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1- L’ECOSISTEMA ORALE

Il cavo orale ¢ la prima sede dei processi digestivi e rappresenta il primo tratto
dell’apparato respiratorio; viene coinvolto nel passaggio di alimenti, aria,
microparticelle e microrganismi.

Rappresenta un habitat ottimale per la colonizzazione microbica grazie a fattori
fisico-chimici, a fattori nutritivi e alle sue diverse superfici. E’ in questi termini che si
puo parlare del cavo orale come di un ecosistema: un ambiente in cui i microrganismi
trasformano e riciclano la materia.

Il cavo orale ¢ costituito da diverse nicchie di colonizzazione, rappresentate
dalla lingua, dalle mucose e dai denti. In particolare gli elementi dentali offrono
numerose superfici per la vita dei microrganismi, quali le aree sopra e sottogengivali,

le superfici occlusale, interprossimale, buccale, linguale [Teti e Mattina, 2002].

1.1 1l biofilm orale

L’aggregazione di microrganismi sulle superficie dentali viene definita con il
termine di biofilm o biopellicola orale o piu comunemente placca dentaria o placca
batterica [Marsh, 2006].

La placca ¢ strutturata in modo altamente complesso ed aderisce al dente come
una pellicola; essa ¢ composta da diverse specie batteriche incluse in una matrice
formata sia da polimeri di origine batterica, sia da cellule dell’ospite [Marsh, 2006].
La molteplicita delle specie cui ¢ composta e la sua struttura complessa apportano
notevoli benefici all’intera comunita microbica, che incarna lo stile di vita
comunitario favorendo la comparsa di patologie cariose e parodontali [Marsh, 2005].

La placca, in seguito alle normali manovre di igiene orale, viene a formarsi
molto rapidamente presentando una composizione ed un’attivita metabolica variabili
in base alla localizzazione e al suo periodo di formazione [Wang et al, 2005].

Nell’arco di alcune settimane nella placca si formano i cosiddetti nuclei di
mineralizzazione, situati nella matrice polimerica, che, assieme ad alcune proteine
salivari, trasformano la placca in tartaro. Il tartaro puo risultare composto da quattro
differenti cristalli di fosfato di calcio in base al grado di maturazione [Lindhe, 1997].

La salute e la malattia dell’apparato stomatognatico dipendono da un delicato

equilibrio tra le varie specie batteriche (saprofiti) e I’ospite.
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L’interesse di molti ricercatori si ¢ rivolto all’analisi dei meccanismi che
regolano questo complesso ecosistema.

La placca dentaria, come gia accennato, ha dei siti preferenziali di
colonizzazione: siti stagnanti che offrono protezione da quelle che sono le forze di
rimozione nel cavo orale come la deglutizione, 1’espettorazione, i movimenti della
lingua, le manovre di igiene orale, il potere dilavante della saliva e del fluido
crevicolare.

L’attecchimento di una specie batterica ad una superficie orale avviene in

diverse fasi [Bortolaia e Sbordone, 2002].

1.1.1 Fasi della formazione del biofilm orale

Immediatamente dopo I’eruzione di un dente o dopo aver pulito la superficie
dentale [Al-Hashimi e Levine, 1989], si assiste alla formazione di una pellicola
denominata pellicola acquisita, costituita da macromolecole e sostanze idrofobe:
glicoproteine salivari e anticorpi che iniziano ad adsorbire alla superficie (FASE 1).
Questa pellicola altera la carica della superficie e cio favorisce 1’aderenza batterica
[Lindhe, 1997].

I microrganismi a loro volta sono in grado di attaccarsi tra loro mediante
polimeri extracellulari e strutture specifiche chiamate fimbrie (FASE 2) [Lindhe,
1997].

Nel frattempo la massa batterica gia adesa aumenta di volume (FASE 3), nuovi
batteri aderiscono ad essa (FASE 4) e si viene a formare una biopellicola piu spessa e
complessa (moltiplicazione); si modificano anche gli scambi gassosi e nutritivi
determinando una condizione di anaerobiosi negli strati piu profondi [Lindhe, 1997].

Vediamo le diverse fasi nello specifico:

a)  Adsorbimento di molecole dell’ospite e di molecole batteriche alla
superficie dentaria: viene a formarsi la cosiddetta pellicola acquisita; durante
I’adsorbimento le molecole possono presentare dei cambiamenti conformazionali
[Vacca-Smith et al, 1996; Kopec et al, 2001];

b)  Trasporto passivo di batteri orali sulla superficie dentaria: inizialmente
le interazioni fisico-chimiche tra pellicola acquisita e superficie cellulare batterica

sono deboli e a lungo raggio (forze di van der Waals) e cid permette un’adesione
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reversibile [Busscher e van der Mei, 1997]. In seguito le interazioni forti a corto
raggio (forze elettrostatiche) tra molecole specifiche della superficie batterica
(adesine) e recettori complementari della pellicola permettono un’adesione
irreversibile che spiega il trofismo microbico per le superfici orali [Jenkinson e
Lamont, 1997; Lamont ¢ Jenkinson, 2000]. Generalmente i batteri orali, oltre a
possedere vari tipi di adesine per le interazioni con I’ospite, posseggono le coadesine
che permettono 1’interazione con altri batteri [Marsh, 2004];

c)  Adesione degli ultimi colonizzatori sulle specie gia presenti: questo stadio
coinvolge specifiche interazioni batteriche a livello recettore-adesina, ed incrementa
la variabilita dei biofilm; inoltre porta alla formazione di strutture particolari simili a
pannocchie di granoturco e a coccarde [Kolenbrander et al, 2000]. Vi possono essere
delle interazioni biochimiche sinergiche o antagoniste tra i microrganismi: viene
aumentata la loro efficienza metabolica e, per le specie anaerobiche, la coadesione
con batteri aerobi, garantisce loro la sopravvivenza [Bradshaw et al, 1998];

d)  Moltiplicazione dei microrganismi;

e)  Distacco attivo: cio puod permettere ai microrganismi di colonizzare altri

siti [Cavedon e London, 1993; Lee, 1996].

1.1.2 Principali microrganismi

Il biofilm orale comprende in totale circa 1000 specie, di cui soltanto la meta
risulta coltivabile in laboratorio. Queste specie non sono tutte contemporaneamente
presenti nel cavo orale di un individuo, € occupano una precisa zona, la superficie del
dente [Cate, 2006].

Secondo alcuni studi la placca risulta inizialmente composta da streptococchi,
la specie “pioniera”, successivamente aumentano gli actinomiceti: ora il biofilm
acquisisce tutte le caratteristiche di una comunita “matura” con un’alta percentuale di
organismi filamentosi Gram-negativi anaerobi [Rosan e Lamont, 2000].

Sono 1 “primi colonizzatori” con la loro crescita a fornire le condizioni ideali
per la sopravvivenza delle altre specie definite “secondi colonizzatori”.

I “primi colonizzatori” sono stati individuati ponendo dei frammenti di smalto
nella cavita orale [Nyvad e Kilian, 1987], e sono rappresentati dal genere

Streptococcus (60-90% del totale), Eikenella spp., Haemophilus spp., Prevotella spp.,
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Capnocytophaga spp., Propionibacterium spp. e Veillonella spp.. Diversi studi su
soggetti sani hanno riscontrato che a 2 ore dalla formazione del biofilm predominano
le specie Actinomyces spp., mentre a 6 ore predominano Streptococcus oralis e
Streptococcus mitis [Li et al, 2004].

Tra i “secondi colonizzatori” troviamo A. actinomycetemcomitans, Prevotella
intermedia, Eubacterium spp., Treponema spp. e Porphyromonas gingivalis
[Kolenbrander et al, 2002].

Fusobacterium nucleatum funge da ponte tra i “primi colonizzatori”e i “secondi
colonizzatori”.

Solitamente biofilm vecchi sono spesso correlati a patologie parodontali,

presumibilmente dovute ad alti livelli di “secondi colonizzatori” [Cate, 2006].
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Tab. 1.1: Principali specie del cavo orale [Teti e Mattina, 2002].

GENERE

SPECIE

Streptococcus

sanguis, salivarius, mutans, mitis, mitior, milleri,

intermedius, durans, morbillorum

Actinomyces

viscosus, naeslundii, israeli, odontolyticus

Rothia dentocariosa
Arachnia propionica
Veillonella parvula, alcalescens

Lactobacillus

casei, acidophilus, salivarius ed altre specie

Haemophilus

segnis ed altre specie

Bacteroides

asaccharolyticus, melaninogenicus ss. intermedius,

melaninogenicus ss. melaninogenicus, oralis, capillosus

Fusobacterium

nucleatum, russi

Treponema

denticola, macrodentium, orale

Borrelia

varie specie

Propionibacterium

acnes, freudenreichii, jensenii

Neisseria flavescens, mucosa ed altre specie
Capnocytophaga ochracea, gingivalis
Campylobacter sputorum
Selenomonas sputigena
Eikenella corrodens
Peptostreptococcus anaerobius, micron

Leptotrichia

buccalis

Actinobacillus

actinomycetecomitans
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1.1.3 Placca dentale intesa come comunita

I benefici di uno stile di vita di comunita sono molteplici:

a) il metabolismo dei colonizzatori primari altera 1’ambiente locale fornendo
condizioni appropriate per lo sviluppo dei secondi colonizzatori: le specie che
consumano ossigeno, come Neisseria spp. creano condizioni ottimali per le specie
anaerobie obbligate (allo stesso modo le diverse condizioni di pH, ossigeno e
potenziale di riduzione permettono la coesistenza di specie differenti tra loro) [Marsh,
2004];

b) un diverso e piu efficiente metabolismo delle specie batteriche: le molecole
che normalmente sono refrattarie al catabolismo da parte di singoli organismi
possono essere spesso distrutte da gruppi di varie specie come in una catena
alimentare [Carlsson, 2000];

¢) un’aumentata resistenza agli stress ambientali, agli agenti antimicrobici e alle
difese dell’ospite: le cellule suscettibili possono essere “difese” da cellule contigue di
specie differenti che producono enzimi neutralizzanti come B-lattamasi, IgA proteasi,
catalasi. La comunita microbica pud permettersi anche una protezione di tipo fisico
dalla fagocitosi grazie alla propria disposizione nello spazio;

d) aumentata capacita di provocare malattia: gli ascessi sono delle infezioni

polimicrobiche che singole specie non sono in grado di provocare.
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Tab. 1.2: Proprieta generali dei biofilm e delle comunita microbiche [Marsh,

2004].

