triplikatu).

Slika 12. Krivulje rasta bakterije E. coli u razli¢itim koncentracijama ciprofloksacina i
nikla u mg/L (a — e; rast bakterije u razli¢itim koncentracijama ciprofloksacina i nikla
koje su navedene uz pojedini graf, krivulja je prikaz srednjih vrijednosti optiCke gustoce
pri 600 nm kroz 24 sata mjerene u triplikatu).

Slika 13. Krivulje rasta S. aureus, E. faecalis i E. coli u razli¢itim kombinacijama
ciprofloksacina i nikla u mg/L — demonstracija aditivnog i antagonisticCkog ucinka
ciprofloksacina i nikla (a — c; rast bakterija u razli€itim koncentracijama ciprofloksacina
i nikla koje su navedene uz pojedini graf, krivulja je prikaz srednjih vrijednosti opticke
gustoce pri 600 nm kroz 24 sata mjerene u triplikatu).

Slika 14. Krivulje rasta bakterije S. aureus u razli€itim koncentracijama ampicilina i

nikla u mg/L (a — e; rast bakterije u razlicitim koncentracijama ampicilina i nikla koje su
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navedene uz pojedini graf, krivulja je prikaz srednjih vrijednosti optiCke gustoce pri 600
nm kroz 24 sata mjerene u triplikatu).

Slika 15. Krivulje rasta bakterije E. faecalis u razli€itim koncentracijama ampicilina i
nikla u mg/L (a — e; rast bakterije u razliCitim koncentracijama ampicilina i nikla koje su
navedene uz pojedini graf, krivulja je prikaz srednjih vrijednosti opti¢ke gustoce pri 600
nm kroz 24 sata mjerene u triplikatu).

Slika 16. Krivulje rasta bakterije E. coli u razli€itim koncentracijama ciprofloksacina i
nikla u mg/L (a — e; rast bakterije u razli€itim koncentracijama ciprofloksacina i nikla
koje su navedene uz pojedini graf, krivulja je prikaz srednjih vrijednosti optiCke gustoce
pri 600 nm kroz 24 sata mjerene u triplikatu).

Slika 17. Krivulje rasta E. faecalis i E. coli u razli€itim kombinacijama ampiclinina i nikla
u mg/L — demonstracija sinergistickog ampicilina i nikla i nikla (a — b; rast bakterija u
razli€itim koncentracijama ampicilina i nikla koje su navedene uz pojedini graf, krivulja
je prikaz srednjih vrijednosti opticke gustoCe pri 600 nm kroz 24 sata mjerene u
triplikatu).

Slika 18. Fotografije kolonija sojeva bakterije S. aureus adaptiranih na nikal.

Slika 19. Krivulje rasta bakterije S. aureus ad3 u razliCitim koncentracijama
ciprofloksacina i nikla u mg/L (a — e; rast bakterije u razliCitim koncentracijama
ciprofloksacina i nikla koje su navedene uz pojedini graf, krivulja je prikaz srednijih
vrijednosti opticke gustoce pri 600 nm kroz 24 sata mjerene u triplikatu).

Slika 20. Krivulje rasta bakterije S. aureus ad5 u razliitim koncentracijama
ciprofloksacina i nikla u mg/L (a — e; rast bakterije u razliCitim koncentracijama
ciprofloksacina i nikla koje su navedene uz pojedini graf, krivulja je prikaz srednjih
vrijednosti opticke gustoce pri 600 nm kroz 24 sata mjerene u triplikatu).

