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1. WSTEP

Préchnica — wezyku tachskim cariesoznacza ,rozkitad, gnicie”. duw XVI
wieku Fauchard rozpoznawat prochniezebdéw na podstawie stwierdzenia jej
makroskopowych objawéw, ktére okleno jako ,zepsute eby”. Wspbiczesna
definicja okréla ja, jako miejscowe zniszczenie tkankba przez kwasy organiczne
produkowane przez bakterie. Obecnie diagnostykegstopréchnicowego opiera si
na kilku pohczonych wynikach bada do ktérych nalzs: obecné¢ aktywnej
bakteryjnej ptytki nagbnej na powierzchnigba, zmiana w przezierda szkliwa
I jego struktury na powierzchni oraz ubytek (8) .

Préchnica gbdw rozwija s¢ w miejscu, gdzie mdiwe jest gromadzenie @i
bakterii i tworzenie biofilmu, ktory nie jest ¢to i w odpowiedni sposoéb tzn.
profesjonalnie usuwany lub naruszany mechaniczmieutie, abrazja, atrycja (50).

Do préchnicy gbow dochodzi, gdy procesy demineralizacyjne przeua
nad remineralizacyjnymi. Proces rozwijag swieloetapowo. Zachodza coraz
wieksza utrata zwizkdébw mineralnych szkliwa, powoduje patizowo zmiany
na poziomie ultrastrukturalnym, ktére z czasem snpgzef¢ w otwarte ubytki
szkliwa i przez gbing dojs¢ do miazgi. Utworzenie ubytku jest kmowym stadium
préchnicy zba (114).

Wedlug czotowego badacza Silverstone (167) ognigk@chnicowe
rozpoczyna si w warstwach podpowierzchniowych szkliwgba i mae sk w nich
rozwija¢c nawet przez okoto 3 lata. Klinicznie, takmiare obserwuje i jako, biah,
opalizupca plame (white opaque spot, white spot lesiofis50).

Na wczesne zmiany prochnicoweafies incipiensw szkliwie mag wptyw
zachodace w jamie ustne] procesy demineralizacyjne i reamdhzacyjne.
Spostrzeenia te potwierdzito wielu badaczy, m.in.: Fejersk49), Kidd (94), Marsh
(114), ten Cate i wsp. (25), Silverstone (166, 167)

Jako pierwsi zjawisko podpowierzchniowych zmian wklisvie zebow
zaobserwowali Hollander i Saper (1935), ale uzmaliza fotograficzny artefakt
(3). Pae lat p&niej autorzy Applebaum (1940), Thewlis (1940), Be§1953),
Coolidge i wsp. (1955), Gray i Francis (1963) zbadaweryfikowali zjawisko

podpowierzchniowej demineralizacji szkliwa (3, 166)



Darling (1942) produkowat sztuczrprochnig szkliwain vitro prowadac
inkubacg zebow w bulionie z laktog zaszczepionym mikroorganizmami
kwasotwoérczymi i w roztworze z kwasem mlekowym. Btake uszkodzenia
w kazdym z tych systeméw, w badaniu mikroradiograficzpymykazaty nietkngta
warstwe powierzchown nad zdemineralizowanym obszarem. Badacz sugerawat,
zachowanie tej powierzchni me by spowodowane obecéma posiadanej ,btonki”
szkliwa (166).

W kolejnych déwiadczeniach Darling (1958) zademonstrowat miejsca
.przejscia” czynnikdbw  préchnicotworczych przez  powierzahniszkliwa.
W mikroskopie polaryzacyjnym i metedmikroradiografii wykazat,ze @ one
Zwigzane z przebiegiem linii Retziusa w zmienionym aiozz (166).

Hals i wsp. (1955) przedstawili zaziek midzy procesem demineralizacji
a dyfuzh kwaséw do szkliwa. Wykazalie jest tylko jedna midiwos$¢ wytworzenia
podpowierzchniowych zmian, przez pozostawienie wodpdnio dobrze
zmineralizowanej warstwy powierzchownej szkliwagrf pH wynosi 4,12 — 5,25.
Ponadto zademonstrowate usungcie tej pierwotnej warstwy i wyeksponowanie jej
na warunki sprzyjace podpowierzchniowe] demineralizacji, powoduje ptamie
ubytkow powierzchniowych — na zewtrenej powierzchni szkliwa (166).