PROPRIETA GENERALI

ESEMPIO

Architettura aperta

presenza di canali e spazi vuoti

Protezione dalle difese dell’ospite

produzione di una matrice extracellulare

Aumentate resistenza agli

antimicrobici

come CHX e Antibiotici

Neutralizzazione degli inibitori

produzione di B-lattamasi

Nuova espressione genica

sintesi di nuove proteine

Risposta genica coordinata

produzione di cellule segnalatrici

Eterogenicita spaziale e ambientale

diversi gradienti di pH e ossigeno: coadesione

Piu vasto spazio colonizzabile

anaerobi obbligati

Metabolismo piu efficiente

catabolismo completo di complesse macromolecole

dell’ospite (es. mucine) da parte della comunita

Aumentata virulenza

sinergismo patogenico negli ascessi e nella malattia

parodontale
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1.2 Ultrastruttura e composizione chimica del biofilm

Il biofilm orale, oltre a contenere cellule batteriche, contiene anche cellule
epiteliali e polimorfonucleati dell’ospite, tenute insieme da una matrice organica che
ne rappresenta il 30% del volume totale.

La placca ¢ costituita per 1’80% da acqua mentre il restante 20% da parte solida.

La parte solida viene divisa in:

1) componente proteica (45%): derivante soprattutto dalla saliva e dal siero,
contiene gli enzimi amilasi, lisozima, lattoferrina, alcune proteasi ed
immunoglobuline (Ig) salivari;

2) componente glucidica (15%): costituita da omopolisaccaridi come glucani e
fruttani, sintetizzati dalla placca e in minima parte derivante dal metabolismo
batterico;

3) componente lipidica (12%): derivante dalla lisi della parete batterica.

Per quanto concerne la composizione della microflora essa varia in base alle

superfici colonizzate.

Tab. 1.3: Composizione della microflora in base al sito di colonizzazione

[Marsh, 1999].

MICRORGANISMO  FESSURE SUPERFICI MARGINE
INTERPROSSIMALI GENGIVALE

Streptococcus ++++ +++ +++

Actinomyces +++ -+ -+
Lactobacillus +/- +/- +/-
Veillonella 4+ et ++
Fusobacterium - + ++
Spirochaetes - - +
Gram - anaerobi +/- + ++

- . non presente
+/- : presente occasionalmente
+ : riscontrabile in basse proporzioni

++++ : presente in grandi proporzioni

Come si evince dalla tabella, la microflora delle fessure ¢ principalmente di tipo

Gram+ con predominanza di Streptococchi, in particolare la specie mutans, anche se
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in tali zone non si riscontra un’evidenza clinica di carie. I Gram- anaerobi obbligati
sono di numero ridotto, mentre nel margine gengivale sono presenti in numero
significativo in concomitanza con altre specie. A livello interprossimale la
composizione della placca batterica ¢ altrettanto complessa e varia con predominanza

di Streptococchi e Actinomyces [Marsh, 1999].

1.3 Acquisizione del microbiota orale

Durante la gravidanza, nell’utero materno il cavo orale del bambino risulta
sterile; durante il processo della nascita esso viene contaminato, ma non colonizzato,
da Lactobacilli, Micrococchi, Enterococchi, Streptococchi e Difteroidi, presenti a
livello della vagina ¢ del retto della madre. Al contrario lo Streptococcus salivarius,
presente nella saliva delle persone che sono in immediato contatto col bambino, trova
nel cavo orale del neonato una sede di colonizzazione stabile.

Successivamente alla colonizzazione dello S. salivarius si verifica
I’insediamento stabile di germi anaerobi come Veillonella.

Bisogna aspettare 1’eruzione dei primi denti, e quindi la formazione di nuovi
microambienti, per assistere alla colonizzazione di S. sanguis, S. mutans e specie
anaerobie come Bacteroides e Fusobacterium.

La flora del bambino dentulo tende ad assomigliare sempre piu alla flora
batterica dell’adulto ed in coincidenza con la puberta nel solco gengivale fanno la

loro comparsa le Spirochete [Teti e Mattina, 2002].
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Tab. 1.4: Microrganismi presenti nel cavo orale prima e dopo l’eruzione

dentaria [Marsh et al. 1989].

PRIMA
MICRORGANISMO DOPO L’ERUZIONE
DELL’ERUZIONE

Streptococcus sanguis Non rilevabile Costante
Streptococcus mutans Non rilevabile Frequente
Bacteroides spp Raro Frequente
Fusobacterium spp Raro Frequente
Actinomyces spp Raro Frequente
Actinomyces viscosus Non rilevabile Frequente
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2 - LA CARIE DENTARIA

La carie dentaria € una malattia infettiva e trasmissibile, caratterizzata dal
dissolvimento dei tessuti duri del dente da parte degli acidi prodotti dal metabolismo
batterico [Center for Disease Control — CDC — 2001].

E’ una delle malattie croniche pit comuni al mondo ed i bambini rappresentano
la categoria piu a rischio [Pitts, 2004; Selwitz et al, 2007]; ¢ la principale
responsabile del dolore orale e della perdita di elementi dentari [US Department of

Health and Human Services, 2000; Kidd et al, 2000].

2.1 Eziopatogenesi

La carie dentaria ¢ la distruzione localizzata dei tessuti duri del dente ad opera
di microrganismi endogeni come S. mutans, S. sobrinus e Lactobacillus spp
[Fejerskov, 2004; Caufield e Griffen, 2000]. Questi metabolizzano i1 carboidrati
fermentabili, introdotti con la dieta, producendo acidi organici; tali acidi provocano la
caduta del pH causando la demineralizzazione dello smalto dei denti [Featherstone,
2000; Featherstone, 2004; Caufield ¢ Griffen, 2000].

Nonostante 1 segni di tale patologia siano visibili clinicamente sul tessuto
dentario, il processo ha origine all’interno del biofilm batterico che ricopre la
superficie del dente. Le lesioni che si riscontrano clinicamente non sono altro che
I’esito di una progressione di eventi che avvengono a livello molecolare [Pitts, 2004;
Featherstone, 2004].

La carie rappresenta il risultato della rottura di un bilanciamento fisiologico tra
minerali dentari e microflora orale [Fejerskov, 2004].

Negli stadi primari (lesione cariosa iniziale) la patologia pud arrestarsi e/o
regredire grazie all’apporto di ioni calcio, fosfato e fluoro, ma, in assenza di cure
adeguate, essa progredisce (processo carioso: cavitazione) fino alla distruzione del
dente [Fejerskov, 2003; Fejerskov, 1997; Pitts, 2004]. 1l fatto che la carie possa
arrestarsi, progredire e/o regredire dipende dall’equilibrio tra i processi di
demineralizzazione e remineralizzazione che avvengono frequentemente nell’arco

della giornata all’interno del cavo orale [Featherstone, 2004].
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Il processo di remineralizzazione avviene principalmente ad opera della saliva,
poiché essa veicola importanti molecole quali il bicarbonato, in grado di tamponare il
pH acido, e ioni calcio, fosfato e fluoro che agiscono integrandosi nella struttura
cristallina dello smalto, 1’idrossiapatite, rendendola piu resistente agli attacchi acidi
[Axelsson 2000].

Da cio si evince che nell’eziologia della patologia cariosa rientrano numerosi
fattori sia intrinseci, 1 denti e la saliva, sia estrinseci, come 1 batteri, la dieta e I’igiene
orale.

Nel 1890 Miller propose la teoria chemioparassitaria della carie.

Studi sugli animali e studi epidemiologici sull’'uomo hanno confermato il ruolo
essenziale della placca batterica nell’eziologia della carie. Nel 1954 Orland et al.
allevarono ratti germ-free e i nutrirono con una dieta cariogena: questi, diversamente
dai ratti con una normale microflora orale, non sviluppavano carie, dimostrando come
la presenza di batteri orale fosse una conditio sine qua non per lo sviluppo della
patologia cariosa [Strohmenger e Ferro 2003].

Gli studi epidemiologici svolti nell’isola di Tristan da Cunha mostrarono
I’importanza giocata dalla dieta nell’eziopatogenesi della carie: negli anni ’30,
essendovi scarsi contatti per la popolazione con il resto del Mondo, la dieta era a
basso contenuto di zuccheri; circa dieci anni piu tardi vi fu un netto incremento della
carie legato all’apertura di un negozio di generi alimentari che vendeva zucchero e
altri alimenti che lo contenevano.

Negli anni 40 Stephan misurd per la prima volta la produzione di acido dal
cibo ingerito con l’utilizzo di microelettrodi. Utilizzo una soluzione acquosa con
glucosio al 10% e verifico nel tempo la variazione di pH dell’interfaccia smalto
placca. Risultd che nel giro di 5 min il pH scende al di sotto del valore critico dello
smalto che ¢ intorno a 5.5, permettendo il processo di demineralizzazione dello
smalto: I’idrossiapatite rilascia ioni calcio e fosfato. Dopo circa 30 minuti si ha il
ripristino delle condizioni di normalita grazie all’aumento della concentrazione di

bicarbonati nella saliva che fanno aumentare il pH fino a 7,8.
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Fig. 2.3: Curva di Stephan.
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Nel 1960 Keyes elabord un modello sull’eziopatogenesi della carie
rappresentato da tre cerchi che indicavano i fattori di rischio e la loro sovrapposizione
avrebbe indicato il rischio di carie. Questo modello prende il nome di Cariogramma e
i suoi fattori di rischio sono identificati con la placca batterica, la dieta e la

suscettibilita individuale.

Fig. 2.1: Cariogramma proposto da Keyes.
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Negli anni successivi vari Autori hanno proposto un proprio Cariogramma; uno
dei piu completi evidenzia sia fattori determinanti che cofattori, ossia delle variabili
comportamentali.

Tra i fattori determinanti sono annoverati :
¢ la flora cariogena;
¢ i carboidrati semplici introdotti con la dieta, loro quantita e frequenza di

assunzione;
¢ lasaliva con il suo potere dilavante, tamponante e antibatterico;
¢ le caratteristiche strutturali del dente e la suscettibilita individuale;
¢ I’igiene orale meccanica e chimica.

I cofattori sono:

» il tipo di educazione;
> le conoscenze;
» la motivazione;

> D’abilita manuale.

Fig. 2.2: Cariogramma dei fattori concorrenti nell’eziopatogenesi della carie

dentaria [Madau e Strohmenger, 2003].
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2.2 | denti

Quando un dente erompe, lo smalto ¢ immaturo poiché nei cristalli di apatite
sono presenti impurita, e cid lo rende piu suscettibile all’attacco degli acidi; durante
la permanenza del dente nel cavo orale lo smalto matura e diventa piu resistente alla
demineralizzazione [Moss, 1993].

In molte persone si ¢ notato che la carie ¢ una malattia sito-specifica, non si
sviluppa infatti in modo ubiquitario, ma predilige alcuni siti [Strohmenger e Ferro,
2003].