Slika 21. Krivulje rasta bakterije S. aureus ATCC, S. aureus ad3 i S. aureus ad5 u
razliCitim koncentracijama ciprofloksacina i nikla u mg/L (a — s; rast bakterije u razli€itim
koncentracijama ciprofloksacina i nikla koje su navedene uz pojedini graf, krivulja je
prikaz srednijih vrijednosti opti¢ke gustoc¢e pri 600 nm kroz 24 sata mjerene u triplikatu).
Slika 22. Krivulje rasta bakterije S. aureus ATCC, S. aureus ad3 i S. aureus ad5 u
razliCitim koncentracijama ciprofloksacina i nikla u mg/L (a — c; rast bakterije u razli€itim
koncentracijama ciprofloksacina i nikla koje su navedene uz pojedini graf, krivulja je

prikaz srednjih vrijednosti optiCke gustoce pri 600 nm kroz 24 sata mjerene u triplikatu).
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Slika 23. Adhezija kontrolnog i adaptiranih sojeva S. aureus na polistiren izrazena u
log10 CFU/mL mjerena nakon 24 h (poCetna koncentracija bakterija 106 CFU/mL).
Pokus je ponovljen 2 puta u triplikatu i prikazana je srednja vrijednost +SD.

Slika 24. Adhezija sojeva S. aureus na nikal-titanijske Zicane lukove izraZzena u log10
CFU/mL mjerena nakon 24 h (poCetna koncentracija bakterija 106 CFU/mL). Pokus je
ponovljen 2 puta u triplikatu i prikazana je srednja vrijednost +SD.

Slika 25. Adhezija sojeva S. aureus na Celi¢ne Zi€ane lukove izrazena u log10 CFU/mL
mjerena nakon 24 h (po€etna koncentracija bakterija 106 CFU/mL). Pokus je ponovljen
2 puta u triplikatu i prikazana je srednja vrijednost +SD.

Slika 26. Biofilm stvoren od strane sojeva S. aureus na polistiren izrazen u log10
CFU/mL mjerena nakon 120 h (pocetna koncentracija bakterija 106 CFU/mL). Pokus
je ponovljen 2 puta u triplikatu i prikazana je srednja vrijednost £SD.

Slika 27. Biofilm stvoren od strane sojeva S. aureus na NiTi zi€ane lukove izrazen u
log10 CFU/mL mjerena nakon 120 h (po€etna koncentracija bakterija 106 CFU/mL).
Pokus je ponovljen 2 puta u triplikatu i prikazana je srednja vrijednost £SD.

Slika 28. Biofilm stvoren od strane sojeva S. aureus na Celi€ne zZiCane lukove izrazen
u log10 CFU/mL mjerena nakon 120 h (poCetna koncentracija bakterija 106 CFU/mL).
Pokus je ponovljen 2 puta u triplikatu i prikazana je srednja vrijednost £SD.

Slika 29. Antibiogram sojeva S. aureus ATCC i sojeva adaptiranih na nikal.

Slika 30. Tendencija promjene osjetljivosti na antibiotike prema vrsti antibiotika
u odnosu na ATCC soj; tendencija — statistiCki zna¢ajna promjena promjera pri o€itanju
antibiogramu, u izostanku statistiCke znacajnosti — jednaka osjetljivost).

Slika 31. Tendencija promjene osjetljivosti na antibiotike prema vrsti soja (pojavnost —
na ATCC soj; tendencija — statistiCki znaCajna promjena promjera pri ocitanju

antibiogramu, u izostanku statistiCke znacajnosti — jednaka osjetljivost).
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POPIS POKRATA

adl
ad2
ad3
ad4
ad5
ATCC
CFU
CIP
CMN
DNK
ERY

EUCAST

FIK
FOX
GMN

ICP - OES

LIN
MBK
MH
MIK
MOX
MRSA
NiTi
oD

RIF
SS
SXT
TEC

adaptiran na 1. koncentaciju nikla
adaptiran na 2. koncentraciju nikla
adaptiran na 3. koncentraciju nikla
adaptiran na 4. koncentraciju nikla
adaptiran na 5. koncentraciju nikla
stani¢na kultura americkog tipa
kolonija-formirajuce jedinice

ciprofloksacin

klindamicin

deoksiribonukleinska kiselina

eritromicin

europska komisija za testiranje osjetljivosti na
antimikrobne agense

frakcijska inhibitorna koncentracija
cefoksitin

gentamicin

atomska emisijska spektrometrija induktivno spregnutom
plazmom

linezolid

minimalna baktericidna koncentracija
Mueller-Hinton

minimalna inhibitorna koncentracija
moksifloksacin

meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus
nikal-titanijski

opti¢ka gustoca

penicilin

rifampicin

nehrdajuci Celik

sulfametoksazol — trimetoprim

teikoplanin
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ZIVOTOPIS
OSOBNE OBAVIJESTI
Ime
Adresa
Telefon
Faks
E-posta
Maticni broj iz Upisnika
znanstvenika