La morfologia del dente impone una notevole varietd di batteri che
compongono ’ecosistema della placca. Ogni dente consiste di una porzione coronale
che si estende all’interno della cavita orale ed ¢ bagnata dalla saliva e una porzione
radicolare che ¢ ancorata all’osso tramite le fibre collagene della membrana
parodontale. La corona ha 5 superfici che sono pitt 0 meno propense a sopportare la
microflora della placca, la quale puo sviluppare carie o parodontopatie [Loesche,
1986]. Generalmente le superfici lisce dei lati buccale/labiale (vestibolare) e
linguale/palatale sono piu propense alla formazione di placca e si cariano solo in
condizioni estreme legate alla xerostomia [Dreizen e Brown, 1976] o ad un contatto
eccessivo con substrati fermentabili, come avviene nella baby-bottle syndrome
(BBTD) [Ripa, 1978]. Le superfici interprossimali (mesiali-distali) del dente, sono
anch’esse predisposte all’accumulo di placca, con conseguente probabilita di
sviluppare le malattie cariosa e parodontale. L’anatomia delle superfici occlusali, le
superfici masticatorie dei premolari e dei molari, ¢ caratterizzata da solchi e fessure
colonizzate da una flora differente da quella delle superfici lisce e delle superfici
prossimali. Queste fessure, come quelle presenti sulle superfici lisce, rappresentano i
siti piu inclini a sviluppare la patologia cariosa [Loesche, 1986] perché la tensione
superficiale della saliva ne impedisce la detersione [Strohmenger e Ferro, 2003].

Il margine incisale dei denti anteriori invece non viene quasi mai colonizzato da
un numero apprezzabile di batteri e risulta normalmente privo di carie [Loesche,
1986].

La presenza di malposizioni e affollamenti senza una corretta igiene orale
contribuisce allo sviluppo della lesione cariosa [Madau e Strohmenger, 2003].

Recessioni gengivali con esposizione del cemento radicolare risultanti da una

scarsa igiene orale e dalla perdita di attacco parodontale con 1’eta, sono aree che
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ritengono la placca, predisponendo allo sviluppo di lesioni cariose [Fejerskov e Kidd,
2003]; diversamente dalle carie dello smalto la superficie puo diventare soffice e 1
batteri possono penetrare piu velocemente all’interno del tessuto [Kidd e Fejerskov,
2004].

Esistono inoltre dei fattori genetici e nutrizionali che influiscono sulle
caratteristiche strutturali e di conseguenza possono correlarsi alla formazione di carie
soprattutto se intervengono durante la formazione del dente stesso [Madau e
Strohmenger, 2003].

La carenza di vitamina A influenza I’integrita dei tessuti epiteliali, dunque
anche dello smalto, la carenza di vitamina C causa alterazioni degli odontoblasti
[Shaw, 1970], la carenza di vitamina D influisce sullo sviluppo dello smalto e della
dentina dei denti permanenti, sulla velocita di eruzione e sulla posizione dei denti in
mandibola, se protratta per lunghi periodi puo dare ipoplasia dello smalto [Shaw,
1970]. La carenza di fluoruri e composti calcio-fosforo provoca delle anomalie nella
composizione chimica dei tessuti dentari.

La presenza di patologie sistemiche o condizioni patologiche come
parodontopatie, bulimia, emesi, iposcialia ed alcune sindromi possono fornire

condizioni predisponenti per lo sviluppo di carie [Marci, 1996].

2.3 1l ruolo della saliva

La saliva rappresenta una componente di primaria importanza nel mantenere
I’equilibrio fisiologico dell’intero cavo orale. In particolar modo risulta essere
protettiva nei confronti della carie in merito alle numerose azioni che svolge:

o detersione delle superficie dentarie;

o “clearence salivare”: processo mediante il quale viene diminuita la
concentrazione di molti tipologie di sostanze tra cui il saccarosio ed alcuni acidi
organici di derivazione batterica (Swenander e Lanke nel 1957 idearono il primo
modello sperimentale);

o tamponare il pH mediante I’aumento del suo flusso e del contenuto di
bicarbonati, fosfati e proteine;

o trasportare i fattori demineralizzanti, quali ioni calcio, ioni fluoro e

fosforo, all’interno di tutto il cavo orale;
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o attivita antimicrobica prodotta da IgA, IgG, IgM e da fattori non
immunoglobulinici come lisozima, lattoferrina, sistemi mieloperossidasico e
lattoperossidasico, cellule fagocitarie [Madau e Strohmenger, 2003].

In caso di iposcialia (ridotta salivazione), venendo meno queste funzioni, si ha
una piu alta probabilita di sviluppare la patologia cariosa. L’iposcialia pud essere
legata all’assunzione di farmaci, a discrasie ematiche, a malattie dismetaboliche, a
sindromi degenerative, a malattie neurologiche, ad alterazioni ormonali (periodo post-
menopausa), a fattori emotivi, a terapia radiante del distretto maxillo-facciale [Mareci,

1996].

2.4 | Batteri

Dalla placca dentaria sono state isolate in laboratorio piu di 200 specie
microbiche; numerosi studi hanno dimostrato tuttavia che esiste un notevole grado di
specificita batterica nella patogenesi della carie. Il ruolo primario ¢ svolto da
Streptococcus mutans (SM) e dai lattobacilli [Mosci et al, 1990].

Nel 1924 Clarke iso0l0 lo Streptococcus mutans da lesioni cariose umane.

Questa scoperta venne pero accantonata per un certo periodo di tempo in favore
di quella effettuata da Klinger nel 1915; egli dimostro la presenza di Lattobacilli nelle
lesioni cariose contrariamente a quanto avveniva nella placca in assenza di carie.

Altri studi dimostrarono che i Lattobacilli sono acidogeni, capaci di produrre
acido lattico dalla fermentazione degli zuccheri, ed acidurici ossia di vivere in
ambiente acido.

Per queste loro caratteristiche i lattobacilli vennero identificati come i maggiori
agenti causali della carie, dando inizio all’”’era del genere Lactobacillus”.

Successivamente nuovi studi hanno messo in discussione il ruolo cardine dei
Lactobacilli nella patologia cariosa poiché questi sono invasori secondari e
rappresentano una piccola percentuale della flora batterica salivare (0,02-0,1%).

Ci0 porto 1 ricercatori a concludere che la carie fosse ad eziologia batterica, ma
non specifica.

Anche questa teoria fu presto abbandonata quando Orland e i suoi collaboratori

effettuarono studi su ratti germ-free.

Dott.ssa Jessica Isabella Pizzocri, “Efficacia dell’agente cetilpiridinio cloruro sui microrganismi orali 21
cariogeni e putrefattivi. Studio in vivo sulla prevenzione della carie dentale e dell’alitosi di origine orale”.
Tesi di dottorato in Odontostomatologia Preventiva XXI ciclo, Universita degli Studi di Sassari



Il primo di questi studi utilizzava ratti germ-free alimentati con una dieta
altamente cariogena, ne risultava che questi non si ammalavano di carie [Orland et al,
1954].

Un successivo studio evidenzio lo sviluppo di lesioni cariose nei solchi dei
molari di ratti germ-free in seguito all’inoculazione di una coltura mista di
enterococchi [Orland et al,1955].

Solo dagli anni ’60 in poi lo Streptococcus mutans ¢ stato riproposto come
principale responsabile della carie da vari gruppi di ricercatori, i quali dimostrarono
che:

a) ¢ costantemente isolato dalle placche e dalla saliva di soggetti con lesioni
cariose [Loesche, 1982];

b) provoca la carie nei roditori [Fitzgerald e Keyes, 1960; Gibbons et al,
1966].

Tali scoperte portarono alla formulazione de “I’ipotesi placca specifica”
[Loesche, 1976], poi confermata da studi clinici che rilevarono la presenza di SM
(specialmente S. mutans e S. sobrinus) nella placca di lesioni cariose ¢ di LB nelle
lesioni piu avanzate [Loesche, 1986].

Nel 1991 Marsh propose un termine alternativo -“I’ipotesi placca ecologica”-
volto a sostituire la definizione “specifica”, poiché questo termine era stato
impropriamente usato sin da quando non era stata totalmente riconosciuta I’eziologia

batterica della carie [Marsh, 1991].

2.4.1 Cariogenicita

La cariogenicita ¢ in parte strettamente legata alla capacita di un microrganismo
di aderire alle superfici del dente, di produrre acidi organici (acidogenicita) in
quantita sufficiente a demineralizzare lo smalto e, contemporaneamente, di
sopravvivere in ambienti a pH basso e per lungo tempo (acidotolleranza). Dati
dettagliati sull’acidotolleranza esistono solo per pochi batteri della placca. 1 piu
acidotolleranti sono risultati, nell’ordine, 1 Lattobacilli omofermentativi (producono
acido lattico i seguito alla fermentazione degli zuccheri), S. mutans e S. salivarius. In

questi microrganismi [’acidotolleranza si accompagna ad un elevato grado di
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acidogenicita e cid instaura un circolo vizioso per il quale il pH della placca scende ai
livelli critici sempre piu frequentemente e piu a lungo.

Tra 1 batteri acidogeni e acidotolleranti solo lo S. mutans sembra possedere una
spiccata abilita nel colonizzare le superfici lisce del dente; tali caratteristiche lo
rendono la specie piu cariogeno ed ¢ per questo che necessita di una speciale

trattazione [Teti e Mattina, 2002].

2.5 Alimentazione

In accordo con I’American Dietetic Association “l’alimentazione ¢ una
componente integrante per la salute orale...”.

La relazione tra salute orale e alimentazione ¢ sinergica: cosi come infezioni e
patologie acute e croniche del cavo orale rendono difficoltosa I’alimentazione, questa
puo inficiare I’integrita del cavo orale e/o far progredire una patologia gia in corso.
La dieta puo avere sia effetti locali che effetti sistemici sul cavo orale [Touger-Decker

e van Loveren, 2003].

Tab. 2.1: Effetti locali e sistemici della dieta sul cavo orale [Touger-Decker e

van Loveren, 2003].

EFFETTI LOCALI EFFETTI SISTEMICI
Integrita dei denti Denti
pH Parodonto
Composizione della saliva Mucosa orale
Composizione della placca Osso alveolare

I carboidrati fermentabili introdotti con la dieta sono stati riconosciuti come il
primo fattore responsabile dei cambiamenti biochimici e fisiologici all’interno del

biofilm orale [Paes Leme et al, 2006].

Tab. 2.2: Carboidrati fermentabili [Madau e Strohmenger, 2003].

Dott.ssa Jessica Isabella Pizzocri, “Efficacia dell’agente cetilpiridinio cloruro sui microrganismi orali 23
cariogeni e putrefattivi. Studio in vivo sulla prevenzione della carie dentale e dell’alitosi di origine orale”.
Tesi di dottorato in Odontostomatologia Preventiva XXI ciclo, Universita degli Studi di Sassari




MONOSACCARIDI DISACCARIDI OLIGOSACCARIDI

catene lineari o

Glucosio Saccarosio (glu+fru) ) ) ) )
) ] 3-8 molecole di ramificate di glucosio
Fruttosio Maltosio (glut+glu) ) o
) ) glucosio (amilosio e
Galattosio Lattosio (glutgal) ) )
amilopectina)

E’stato dimostrato come in seguito all’assunzione di zuccheri fermentabili
(glucosio, saccarosio o fruttosio), il pH della placca scende rapidamente dalla
neutralita a valori pari al 5.0 o inferiori [Bowen et al, 1966].

Inoltre, con assunzioni frequenti, si assiste ad un aumento di S. mutans e
lactobacilli e una contemporanea diminuzione di S. sanguis e Streptococchi orali [De
Stoppelaar et al, 1970; Dennis et al, 1975; Staat et al, 1975].

Tuttavia non ¢ ancora chiaro se 1’aumento di batteri cariogeni sia dovuto allo
zucchero in sé o alla risposta al persistere di un pH basso dovuto al catabolismo degli
zuccheri [Marsh, 2003].

Tra i carboidrati il piu cariogeno risulta essere il saccarosio seguito dal
glucosio, dal fruttosio e dal lattosio. Gli amidi, che rappresentano la piu vasta fonte di
carboidrati della dieta, se consumati crudi, a causa della loro forma pressoché
insolubile, fermentano molto piu lentamente nel cavo orale anche se vi ¢ ’amilasi
salivare. Cucinare 1’amido ne causa la degradazione e un cambiamento nella
conformazione molecolare, cid0 permette all’amilasi di scindere 1’amido nei suoi
substrati come maltosio, maltotriosio, destrina e piccole quantita di glucosio che sono
utilizzate come substrato di crescita dai batteri cariogeni. Secondo uno studio
condotto sui ratti da Ishii e Collaboratori nel 1968, i prodotti derivati dall’amido,
combinati con il saccarosio, presentano un potere cariogeno superiore a quello del
solo saccarosio [Jensen, 1999; Ribeiro et al, 2005].

Gli zuccheri definiti “semplici” vengono suddivisi in intrinseci, contenuti nella
frutta e nella verdura, e in estrinseci, a maggior potenziale cariogeno, contenuti nel
latte (il meno acidogeno), nel miele, lo zucchero da cucina (il saccarosio) e alcuni
dolcificanti utilizzati dall’industria [Strohmenger e Madau, 2003].

Il saccarosio possiede proprieta addizionali rispetto a glucosio e fruttosio che
gli conferiscono un potere cariogeno di gran lunga superiore:
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promuove una piu alta perdita di minerali dello smalto [Cury et al, 2000];
induce valori di pH piu bassi;

¢ fermentabile e serve da substrato per la sintesi di glucani extracellulari

(EPS) e intracellulari (IPS); i primi promuovono 1’adesione batterica alla

superficie del dente e influenzano le proprieta fisiche e biochimiche del biofilm,

1 secondi fungono da fonte endogena di carboidrati che possono essere

metabolizzati per produrre acidi nei periodi di insufficienze alimentari [Tanzer,

1976; Zero et al, 1986].

Alcuni studi condotti in istituti svedesi negli anni 50 dimostrarono 1’esistenza

di fattori che contribuiscono a rendere dannosa I’azione degli zuccheri [Strohmenger

¢ Madau, 2003]:

1.

I’adesivita e la viscosita degli alimenti ne aumentano la permanenza
all’interno del cavo orale e facilitano la formazione di carie; Aristotele
scriveva: “Perché i fichi quando sono morbidi e dolci provocano danni ai
denti? Forse perché la viscosa morbidezza dei fichi provoca la formazione di
piccole particelle che aderiscono alle gengive e si insinuano negli interstizi
dei denti dove diventano molto facilmente causa dei processi putrefattivi!”.
Risultano dunque meno cariogene le forme liquide rispetto alle forme solide;
scorrette abitudini alimentari: se il consumo di sostanze cariogene avviene
durante 1 pasti principali, e si evitano i1 fuoripasto tipo crackers, merendine,
biscotti e bevande zuccherate, il problema carie viene arginato;

frequenza di assunzione: introdurre alimenti ricchi di zuccheri a intervalli

ravvicinati incrementa la durata dell’attacco acido;

. un frequente e prolungato consumo di agrumi, mele, succhi di frutta e

bevande carbonate, che oltre agli zuccheri contengono acidi, provoca spesso
erosioni dentali;

scorrette abitudini di igiene orale.

2.6 L’ importanza dell’lgiene Orale

“A clean tooth will not decay!”: “un dente pulito non si caria

"’

con questa frase

il primo presidente dell’ American Dental Association, J. Leon Williams (1852-1931),

suggeri che le manovre di igiene orale sono sufficientemente efficaci nel prevenire la

carie.

Dott.ssa Jessica Isabella Pizzocri, “Efficacia dell’agente cetilpiridinio cloruro sui microrganismi orali 25
cariogeni e putrefattivi. Studio in vivo sulla prevenzione della carie dentale e dell’alitosi di origine orale”.
Tesi di dottorato in Odontostomatologia Preventiva XXI ciclo, Universita degli Studi di Sassari



Stephan e Miller in seguito fornirono evidenze scientifiche a sostegno di questa
tesi; conducendo misurazioni sul pH riscontrarono che, in seguito ad una normale
manovra di igiene orale, il pH non scendeva a valori acidi contrariamente a quanto
accadeva prima della stessa [Stephan e Miller, 1943].

Tuttavia, benché si possano istruire le persone ad un’adeguata tecnica e
frequenza nelle manovre di igiene orale, alcuni Autori sostengono che sia un po’
irreale affermare che il semplice spazzolamento da solo sia in grado di prevenire la
carie [Bellini et al, 1981].

Clinical trials hanno dimostrato che 1’utilizzo combinato di adeguate tecniche di
igiene orale e 1’utilizzo di paste dentifricie fluorate riducono notevolmente I’incidenza
di carie.

E’ molto piu importante lavarsi 1 denti due volte al giorno con dentifricio
fluorato che ridurre il consumo di carboidrati raffinati nella dieta [Gibson ¢ Williams,
1999].

La causa principale del declino della prevalenza della carie nei paesi
industrializzati a partire dagli anni *70 ¢ dovuta proprio alla diffusione su larga scala
del fluoro [Strohmenger e Ferro, 2003]

Una corretta igiene orale risulta dunque utile per allontanare sia il rischio di
carie, sia di parodontopatie; essa puo essere effettuata usando sia mezzi meccanici,
come filo e spazzolino, sia mezzi chimici quali gli svariati prodotti antimicrobici su

cui la ricerca si ¢ tanto evoluta negli ultimi 20 anni: i collutori.

2.6.1 | collutori

I collutori sono utilizzati dalle popolazioni di ogni parte del mondo da secoli.
Infatti, il primo accenno al loro uso come pratica formale risale alla medicina cinese
del 2700 a.C. [Weinberger, 1948]. Nella tradizione i colluttori erano stati pensati sia
per provvedere alla salute orale, che come cosmetici per rinfrescare 1’alito [Golding,
1982]. Oggi ¢ risaputo che la pulizia meccanica da sola fornisce raramente un
ambiente totalmente privo di placca [Alexander, 1971; Addy et al, 1987]. Per questo
motivo i colluttori sono sempre piu utilizzati come veicoli per agenti inibitori volti a

migliorare il controllo di placca e la salute gengivale. Inoltre collutori antisettici sono
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una valida misura profilattica contro le infezioni post-operatorie [de Lima et al,
1984].

In commercio ve ne sono molti, contenenti una vasta gamma di agenti
antimicrobici quali i bisguanidi (clorexidina), composti dell’ammonio quaternario
(cetilpiridinio cloruro e benzalconio cloruro), detergenti (sodio lauryl solfato), enzimi
(mutanasio/glucanasio, amyloglucosidasi/glucosio ossidasi), olii essenziali (thymolo,
eucaliptolo), composti fenolici (Triclosan), un derivato della pyrimidina (hexetidina),
ioni metallici (zinco, rame, stannosi) e la sanguinarina, derivata da una pianta
[Seymour e Heasman, 1992].

Da quanto ¢ emerso da una revisione sistematica della letteratura sul tema dei
collutori, condotta nel 2007 da varie Associazioni di Professionisti della salute orale
quali I’Associazione Nazionale Dentisti Italiani (ANDI), I’Associazione Nazionale
Igienisti Dentali (ANID), I’Associazione Italiana Igienisti Dentali (AIDI) e dal
Collegio dei Docenti di Odontoiatria, 1 principi attivi per cui € disponibile il maggior
numero di indagini metodologicamente valide, nelle quali gli indici di gengivite (GI)
e di sanguinamento (BI) sono significativamente migliorati, risultano essere
Clorexidina (CHX) ed Oli Essenziali.

Anche il Cetilpiridinio Cloruro, seppure in un numero di studi inferiore, ha
evidenziato di migliorare ambedue gli indicatori di flogosi gengivale.

L’utilizzo di ciascuno di questi tre principi attivi, in associazione con le
quotidiane procedure di igiene orale, determina significativi vantaggi in termini di

miglioramento di salute orale.
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3 - STREPTOCOCCUS MUTANS

Il genere Streptococcus ¢ costituito da cocchi gram-positivi, immobili, aerobi
facoltativi (in qualche caso anaerobi obbligati), vantando un gran numero di specie
diversamente distribuite nel regno animale.

Questi batteri si trovano generalmente disposti in sequenze ordinate di cellule
rotonde che ricordano una collana, oppure possono trovarsi in coppia o come singole
cellule, e cio dipende sia dalla composizione del terreno di coltura, sia dalla specie
che dal ceppo.

Nell’'uomo molte di queste sono commensali, altre rappresentano invece gli
agenti eziologici di patologie anche severe come infezioni respiratorie (polmoniti e
faringotonsilliti), sepsi ed endocarditi, meningiti neonatali, infezioni cutanee e
sottocutanee, scarlattina.

Allo scopo di inquadrare meglio le numerose specie Sherman, nel 1937,
propose di dividerle in quattro gruppi, e nel 1978 Jones li porto a sette.

Pur essendo ormai obsoleti, nella pratica medica sono ancora in uso solo due
dei sette gruppi proposti dai due autori: quello degli “streptococchi orali” e quello
degli “streptococchi fecali”.

Gli streptococchi orali si ritrovano nella cavita orale dell’'uomo e di altri
mammiferi; sebbene la cavita orale costituisca il loro habitat principale, molte specie
appartenenti a questo gruppo sono state ritrovate in altre sedi, sia in condizioni
normali, che patologiche. 1 piu rilevanti sono: S. anginosus, S. constellatus, S.
cricetus, S. crista, S. gordoni, S. intermedius, S. milleri, S. mitior, S. mitis, S. oralis, S.
parasanguis, S. rattus, S. salivarius, S. sanguis, S. sobrinus, S. vestibularis.