0]]=]

Nacionalnost
Drzavljanstvo
Datum rodenja

Obiteljski status

RADNO ISKUSTVO

e Datum (od — do)
* Naziv i sjediSte tvrtke

zaposlenja

* Vrsta posla ili podrucje
* Zanimanije i polozaj koji
obnasa

* Osnovne aktivnosti i

odgovornosti

Andrej Pavli¢

Josipa Kulfaneka 9, HR-51000 Rijeka
+385 51 345 638

+385 51 345 630
pavlic.andrej@yahoo.com

340722

70975773254

hrvatska
hrvatsko
4. veljaCe 1988.

neozenjen

Od 2013. do danas

Katedra za ortodonciju i Katedra za djecju
stomatologiju Medicinskog fakulteta
Sveudilista u Rijeci, KreSimirova 40, Rijeka
suradnik u nastavi

asistent

sudjelovanje u nastavi na predmetima
Antropometrija i kefalometrija, Dentalna
fotografija, Dentalno javno zdravstvo, Uvod u
dentalnu medicinu, PretkliniCka ortodoncija,
KliniCka ortodoncija, Interdisciplinarna
ortodoncija, Morfologija zubi s dentalnom
antropologijom, Stani¢na biologija s genetikom
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e Datum (od — do)

* Naziv i sjediste tvrtke
zaposlenja

* Vrsta posla ili podrucje
* Zanimanije i polozaj koji
obnasa

* Osnovne aktivnosti i

odgovornosti

SKOLOVANJE | IZOBRAZBA

* Datum (od — do)

* Naziv i vrsta obrazovne
ustanove

* Osnovni predmet
/zanimanje

* Naslov postignut
obrazovanjem

 Stupanj nacionalne

kvalifikacije (ako postoji)

* Datum (od — do)

* Naziv i vrsta obrazovne
ustanove

» Osnovni predmet
/zanimanje

* Naslov postignut

obrazovanjem

znanstveni rad u podrucju ortodoncije.

Od 2018. do danas

Poliklinika za ortodonciju i medicinu rada dr.
Pavli¢

poliklinika

doktor dentalne medicine

sekundarni djelatnik

Od 2006. do 2012.

Medicinski fakultet Sveucilista u Rijeci

Integrirani preddiplomski i diplomski sveucilisni

studij Dentalna medicina

doktor dentalne medicine

VSS

Od 2002. do 2006.

Prva suSacka hrvatska gimnazija u Rijeci

opéi smjer
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« Stupanj nacionalne SSs
kvalifikacije (ako postoji)

OSOBNE VJESTINE |
SPOSOBNOSTI

Stec¢ene radom/Zivotom,

karijerom, a koje nisu

potkrijepliene potvrdama i

diplomama.
MATERINJI JEZIK hrvatski
DRUGI JEZICI
engleski
* sposobnost Citanja C2 iskusni korisnik
* sposobnost pisanja C2 iskusni korisnik
* sposobnost usmenog C2 iskusni korisnik
izrazavanja
talijanski
* sposobnost Citanja C1 iskusni korisnik
* sposobnost pisanja B2 samostalni korisnik
* sposobnost usmenog B2 samostalni korisnik
izraZzavanja
SOCIJALNE VJESTINE |
SPOSOBNOSTI - u sklopu Erasmus stipendije za mobilnost
Zivljenje i rad s drugim nastavnog osoblja u akademskoj godini 2015./2016.
ljudima u viSekulturnim boravio mjesec dana na Odjelu za ortodonciju
okolinama gdje je Sveucilista u Oslu, veljaca 2016.

znacajna komunikacija,
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gdje je timski rad osnova
(npr. u kulturnim ili

sportskim aktivnostima).