Nel 1933 la batteriologa R.C. Lancefield scopri che gli streptococchi potevano
essere divisi in molti gruppi sierologici in base ad un antigene specifico contenuto
nella loro parete cellulare.

Gli antigeni specifici per i gruppi A, B, C, E, F, G, H, K, L, O ed R sono
polisaccaridi; quelli dei gruppi D e N sono acidi teicoici, gli altri non sono stati
identificati.

I gruppi di Lancefield sono di grandissima utilita pratica, tuttavia non tutti gli
streptococchi di interesse clinico possiedono antigeni gruppo specifici, in particolare
gli alfa-emolitici, nella maggior parte dei casi corrispondenti agli streptococchi orali,
e 1 non emolitici.
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Per la crescita gli streptococchi richiedono terreni di coltura particolarmente
arricchiti, solitamente si utilizza per la coltura il sangue di varie specie animali (agar-
sangue) o il siero ed ¢ in base al loro comportamento nei confronti degli eritrociti che
possono essere classificati in:

. Alfa-emolitici (alone a margini sfumati attorno alle colonie per parziale

distruzione degli eritrociti; anche definiti “viridanti”)

. Beta-emolitici (alone a margini netti per completa lisi degli eritrociti)

. Non emolitici (nessuna apparente attivita emolitica)

Lo Streptococcus mutans non ¢ classificabile nello schema di Lancefield o
qualche ceppo appartiene al gruppo E, ¢ alfa-emolitico o non emolitico (¢ stato
trovato anche qualche ceppo beta-emolitico) ed ¢ inserito nel raggruppamento di
Sherman e Jones col nome di “streptococchi orali”.

E’stato isolato dalla carie dentaria, ma si ritrova anche nelle feci; puo essere
I’agente eziologico, oltre che della carie, dell’endocardite subacuta [Mar Nicolosi e

Nicoletti, 2002].

3.1 Tassonomia

Gli SM vengono definiti come streptococchi presenti nella placca dentaria che
fermentano il mannitolo e il sorbitolo producendo acido lattico, sintetizzano glucani
extracellulari dal saccarosio e sono cariogeni nei modelli sperimentali animali.

Nel 1924 Clarke per la prima volta isolo lo SM dalle lesioni cariose umane e vi
attribui il nome mutans poiche¢ egli riteneva che fossero una forma mutante: la
morfologia di questa cellula batterica non ¢ rotonda come per gli altri Streptococchi,
bensi ovale.

Bisognera tuttavia arrivare negli anni ‘60 per veder riconosciuto lo SM
principale agente patogeno della carie.

Ulteriori e piu approfonditi studi hanno dimostrato che all’interno della specie
mutans vi ¢ una considerevole eterogeneicita sierologica [Bratthall, 1970; Perch et al,
1974] e genetica [Coykendall, 1970; Dunny et al, 1973; Coykendall et al, 1976].

Sono stati individuati 8 sierotipi in base alle differenze degli antigeni
carboidratici [Perch et al, 1974] e 4 gruppi genetici grazie a studi di ibridizzazione
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[Coykendall, 1974]. A questi gruppi genetici sono stati poi attribuiti nomi che
ricordano la specie di mammiferi da cui sono stati isolati [Coykendall, 1977].

Dunque il nome Streptococcus mutans attualmente identifica soltanto gli
streptococchi isolati dall’uomo che assomigliano all’originale descrizione di Clarke.

La specie S. mutans contiene 3 sierotipi identificati in base agli antigeni
carboidratici c, e, f; il 70-100% di tutti gli SM isolati nell’'uomo appartengono al
sierotipo c.

Gli altri SM isolati nell’'uomo che possiedono gli antigeni d, g, h sono stati

chiamati S. sobrinus [Coykendall, 1977].

3.1.1 Come isolare selettivamente lo Streptococcus mutans

Dal momento che la specie Streptococcus mutans fermenta sia il sorbitolo che il
mannitolo in maniera caratteristica, ed ¢ in grado di produrre anche una notevole
quantita di glucano e qualche levano, se si utilizza come substrato il saccarosio, ¢
facilmente identificabile con i tests biochimici.

Il terreno utilizzato per la crescita dello SM ¢ un terreno di coltura selettivo; tra
1 piu utilizzati vi sono il Mitis salivarius kanamicina-bacitracina agar (MSB agar), il
Mitis salivarius kanamicina-bacitracina (MSKB), il glucosio-saccarosio-tellurito-
bacitracina (GSTB), il trypticase soy-saccarosio-bacitracina (TYS20B) e il tryptone-
yeast-cisteina-saccarosio-bacitracina agar (TYCSB agar).

Da qualche anno ¢ stato introdotto un nuovo terreno selettivo: ’'MS-MUTYV che
aggiunge 10mg/l di valinomicina al Mitis salivarius bacitracina agar [Takada e

Hirasawa, 2005].

Fig 3.2: Colture cellulari di Streptococcus mutans (ingrandimento 1x)
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3.2 Struttura cellulare

La cellula dello streptococco si compone di una parete cellulare e una
sottostante membrana citoplasmatica che racchiude il citoplasma.

La parete cellulare contiene quattro principali polimeri antigenici:

1 peptidoglicano,

2 polisaccaridi specifici per gruppo o sierotipo,

3.  proteine,

4 acido teicoico e lipotecoico.

Questi sono disposti a mosaico per essere accessibili alle reazioni che
avvengono sulla superficie della cellula [Slade, 1977].

Gli Streptococchi mutans causano lesioni cariose anche grazie alle
caratteristiche strutturali della loro membrana cellulare, infatti presentano particolari
sistemi di trasporto di membrana, quali: 1) fosfotransferasi ad alta affinita per il
trasporto degli esosi e del saccarosio; 2) permeasi per il passaggio di glucosio e
saccarosio; 3) sistemi di pompe di protoni a bassa affinita, la cui attivita ¢ modulata
dalla concentrazione extracellulare di potassio e risulta essere particolarmente

efficace in ambiente acido [Mosci et al, 1990].
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3.3 Fattori di virulenza

I meccanismi che permettono agli SM ed ai LB di rimanere localizzati in
determinati siti di ritenzione del dente costituiscono i fattori di virulenza che rendono
tali microorganismi odontopatogeni.

La capacita dello SM di aderire alle superficie dentarie sia in assenza che in
presenza di saccarosio [Michalek et al, 1977] puo essere classificata come fattore di
virulenza poiché costituisce il primo passo verso la colonizzazione batterica.

In assenza di saccarosio, SM puo aderire ad altri batteri, ad agglutinine salivari,
alla matrice extracellulare ed a recettori di superficie di cellule epiteliali grazie ad
interazioni di tipo ionico o mediate da lectine.

Inoltre questo microrganismo, a differenza di altre specie dello stesso genere
come S. sobrinus [Gibbons et al, 1986], esprime diverse adesine tra cui 1’antigene I/11
o proteina streptococcica antigene P (SpaP), in grado di legarsi ad una specifica
componente salivare, la glicoproteina agglutinina salivare (SAG) [Mitchell, 2003].

In presenza di saccarosio invece 1’adesione dello SM alla superficie dentaria ¢
mediato dalla glucosil-transferasi della parete batterica, attraverso la sintesi di
glucani, che a loro volta permettono 1’attaccamento di numerose altre cellule come
avviene per altri Streptococchi orali (es. S. sobrinus) [Gibbons et al, 1986].

La formazione della carie ¢ un processo strettamente interconnesso con la
presenza di saccarosio nella dieta e con il suo peculiare metabolismo da parte di
questi batteri.

Studi epidemiologici hanno dimostrato che dopo I’introduzione di saccarosio
nella dieta vi & stato un significativo aumento della patologia cariosa con relativo
incremento del numero degli SM, LB, Veillonella sp. e dei lieviti della flora
microbica della placca [Dennis et al, 1975; Minha et al, 1985; Skinner ¢ Woods,
1984; Staat et al, 1975].

In un individuo con un’alimentazione a basso contenuto di zuccheri i solchi dei
denti in eruzione mostrano una minore incidenza di carie anche se dopo la
maturazione degli stessi, questi soggetti cominciano una dieta cariogena, € ci0 ¢
spiegato dal fatto che tali spazi essendo stati precocemente colonizzati da
microrganismi non cariogeni, i batteri cariogeni non riescono ad insediarvisi. Questi

microrganismi, deboli produttori di acidi, ostacolano i tentativi di colonizzazione
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delle fessure profonde del dente da parte di SM e LB, forti produttori di acidi, con la
fermentazione del saccarosio [Kohler et al, 1984].

La principale caratteristica di virulenza dello SM rimane pero il suo potenziale
acidogenico, che risulta nella demineralizzazione dell’idrossiapatite e nella
conseguente formazione della carie.

Gli SM utilizzano prevalentemente il saccarosio per il loro metabolismo
energetico, che porta, quando ¢ in eccesso, alla produzione di acido lattico [Mosci et
al, 1990].

Attraverso la via glicolitica si assiste alla produzione di piruvato, ridotto
successivamente in acido lattico, etanolo ed acetato. Ne risulta una progressiva
acidificazione dell’ambiente locale causa dell’insorgenza della lesione cariosa
[Michalek et al, 1975].

Alcune specie come S. sanguis, S. salivarius, S. mitis sono incapaci, in vitro, in
un ambiente a pH 5, di convertire il saccarosio in acido lattico, mentre SM e S.
sobrinus sono piu attivi a pH 5 che a pH 7 [Mosci et al, 1990]. SM ¢ inoltre in grado
di sopravvivere in tale ambiente poiché esso ¢ acidurico, grazie alla presenza di una
membrana in grado di mantenere il pH intracellulare ad un valore di 7.5 [Michalek et

al, 1975].

3.4 Acquisizione del battere cariogeno

L’acquisizione dello SM ¢ stata dimostrata gia dalla prima infanzia sino ai 26
mesi. La trasmissione ¢ dovuta allo stretto contatto del bambino con la madre o con
chi lo accudisce durante i primi due anni di vita [Wendt et al, 1996], tuttavia, il
bambino corre il rischio di contrarre I’infezione se la carica batterica della madre ¢
superiore a 10x10° CFU/mL [Marci et al, 1996; Bokhout et al, 1996; Berkowitz,
1996].
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4 - IL CETILPIRIDINIO CLORURO

Il Cetilpiridinio cloruro o Cetylpyridinium chloride ¢ chiamato anche con il
nome di 1-palmitylpyridinium chloride, C16-alkylpyridinium chloride, 1-
hexadecylpyridinium chloride, acetoquat CPC, aktivex, ammonyx CPC, cecure,
ceepryn chloride, cepacol, ceprim, cepacol chloride, cetafilm, cetamium, dobendan,
halset, ipanol, medilave, mercocet, merothol, pionin B, pristacin, pyrisept e asept.

Il Cetilpiridinio cloruro (CPC) era usato gia dal 1940 negli USA come
collutorio e si ¢ subito dimostrato un valido ausilio nella disinfezione del cavo orale e
nella prevenzione della carie.

Oggi si trova in farmacia come medicinale di automedicazione grazie alla sua
attivita disinfettante e all’assenza di effetti tossici alle concentrazioni terapeutiche; il
CPC ¢ attivo nei confronti dei batteri gram-positivi (come S. mutans e S. sobrinus),
meno nei confronti dei gram-negativi ed esplica un’ottima attivitd antisettica e
battericida. Possiede inoltre proprieta antifungine.

E’contenuto negli orofaringolaringologici locali (farmaci per la disinfezione
delle mucose delle vie aeree superiori) sottoforma di collutori, spray e compresse, nei
disinfettanti per mani, nei disinfettanti per 1’igiene intima e di recente in alcuni

prodotti dolciari.

4.1 Composizione e caratteristiche fisico-chimiche
Il Cetilpiridinio cloruro ¢ un composto dell’ammonio quaternario con una
catena alifatica a superficie cationica positiva.

La sua formula molecolare ¢: Co1H3g NCL
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Fig. 4.1 e 4.2: struttura chimica del Cetilpiridinio cloruro.
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La sua massa molare ¢ di 339.986g/mol.

A temperatura ambiente si presenta sottoforma di polvere bianca inodore e
insapore. Il suo punto di fusione ¢ a 77° centigradi; a 83° centigradi passa dallo stato
anidro allo stato monoidrato. E’combustibile. E’solubile in tutti i liquidi ad eccezione
dell’acetone, dell’acido acetico e dell’etanolo.

La sicurezza biologica del CPC ¢ documentata da vari studi randomizzati e
controllati. Tuttavia in soluzioni concentrate distrugge le membrane mucose.

E’altamente tossico se inalato. La dose letale DL50 nel ratto ¢ di 200mg/die.

4.2 Meccanismi d’azione

Come precedentemente affermato, il CPC ha dimostrato di possedere attivita
battericida verso un ampio spettro di batteri del cavo orale.

Esso esplica la sua funzione legandosi alle membrane cellulari dei batteri
causando la fuoriuscita di componenti cellulari, 1’alterazione del metabolismo,
I’inibizione della crescita e infine la morte della cellula [Scheie, 1989].

I1 CPC ¢ in grado di aderire ai fosfati a carica negativa delle membrane cellulari
grazie alla sua superficie cationica carica positivamente. Per rendere efficace tale
meccanismo ¢ dunque indispensabile che il gruppo cationico presente nella sua
struttura sia stabile [Baker et al, 1941].

Un report eseguito da Sheen et al (2003) indica che detergenti anionici come il
Sodio-lauryl-solfato (SLS), comunemente contenuto nella maggior parte dei
dentifrici, interagiscono col CPC inattivando 1’effetto cationico e conseguentemente
neutralizzano anche I’effetto antisettico. La stessa cosa avviene per la Chlorexidina:
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cio ha suggerito ad alcuni ricercatori [Barkvoll et al, 1989] di lasciar trascorrere
almeno 30 minuti tra lo spazzolamento dei denti con dentifricio e 1’'uso di un
collutorio.

In particolare ¢ raccomandato attendere 60 minuti tra lo spazzolamento con
dentifricio ¢ uno sciacquo con 10 ml di CPC allo 0,05% [Sheen et al, 2003] e 30
minuti per uno sciacquo con 20 ml di CPC allo 0,07% [Witt et al, 2006]. L’alta
biodisponibilita del principio attivo allo 0,07% mostra benefici statisticamente
significativi nei confronti della placca batterica anche quando usato immediatamente
dopo lo spazzolamento con dentifricio o dopo spazzolamento e preceduto da uno
sciacquo con acqua [Witt et al, 2006].

Studi clinici dimostrano che la migliore attivita antibatterica si ottiene con
concentrazioni comprese tra lo 0,05% e lo 0,1%.

Come affermato dall’US Food and Drug Administration “E’importante la
disponibilita del composto nel collutorio: il range di disponibilita piu efficace nel
ridurre placca e gengivite si aggira tra il 72% e il 76%; 72-77%" [Paraskevas, 2005].

E’dimostrato che aumentando la ritenzione del CPC all’interno del biofilm
aumenta il suo effetto antibatterico [Sutch et al, 1995].

A questo proposito alcuni studiosi hanno formulato due vernici degradabili a
rilascio sostenuto, basati su una resina acrilica con il CPC come agente attivo. Queste
formulazioni farmaceutiche furono testate in un modello sperimentale di biofilm
orale. La ritenzione del CPC nel biofilm dipendeva dagli additivi farmaceutici delle
vernici. Nei primi 15 minuti circa il 70% del farmaco era mantenuto sulla superficie,
nei minuti successivi si assisteva ad un suo graduale declino. Entrambe le vernici
diminuivano 1’adesione batterica e nel contempo appariva anche una marcata attivita

antibatterica verso il biofilm [Steinberg et al, 2001].

4.3 Azione antiplacca e anticarie
La presenza di placca batterica ¢ una condizione essenziale per la comparsa di
patologie del cavo orale come la carie e le parodontopatie [Addy et al, 1992]. Lo
Streptococcus sanguis ¢ tra le prime specie batteriche coinvolte nella formazione
della placca [Nyvad e Kilian, 1987], mentre lo Streptococcus mutans ¢ solitamente
associato con la placca batterica cariogena [Loesche, 1986]. La completa rimozione
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della placca ridurrebbe significativamente la malattia cariosa. Il riconoscimento dei
limiti nelle metodiche d’igiene orale meccaniche ha condotto alla ricerca di agenti
chimici per il controllo della placca sulle superficie dentarie [Addy et al, 1992].

L’effetto di un principio attivo sulla placca dipende, come gia affermato, dalla
sua concentrazione. Inizialmente, un inibitore pud essere presente a concentrazioni
relativamente alte (piu alte della Minima Concentrazione Inibente, MIC), dopo di che
puo aderire ad una superficie e puo funzionare a livelli sub-letali, probabilmente a
causa dell’interferenza col metabolismo batterico [Marsh, 1992].

La MIC del CPC ¢ di 23.50 x 10~ per S. sanguis e di 14.70 x 10~ per lo S.
mutans. E’stato dimostrato che, utilizzando concentrazioni inferiori alla MIC, i valori
di idrofobicita (percentuali di batteri che aderiscono all’hexadecane) ottenuti
dall’incubazione di cellule di S. sanguis e S. mutans in CPC, non differiscono da
quelli ottenuti nelle stesse condizioni in assenza del principio attivo; nel contempo il
CPC non impedisce a tali microrganismi di aderire, in vitro, all’idrossiapatite
immersa nella saliva [Cai et al, 1994].

L’efficacia antibatterica in vitro del CPC ¢ compatibile con quella della
Chlorexidina (CHX) [Gjermo et al, 1970]; il CPC si ¢ rivelato un potente inibitore
dell’enzima extracellulare glucosyltransferasi (GTF), piu ancora della CHX [Ciardi et
al, 1978], mentre ¢ richiesta una maggior concentrazione di CPC rispetto alla CHX
per inibire la crescita di S. mutans [Roberts e Addy, 1981]. L’effetto antiplacca e
antiglicolitico del CPC in vivo ¢ inferiore rispetto a quello della CHX,
presumibilmente perché il CPC ¢ rimosso piu rapidamente della CHX dai siti di
legame presenti nella cavita orale [Giertsen et al, 1991]. E’noto che il CPC perde la
sua attivita quando aderisce alle superfici [Moran e Addy, 1984].

Dall’uso combinato di agenti antibatterici ad ampio raggio d’attivita si possono
trarre notevoli benefici rispetto all’utilizzo di agenti individuali ne ¢ un esempio
Botelho (2000), che con la combinazione di quattro agenti antibatterici quali
Chlorexidine dihydrochloride, benzalkonium chloride, cetrimide ¢ CPC testati su
specie individuali di batteri cariogeni come Streptococcus, Lactobacillus ed
Actinomyces, mostrd che nonostante non vi fosse né sinergia né antagonismo tra
questi principi attivi la concentrazione di tali batteri era notevolmente diminuita
[Botelho, 2000].

Uno studio su ratti desalivati, condotto da Giertsen (1991), mostrava come

I’effetto antiplacca di alcuni detergenti cationici, tra cui il CPC, veniva notevolmente
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aumentato se questi principi attivi erano utilizzati in combinazione con ioni di Zinco

(Zn271). I risultati mostravano infatti che Zn2t-CPC diminuiva le lesioni cariose delle
superfici lisce, molto piu del CPC da solo, agendo contro le specie di S. sobrinus e S.
sanguis. Cio puo essere riconducibile all’aumentato legame dello Zinco con i batteri

in presenza del detergente [Giertsen et al, 1991], che a sua volta si lega alla superficie

della cellula batterica aumentandone la permeabilita [Hugo 1982]. Zn2% ¢ risultato
efficace quasi quanto il fluoro (in concentrazioni equimolari) nel diminuire la
dissoluzione dell’idrossiapatite da parte degli acidi [Brudevold et al, 1963]. Inoltre, la
formazione di complessi zinco-fosfato insolubili possono rendere la superficie del
dente piu resistente agli attacchi acidi contribuendo cosi all’effetto cariostatico [Leach
e Appleton, 1981].

Un altro studio condotto su cani Beagle valutava la differenza di efficacia tra
CPC allo 0,05%, CPC allo 0,05%+ZnCl e acqua in un periodo di 7 settimane,
raccogliendo dati alle settimane 0, 1, 2, 5 e 7. Dai risultati era emerso che il CPC da
solo diminuiva significativamente gli indici di placca e gengivite rispetto alla sola
acqua, tuttavia il CPC associato a ZnCl risultava ancora piu efficace, ma solo alla
quinta e alla settima settimana [Ritchey et al, 1982].

Studi piu attendibili in cui un collutorio a base di CPC viene messo a confronto
con un placebo dimostrano, attraverso l’indice di placca di Turesky, che le
concentrazioni di CPC testate sono significativamente superiori ad un placebo nel
modificare I’indice di placca a 6 mesi [Mankodi, 2005; Stookey, 2005]. E’inoltre
emerso che I’effetto sull’indice di placca tra due collutori a diverse concentrazioni di
CPC, rispettivamente allo 0,075% e allo 0,1%, ¢ molto simile, ma stranamente

inferiore rispetto ad un collutorio a base di CHX allo 0,12% [Stookey, 2005].