ORGANIZACIJSKE
VJESTINE |
SPOSOBNOSTI
Npr. koordinacija i

upravljanje osobljem,

- 2 tjedna u Ljubljani na Katedri za ortodonciju
Medicinskog fakulteta i Stomatolo$koj klinici, veljaca
2017.

- tledan dan na Odjelima za ortodonciju u Napulju,
Sveuciliste Federico Il i Sveudiliste Vanvitelli,

sijeCanj 2019.

Sudjelovanje u znanstvenim projektima

- od 2013. do 2017. istrazivaC na projektu
,Prediktivni Cimbenici uspjeha ortodontske terapije u
djece i adolescenata® (13.06.2.1.53), glavnog
istrazivaca Stjepana Spalja, financijer Sveudiliste u
Rijeci

- od 2016. istrazivaC na projektu ,Imunosne i
regenerativne  implikacije  korozije  dentalnih
materijala u djece i adolescenata“ (IP-7500),
glavnog istrazivaéa Stjepana Spalja, financijer
Hrvatska zaklada za znanost

- od 2018. istrazivaC na projektu ,Odrednice
ucinkovitosti terapije narusenih funkcija i izgleda
orofacijalnog podrucja (uniri-biomed-18-22), voditel;
prof. dr. sc. Stjepan Spalj

Clanstvo u strukovnim udruzenjima:

- Hrvatska komora dentalne medicine (od 2013.)
- Europsko ortodontsko drustvo (od 2013.)

- Ameri¢ka asocijacija ortodonata (od 2017.)

- Talijansko ortodontsko drustvo (od 2018.)

-sudionik organizacije teCajeva trajnog usavrsavanja
i Medunarodne ljetne Skole ortodoncije SveuciliSta u

Rijeci
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projektima, financijama;
na poslu, u dragovoljnom
radu (npr. u kulturi i
Sportu) i kod kuce, itd.

TEHNICKE VJESTINE |
SPOSOBNOSTI
S racunalima, posebnim
vrstama opreme,

strojeva, itd.

UMJETNICKE
VJESTINE |
SPOSOBNOSTI
Glazba, pisanje, dizajn,
itd.

DRUGE VJESTINE |
SPOSOBNOSTI
Sposobnosti koje nisu

gore navedene.

VOZACKA DOZVOLA

DODATNE OBAVIJESTI

Rad na raCunalu, korisniCka programska podrska
(MS Office, AudaxCeph, Moodle), programska
podrska za statistiku (StatSoft, SPSS)

rukovanje sustavom ortodontskih miniimplantata

Forestadent

Ples

Nagrade i priznanja:

- nagrada za najboljeg mladog znanstvenika
Medicinskog fakulteta Sveudilista u Rijeci 2016.
godine u kategoriji klinickih medicinskih znanosti,

dentalne medicine i javnog zdravstva

B kategorija

Autor/koautor 12 znanstvenih radova u ¢asopisima

indeksiranim u bazi CC
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POPIS RADOVA

Izvorni znanstveni i pregledni radovi u Casopisima indeksiranim u bazi CC (12)
Izvorni znanstveni i pregledni radovi u ¢asopisima indeksiranim u bazi SCIE (2)
Radovi prihvaceni za objavljivanje u ¢asopisima indeksiranim u bazi CC (2)
Radovi prihvaceni za objavljivanje u ¢asopisima indeksiranim u bazi SCIE (2)
SaZeci u zbornicima i Casopisima (13)

Druga sudjelovanja na skupovima (9)

Izvorni znanstveni i pregledni radovi u éasopisima indeksiranim u bazi CC
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2019;28:886-e892.
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8. Sop I, Mady Maricic B, Pavlic A, Legovic M, Spalj S. Biological predictors of
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2016;86:413-420.

10.Gavric A, Mirceta D, Jakobovic M, Pavlic A, Zrinski MT, Spalj S. Craniodentofacial
characteristics, dental esthetics-related quality of life, and self-esteem. Am J Orthod
Dentofacial Orthop 2015;147:711-718.