4.4 CPC: gengivite e sanguinamento

Studi in cui veniva confrontato 1’effetto del CPC a diverse concentrazioni
0,07%, 0,075% ¢ 0,1% contenuto in un collutorio e un placebo [Mankodi, 2005;
Stookey, 2005] mostravano che tutte e tre le concentrazioni di CPC sono
significativamente superiori al placebo nel modificare gli indici di gengivite a 6 mesi
(Modified Gingival Index per Mankodi e Gingival Index per Stookey). Gli stessi studi

offrivano indicazioni sulle modifiche che un indice di sanguinamento (Bleeding On
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Probig per Stookey e indice di Saxton per Mankodi) subiva nei due gruppi (gruppo
principio attivo e gruppo placebo) al termine dei 6 mesi di trattamento. Dai dati
ricavati risultava che il CPC alle concentrazioni di 0,07% [Mankodi, 2005], di
0,075% e di 0,1% [Stookey, 2005] diminuiva il sanguinamento molto piu di quanto
non facesse il placebo.

Stookey (2005) aveva inoltre dimostrato che 1’effetto di due collutori a due
differenti concentrazioni di CPC, 0,075 e 0,1%, ¢ pressoché simile sia per quanto
riguarda 1’indice di placca, sia per quanto riguarda il sanguinamento [Stookey, 2005].

Le stesse concentrazioni di CPC sottoforma di collutorio vennero poi
confrontate con un collutorio a base di CHX allo 0,12%: quest’ultimo si dimostrava
piu efficace nel combattere gengivite e sanguinamento rispetto al CPC alla

concentrazione piu alta [Stookey, 2005].

4.5 CPC e alitosi

“Alitosi” ¢ un termine generalmente usato per descrivere un odore sgradevole
emanato dalla cavita orale. Numerose condizioni patologiche non orali sono state
correlate al maleodore orale, incluse infezioni delle alte e basse vie aree, il tratto
gastrointestinale (es. ernia iatale) e alcune patologie metaboliche che coinvolgono i
reni o il fegato [Manolis, 1983]. Scoperte cliniche hanno dimostrato che circa il 90%
del maleodore orale origina dalla bocca [Delanghe et al, 1997].

La maggior parte degli individui riscontra un alito cattivo al risveglio. Questa
condizione transitoria ¢ dovuta a cause fisiologiche come il ridotto flusso salivare
durante il sonno. Un maleodore orale persistente pud essere indicativo di altre
malattie orali, come parodontopatiec o la presenza di eccessive colonie batteriche
all’interno della bocca, in particolare situate sul dorso della lingua [Bosy et al, 1994].

E’stato dimostrato infatti che pulire anche il dorso della lingua nelle quotidiane
manovre di igiene orale diminuisce notevolmente il maleodore orale, soprattutto se
viene effettuato uno sciacquo con un collutorio contenente un agente antimicrobico
[Nachani, 1997].

Esistono vari metodi per misurare il maleodore orale. Il metodo organolettico
dipende dalla sensibilita di olfatto del clinico ed ¢ molto soggettivo. Un metodo piu
oggettivo consiste nella misurazione dei Composti Solforati Volatili (VCS), prodotti
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della degradazione batterica di aminoacidi contenenti solfuri, tramite un apparecchio
chiamato Halimeter®.

Rosemberg et al (1992) usando un collutorio bifasico/olio-acqua contenente
CPC riscontrarono una significativa riduzione di VSC nell’aria orale [Rosemberg et
al, 1992]; anche Kozlovsky et al. (1996) trovarono una notevole riduzione nei
punteggi del test organolettico, sebbene il test non sia totalmente attendibile.

Uno studio a doppio cieco condotto nel 2003 da Winkel et al. testava ’efficacia
clinica di una nuova formula di un collutorio verso I’alitosi orale di soggetti senza
parodontite. Il collutorio conteneva CHX allo 0,05%, CPC allo 0,05% e lo zinc-
lactate allo 0,14%. Al giorno 0 e al giorno 14 venivano effettuati: 1) il test
organolettico, 2) la misurazione di VSC con I’Halimeter® e 3) il WTCI (il dorso della
lingua viene diviso in 6 aree, ad ognuna delle quali viene attribuito un punteggio:
O=nessuna patina, 1=leggera patina, 2=spessa patina; i risultati vanno poi sommati).
Benché la compliance di tutti i pazienti non fosse ottimale, 1 risultati mostrarono una
chiara riduzione sia del punteggio organolettico che dei VSC nel gruppo che ha usato
il collutorio con il principio attivo. Al contrario non si rilevava una riduzione
statisticamente significativa in WTCIL. Si pud ipotizzare dunque che ¢ la
composizione della patina linguale, piuttosto che il suo spessore o la sua estensione, il
fattore determinante per 1’alitosi orale. In conclusione una formulazione a basse
concentrazioni di CHX, CPC e zinco-lactato ¢ un’efficace combinazione di composti
chimici in grado di ridurre la presenza dei composti volatili nell’aria della bocca,

responsabili di alitosi [Winkel et al, 2003].

4.6 Effetti collaterali

Il piu comune effetto collaterale causato da un utilizzo eccessivo e prolungato
del CPC ¢ la pigmentazione dentale [Ciancio et al, 1978; Lobene et al 1979],
nonostante il grado di macchie formato risulti considerevolmente inferiore a quello
della CHX [Llewelyn, 1980].

E’dimostrato che 1’uso prolungato di collutori al CPC macchia i denti [Addy e
Jenkins, 1977].

Sono stati proposti svariati meccanismi per spiegare [’eziologia delle

pigmentazioni dentali estrinseche associate ad agenti antisettici cationici e ad alcuni
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sali di metallo polivalenti [Addy e Moran, 1995]. Sia le ricerche in laboratorio, sia le
evidenze cliniche sostengono fermamente che la causa delle macchie sia la
precipitazione dei cromogeni della dieta favorita dagli antisettici cationici tra cui CPC
e CHX [Addy e Moran, 1985; Addy e Moran, 1995].

Questo fenomeno ¢ stato sfruttato in vitro per valutare le capacita di alcuni
antisettici cationici al fine di creare nuove formulazioni da immettere nel commercio
[Addy et al, 1995; Addy et al, 1991]. A questo proposito uno studio si prefiggeva di
comparare [’attivita di vari collutori contenenti CPC e CHX. Dai risultati ¢ emerso
che la capacita di pigmentazione di alcuni collutori contenenti il medesimo principio
attivo ¢ variabile, e ci0 suggerisce che molto spesso 1 essi non raggiungono 1’effetto
placca-inibitore per cui sono formulati [Sheen e Addy, 2003].

Il CPC ha un insignificante effetto tossico quando usato a concentrazioni di
0,05% peso/volume, sebbene siano stati riportati effetti secondari come una moderata

sensazione di bruciore della lingua [Ciancio et al, 1975].
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5 SCOPO DELLA RICERCA

\

Lo scopo della ricerca ¢ valutare D’effetto della somministrazione di un
collutorio contenente lo 0,1% di cetilpiridinio cloruro, inserito in microcapsule
gelatinose, sulla concentrazione salivare di Streptococcus mutans e sui batteri

responsabili dell’alitosi.
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6 MATERIALI E METODI

6.1 Protocollo sperimentale

Sono stati selezionati solamente 10 soggetti adulti, di eta compresa tra i 20 e i

40 anni, considerati “ad elevato rischio di carie”, ossia con una concentrazione di S.

mutans >10° CFU/ml.

Sono stati esclusi dal campione:

- soggetti con patologie sistemiche,

- soggetti sotto trattamento farmacologico che puo alterare il flusso o la

composizione della saliva e della flora orale,

- soggetti sottoposti a trattamenti topici o sistemici a base di composti

fluorati e/o con preparati contenenti clorexidina al momento dello studio o da

30 giorni.

Ai soggetti selezionati ¢ stato richiesto un consenso informato scritto per lo
studio; ¢ stato altresi richiesto di astenersi da ogni manovra di igiene orale nelle 24
ore precedenti I’inizio del periodo sperimentale.

Il primo giorno (giorno 1) tutti i soggetti sono stati sottoposti ad un prelievo di
saliva non stimolata per conoscerne la concentrazione basale di Streptococcus
mutans.

Inoltre ¢ stato effettuato un prelievo mediante tampone sterile del biofilm
presente sulla porzione basale del dorso della lingua, analizzandolo poi con il
cosiddetto “BANA-test”.

Successivamente ai prelievi sono state somministrate 2 perle contenenti CPC
allo 0,1% ed ¢ stato chiesto ai partecipanti di romperle con i denti e di veicolarne
immediatamente il contenuto alle due arcate dentarie con la lingua.

Sono stati effettuati quattro prelievi di saliva:

- dopo 1 minuto - dopo 10 minuti

- dopo 5 minuti dopo 60 minuti

dalla deglutizione del prodotto.

Ai 10 partecipanti ¢ stato poi consegnato un dentifricio privo di fluoro con
I’indicazione di usarlo due volte al di.

Il giorno seguente (giorno 2) agli stessi soggetti sono stati eseguiti gli stessi
prelievi con le medesime modalita, ma questa volta dopo somministrazione di 4 perle

contenenti il principio attivo.
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Il prelievo del biofilm linguale non ¢ stato ripetuto.

Il terzo giorno (giorno 3) sono state somministrate 6 perle ed effettuati i 4
prelievi come nei giorni precedenti.

In questo caso perd, dopo I'ultimo prelievo salivare (dopo 60 minuti
dall’assunzione), ¢ stato ripetuto il prelievo del biofilm linguale soltanto a quei
soggetti per 1 quali il primo giorno il BANA-test aveva dato esito positivo.

Trascorse 24 ore, ai 10 soggetti ¢ stato somministrato con le stesse procedure
dei giorni precedenti il placebo, perle identiche nell’aspetto e nel sapore alle altre, ma
prive del principio attivo (CPC).

La sperimentazione ¢ stata eseguita in doppio cieco.

6.2 Determinazione della concentrazione salivare di S. mutans

I campioni prelevati sono stati immediatamente processati.

Sono state preparate piastre di terreno selettivo per lo Streptococcus mutans,
Mitis Salivarius Bacitracina Agar, sulle quali sono stati seminati 20 pl del fluido
biologico e sono state incubate in termostato a 37° per 48h.

Terminate le 48h di incubazione si ¢ passati all’identificazione delle colonie dal
punto di vista biochimico (Vitek, BioMerieux, Marcy-L’Etoile, France), poi si ¢

proceduto alla conta.
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Fig 6.1: Colonie di Streptococcus mutans su piastra di terreno selettivo Mitis

Salivarius Bacitracina Agar (ingrandimento 1x)

6.3 11 BANA-test

Alcune delle specie batteriche della placca possiedono un enzima in grado di
idrolizzare il peptide sintetico benzoyl-DL-arginine naphtylamide (BANA).