11.Sasso A, Legovic M, Mady Maricic B, Pavlic A, Spalj S. Secular trend of earlier
onset and decelerated development of third molars: evidence from Croatia.
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1. Brumini M, Slaj M, Katic V, Pavlic A, Trinajstic Zrinski M, Spalj S. Parental influence
is the most important predictor of child's orthodontic treatment demand in a
preadolescent age. Odontology doi: 10.1007/s10266-019-00447-1.

2. Kovacevic Pavicic D, Kolceg M, Lajnert V, Pavlic A, Spalj S. Changes in quality of
life induced by tooth whitening are not influenced by global self-esteem: a
randomized double-blind placebo-controlled trial. Odontology 2019. doi:
10.1007/s10266-019-00442-6.

Sazeci u zbornicima i asopisima

1. Zigante M, Pavli¢ A, Gobin I, Spalj S. Nickel released during orthodontic
treatment induces different effects on antimicrobial susceptibility of various
commensal bacteria. Book of Abstracts 2019. 4th Congress of the Macedonian
Orthodontic Society. Makedonija, 2019. str. 105

2. Perkovié V, Pavli¢ A, Trinajsti¢ Zrinski M, Katié V; Spalj S. High orthognatic
functional treatment need is less powerfull predictor of patients' decision to
accept orthognatic surgery than high orthodontic treatment need. Book of
Abstracts 95 EOS Congress Nica, Franuska, 2019. str. 152-153.

3. Brumini M, Pavli¢ A; Trinajsti¢ Zrinski M, Ivankovi¢ Buljan Z, épalj S. Parental
influence is the most important predictor of child’s orthodontic treatment
demand in preadolescent age. Abstract book. 95th European Orthodontic
Congress. Nica, Franuska, 2019. str. 80-81

4. Zigante M, Peternel S, Ringié¢ Mlinari¢ M; Pavli¢ A, Pop Acev D, Spalj S.
Prevalence of titanium and nickel allergies in patients undergoing orthodontic

treatment. Conference Proceedings 4th International Congress of Croatian

109



Society of Orthodontics. / Lauc, Tomislav (ur.). Zagreb: Hrvatsko drustvo
ortodonata, 2018. str. 50-50

. Pavli¢ A, Kati¢ V. Nickel ions released from orthodontic appliances could
diminish the susceptibility of Staphylococcus aureus to antibiotic ciprofloxacin.
49th Congress SIDO (Societa Italiana di Ortodonzia) Firenca, Italija, 2018.

. Kinkela Dev&i¢ M, Kovadevié Pavigié D; Pavlic A, Lajnert V, Spalj S.
Perfekcionizam usmjerava promjene u kvaliteti Zivota izazvane izbjeljivanjem
zubi : randomizirani, dvostruko slijepi, placebo kontrolirani pokus. 4.
Medunarodni simpozij StomatolosSkog fakulteta Sveucilista u Zagrebu. Zagreb,
Hrvatska, 2018. str. 165-165.

. Katié V, Ringi¢ Mlinari¢ M, Trinajsti¢ Zrinski M, Pavli¢ A, Spalj S. Working
properties of nickel-titaniuma archwires after corrosion in oral antiseptics and
saliva. Book of Abstracts 94th EOS Congress Edinburg, Velika Britanija, 2018.
str. 164-164.

. Pavlié¢ A, Morelato L, Vandevska Radunovic V, Spalj S. Maturation of wisdom
teeth: influence of skeletal growth pattern and gender. Annual Session of
American Association of Orthodontists San Diego, Sjedinjene Americke Drzave,
2017.

. Saint-Georges V, Peternel S, Kastelan M, Pavli¢ A, Spalj S. High prevalence of
hypersensitivity to nickel : should orthodontists worry? 117th Annual Session of

American Association of Orthodontists : abstracts. San Diego, 2017.

10.Kati¢ V, Blagovi¢ B, Ciganj Z, Pavli¢ A, Spalj S. Correlation between ion release,

wire type and acidity values of artificial saliva of nickel- titanium wires with
different coatings. Eur J Orthod / David Rice (ur.). Stockholm, Svedska: Oxford
University Press, 2016. str. e121-e121

11.Pavli¢ A, Bilobrk P, Nov3ak A, Kati¢ V, Spalj S. Mediation and moderation effect

of the big five personality traits on the relationship between self-perceived
malocclusion and psychosocial impact of dental aesthetics. Eur J Orthod / David

Rice (ur.). Venecija, Italija: Oxford University Press, 2015. str. e165-e166.

12.Pavli¢ A, Kati¢ V, Trinajsti¢ Zrinski M, Spalj S. Neoclassical canons in today’s

faces of adolescents and young adults and potential psychosocial
repercussions of deviations from canons. Eur J Orthod. David Rice (ur.).

Venecija, Italija: Oxford University Press, 2015. str. e165-e165.

110



13.Pavlié¢ A, Mlacovié-Zrinski M, Katié V, Spalj S. Do personality traits mediate the
relationship between craniodentofacial features and self- esteem?. Eur J Orthod
Book of Abstracts VarSava, Poljska, 2014.

14.Katié V, Mlacovié-Zrinski M, Pavli¢ A, Spalj S. Orthognathic quality of life,
craniodentofacial characteristics and personality traits. Eur J Orthod Book of
Abstracts VarSava, Poljska, 2014.

Druga sudjelovanja na skupovima

1. Spalj S, Slaj M, Pavli¢ A, Trinajstié¢ Zrinski M, Katié V, Roksandié Vrané&i¢ Z.
Validity and reliability of the Croatian version of the Child Perception
Questionnaire 11-14. 1. Medunardni kongres Stomatoloskog fakulteta
Sveucilista u Zagrebu. Zagreb, Hrvatska, 2015.

2. Roksandié¢ Vrangié Z, Katalinié A, Pavli¢ A, Kati¢ V, Spalj S. Psychosocial
impact of dental aesthetics in Croatian adolescents: validation and reliability of
psychometric instrument. 1. Medunarodni kongres Stomatoloskog fakulteta
SveuciliSta u Zagrebu. Zagreb, Hrvatska, 2015.

3. Spalj S, Pavlié¢ A, Trinajsti¢ Zrinski M, Kati¢ V. Multidisciplinarni pristup terapiji
osoba s orofacijalnim rascjepima: iskustva tima u Rijeci. 2. medunarodni
kongres Hrvatskog ortodontskog drustva Zagreb, Hrvatska, 2016.

4. Kolgeg M, Kovadevi¢ Pavicié D, Pavli¢ A, Lajnert V, Spalj S. Utjecaj izbjeljivanja
zuba na percepciju dentofacijalne estetike - randomizirani kontrolirani pokus.
Book of Abstracts of the Congress Minimally Invasive Approach in Dental
Medicine. Acta Stomatol Croat 2016;50:93. Zagreb, Hrvatska, 2016. str. 93-93

5. Pavlié A, Belu$i¢-Gobi¢ M, Trinajsti¢ Zrinski M; Katié¢ V, Spalj S. Kombinirana
ortodontska i ortognatsko-kirurSka terapija ; prikaz slu¢aja. 2. medunarodni
kongres Hrvatskog ortodontskog drustva. Zagreb, Hrvatska, 2016.

6. Pavli¢ A, Trinajsti¢ Zrinski M, Kati¢ V, épalj S. Association of malocclusion with
body image, self- esteem and quality of life. 2. medunarodni kongres Hrvatskog
ortodontskog drustva. Zagreb, Hrvatska, 2016.

7. Kos M, Kovacevic Pavici¢ D, Lajnert V, Pavli¢ A, épalj S. Stabilnost boje nakon
izbjeljivanja i percepcija pacijenta. Vjesnik HKDM Zagreb, Hrvatska, 2017. str.
1-2

111



8. Stimac D, Vandevksa-Radunovi¢ V, Pavli¢ A. Facial growth and mandibular
incisor crowding during adolescence. 2. Medunarodni kongres studenata

dentalne medicine u Rijeci — RiCon. Rijeka, Hrvatska, 2017.

112