Esistono in letteratura numerosi studi colturali, immunologici e prove sul DNA
i quali associano la malattia parodontale a queste specie batteriche: P. gingivalis, B.
forsytus e T. denticola [Dzink et al, 1988; Loesche et al, 1990 ¢ 1992; Lotufo et al,
1994; Grossi et al, 1995; Ashimoto, 1996; Haffajee et al, 1996 e 1998; Socransky et
al, 1998].

L’idrolisi di questo enzima puod essere misurata mediante un semplice chairside
test [Loesche et al, 1990].

Sono state individuate piu di 60 specie batteriche presentanti I’enzima BANA,
solo le tre precedentemente menzionate sono risultate uniformemente positive al
BANA-test; numerose specie di Bacteroides e di Capnocytophaga risultavano
occasionalmente BANA-positive: ¢ un’arginine hydrolase che degrada il substrato
sintetico BANA [Loesche et al, 1990].

11 charside test, chiamato BANA-test, della durata di 5-10 min, puo essere usato
per diagnosticare un’infezione anaerobia da P. gingivalis, B. forsytus e T. denticola
[Loesche et al, 1990; Loesche et al, 1997]. Il BANA-test non indica quale delle tre
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specie € presente, ma cid puod non risultare necessario poiché queste specie convivono
nella placca ¢ sono tutte anaerobie [Haffajec et al, 1998; Lotufo et al, 1994,
Simonson, 1992; Socransky et al, 1998].

I risultati del BANA-test sono comparabili al test del DNA e ai reagenti
immunologici per la sensibilita e la specificita nel rilevare la presenza di P.
gingivalis, B. forsytus e T. denticola in campioni di placca [Loesche et al, 1992].

Il BANA-test ¢ utile per diagnosticare un’infezione anaerobica e quindi anche
per definire il trattamento della malattia parodontale che si accompagna a codesta
infezione [Loesche et al, 1990]. Da Loesche (1990), in particolare, fu usato il BANA-
test liquido per fare diagnosi e somministrare ai pazienti positivi al test il
metronidazolo; nei pazienti sottoposti al farmaco si osservava un netto miglioramento
della salute parodontale rispetto ai pazienti controllo [Loesche et al, 1990].

Un BANA-test positivo dopo scaling e root planing ¢ associato ad alte
concentrazioni di Spirochete, che suggeriscono che il trattamento effettuato non era
adeguato a sopprimere o eliminare 1’infezione anaerobica. Cio ¢ supportato dal fatto
che i1 denti con placca BANA-positiva al termine del trattamento, al contrario di quelli
con placca BANA-negativa, perdono significativamente piu attacco durante i seguenti
trattamenti eseguiti nell’arco dell’anno [Loesche et al, 1990].

Un BANA-test con risultato positivo ¢ inoltre un fattore predittivo per cui il
clinico puo raccomandare la chirurgia parodontale o I’estrazione [Loesche et al,
1997].

Inoltre dal momento che le stesse specie batteriche causa di parodontopatie
sono associate al maleodore orale, dovuto alla liberazione nell’aria espirata di
composti solforati volatili (VCS), come 1’hydrogen sulfide, il methylmercaptan e il
dimethyl sulfide [Tonzetich e Ritcher, 1964; Tonzetich, 1971; Persson et al, 1990],
esiste una correlazione tra i punteggi del BANA-test ottenuti da vari siti (saliva,
tasche parodontali e lingua) e il maleodore orale [Kozlovsky et al, 1994; De Boever e
Loesche, 1995]. Sebbene vi siano correlazioni significative tra i risultati del BANA e
il metodo organolettico di misurazione dell’alitosi, non esistono correlazioni cosi
evidenti tra lo stesso BANA-test ¢ il livello di VSC misurato con 1’Halimeter®, uno
strumento dotato di monitor portatile [Kozolovsky et al, 1994]. E’ possibile che i
batteri delle tasche parodontali in cui ¢ stato effettuato il BANA-test non producano
solfuri odorosi come cadaverine, indole e pyridine [Goldberg et al, 1994; Tonzetich

et al, 1967; Kostelc et al, 1980].
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I BANA-test dunque non risulta essere sempre un ottimo indicatore di

maleodore orale [Morita e Wang, 2001].

6.4 Come é stato eseguito il BANA-test

I BANA-test ¢ stato eseguito strofinando il tampone linguale sull’apposita
striscia di carta assorbente presente sul reagent strip BANA (BANAMet LLC 2220
Washtenaw Ann Arbor, MI USA).

Lo strip ¢ stato quindi ripiegato in modo che la carta assorbente coincidesse con
la porzione dello strip contenente il diazo-reagente cromogeno (fast Black k) che in
questo modo reagisce con la B-naftilamina (prodotto di idrolisi del BANA) presente
nel campione provocando una reazione di colorito blu scuro.

Lo strip ¢ stato poi collocato nell’apposita incubatrice ed ¢ stato lasciato agire
per 15 minuti a 55°.

Completata la reazione, la lettura del test viene eseguita valutando 1’intensita

della colorazione ottenuta sulla striscia reagente con 1’apposita cartella di riferimento.
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Fig 6.2: BANA system
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7 ANALISI STATISTICA

Allo scopo di normalizzare 1 dati, le concentrazioni di SM nei vari soggetti e nei
vari prelievi sono stati trasformati logaritmicamente prima di procedere all’analisi.

Sia per le perle contenenti il principio attivo, sia per il placebo, che per ciascuna
fase della ricerca sono stai calcolati la media, la deviazione standard e 1’errore
standard.

La differenza tra le concentrazioni riscontrate con il prodotto contenente CPC e
col placebo nei diversi tempi ¢ stata valutata con il t-student a due vie per coppie
disomogenee (data 1’esigua numerosita del campione).

I dati relativi a ciascun prodotto nei diversi tempi sono stati invece analizzati

utilizzando ripetute analisi della varianza ad una via (ANOVA).
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8 - RISULTATI

Si ¢ potuto osservare che dopo 1 minuto dalla somministrazione delle perle
contenenti il CPC la concentrazione di Streptococcus mutans subisce un rapido
decremento; allo stesso modo, seppure in misura minore, la concentrazione di tale
microrganismo diminuisce dopo somministrazione di perle prive di principio attivo.

Dopo 5 minuti dall’assunzione tale riduzione ¢ ancora rilevabile anche se
sensibilmente diminuita.

La riduzione a 10 minuti rispetto al valore basale ¢ ancora rilevabile.

Trascorsi 60 minuti dalla somministrazione la concentrazione di SM torna ad
un valore simile a quello iniziale.

Tale andamento della concentrazione di SM ¢ analogo sia per la
somministrazione di 2, 4 che 6 perle, anche se a 1 minuto dall’assunzione delle 6

perle si ¢ riscontrata la riduzione pit marcata del microrganismo.

Tab. 8.1 Concentrazione di Streptococcus mutans ai diversi tempi di rilevazione
dopo assunzione dei due prodotti.

Somministrazione di 2 perle

Anova one
Prodotto 0 1’ 5 10’ 60’
way

CPC 20x10° | 43x10* | 5.17x10* | 7.2x10* | 2.0x10° | <0.001

Placebo | 2.0x10° | 5.6x10* | 5.6x10* | 85x10% | 2.0x 10° <0.01

t-test NS | p=0.03 NS p=0.04 | NS

NS= non significativo

Somministrazione di 4 perle
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Anova
Prodotto 0 1’ 5' 10’ 60’
one way
CPC 20x10° | 6.0x10* | 6.36x10*| 7.6x10* | 2.0x 10° <0.05
Placebo | 2.0x10° | 5.7x10* | 6.5x10* | 85x10* | 2.0x10° | <0.01
t-test NS NS NS p=0.04 NS
NS= non significativo
Somministrazione di 6 perle
Anova one
Prodotto 0 1’ 5' 10’ 60’
way
CPC 20x10° | 39x10* | 3.9x10* | 52x10* | 2.0x 10 <0.02
Placebo | 2.0x10° | 43x10* | 4.7x10* | 5.6x10* | 2.0x10° <0.01
t-test NS NS p=0.03 NS NS
NS= non significativo
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Grafico 8.1: Andamento della concentrazione di SM in saliva dopo

somministrazione di 2 perle (CPC e placebo).
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Grafico 8.2: Andamento della concentrazione di SM in saliva dopo

somministrazione di 4 perle (CPC e placebo).
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Grafico 8.3: Andamento della concentrazione di SM in saliva dopo

somministrazione di 6 perle (CPC e placebo).
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Confrontando 1’andamento delle due curve (CPC e placebo) si dimostra una
differenza significativa dopo somministrazione di 2 perle al tempo 1 e 10 minuti,
dopo la somministrazione di 4 perle a 10 minuti e dopo la somministrazione di 6 perle
al tempo 5 minuti.

11 fatto che le perle prive del principio attivo siano anch’esse in grado di ridurre
la concentrazione di SM ¢ da imputare alla stimolazione da parte di queste del flusso
salivare e alla conseguente diluizione del biofilm orale.

La prova iniziale con BANA-test si € rivelata positiva in 16 soggetti, mostrando
una colorazione media della cartina dopo confronto con la scala colorimetrica fornita
assieme all’apparecchio.

Tale positivita ¢ scomparsa solo in seguito alla somministrazione di 6 perle
contenenti cetilpiridinio cloruro, rimanendo invece invariata nei pazienti “controllo” e
anche dopo aver ingerito 2 e 4 perle.

La positivita risultava assente gia dopo un’ora dal termine dalla prova,
indicando come tale principio attivo non eserciti un’azione antibatterica, se non

estremamente blanda, ma solo un’azione rinfrescante dell’alito.
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Il CPC ¢ un agente antisettico gia in commercio nelle farmacie sotto forma di
pastiglie contro il mal di gola. Nelle perle oggetto dello studio, il CPC ¢ presente ad
una concentrazione molto piu bassa rispetto a quella dei farmaci da banco attualmente
in commercio perché tali perle vogliono essere un prodotto dolciario vendibile nei
supermercati € negozi. La scarsa azione antibatterica riscontrata ¢ probabilmente

dovuta proprio alla sua bassa concentrazione nel prodotto.
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9 - CONCLUSIONI

I dati raccolti nel presente studio hanno mostrato come 1’utilizzo del
cetilpiridinio cloruro alla concentrazione di 0,1%, analogamente ai lavori presenti in
letteratura, comporta un beneficio in termini di riduzione della concentrazione
salivare di Streptococcus mutans, principale agente eziologico della carie.

Poiché la riduzione della carica batterica, riscontrata nel nostro studio, ¢
risultata transitoria, le perle in questione possono essere considerate un metodo solo
per controllare la concentrazione di SM in saliva, ma non possono essere considerate
un mezzo di prevenzione della patologia cariosa, né del controllo dell’alitosi, in

quanto sono attualmente necessari ulteriori studi per confermare questi dati ottenuti.
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