Z kolei Sperber i Buonocore (1963a) uzyskiwalivitro zmiany w postaci
»White spot§ wykorzystupc do tego bufory kwasowe i wykazake atak kwasow
na powierzchri jest redukowany, gdy do tego buforu zostdadane pewne aniony
kwasowe (166).

Gray i Francis (1963) wytwarzali tad préchnie zecbow w warunkach
in vitro, przez zastosowanie buforu kwasowego z dodatkieranicgnego polimeru,
hydroksyetylocelulozy oraz jonow wapnia w posta@Gb. Z przeprowadzonych
bada& mikroradiograficznych wynikato, ze jony te redukowaly stopie
demineralizacji i powodowaty wzrost grudmp nietknktej zewrgtrznej warstwy
powierzchownej szkliwa (3, 166).

Jak zauwazyli Brudevold i wsp. (1965) wksza odporn& warstwy
powierzchownej szkliwa na rozpuszczanie jest piaupa charakterystycznemu
sktadowi tej warstwy, wysokiemu stopniowi mineralkii oraz matej zawartai

wody i weglandéw a take kumulowaniu jonéw fluoru (166).



Jeli zab nie ma zmian makroskopowych, staje snazliwe samoistne
cofniccie wczesnych zmian préchnicowych, przy zachowarpowiedniej dawki

fluoru i $linie bogatej w mikroelementy (167, 17830).
1.1 Mikroflora jamy ustnej

Jak oszacowano, ciato cztowieka liczy w przyhiiu 13* komérek, z czego
tylko 10% z nich jest charakterystycznych dla organu ludzkiego, bowiem reszta
(90%) to komorki drobnoustrojow. Te mikroorganizrstanows stah, rezydenta
mikroflorg. Zasiedlanie organizmu cztowieka przez mikroorgamy rozpoczyna 8i
W momencie jego narodzin lub ztyo narodzinach, a mikroflora zmdicowana
i w miarg stabilna wtedy pozostaje w réwnowadze z makroorgaem
(homeostaza) (114).

Zdrowa jama ustna jestrodowiskiem-ekosystemem, w ktorym wystije
kilka siedlisk okrélonych gatunkow mikroorganizmow. W tych siedliskach
uznanych za nisze, poszczegolne gatunki drobngastrpeina te same funkcje
I uniemaliwiaja innym mikroorganizmom zasiedlenie danej niszy. athig ustnej
wyodrebnia st kilka charakterystycznych nisza $: usta, btondluzowa policzkéw
I podniebienia, gzyk, dzhasta i powierzchnie twarde czylicky. Kazde z tych
srodowisk podlega zmianom w agu categozycia cztowieka. Obecnie mina
zidentyfikowa co najmniej 300 gatunkow drobnoustrojow veystiacych w jamie
ustnej (114).

Btony sluzowe jamy ustnej noworodka, wagu kilku godzin po jego
urodzeniu, zostajskolonizowane przez pierwsze drobnoustroptdsziarenkowce
Gram-dodatnie z gatunkstreptococcus salivariug.e pierwsze bakterie noworodki
nabywaj od matek. W p#niejszym czasie pojawigjsic kolejne streptokoki
nalezace do gatunkéwS.mitis, S.oralis, S.anginosusS.gordonii Z uptywem lat
mikroflora organizmu ludzkiego stajegstoraz bardziej urozmaicona. Pojawiaje
bakterie Gram-ujemne beztlenowe z rodZapsobacterium, PrevotellaVeillonella
(116). Mog@ takze by obecne drobnoustroje mikroaerofilne, tjar@pylobacter,
Capnocytophaga, Leptotrichiazy Eikenella. Wyrzynanie si pierwszych zbdw

mlecznych powoduje powstawanie kolejnych nisz jansynej. Do powierzchni



zcbow przylegaj drobnoustroje, ktére m@j ceclky adhezji. Wrdd nich g

paciorkowce z gatunkowStreptococcus mutangraz S.sanguinis (poprzednio
S.sanguis Z czasem do mikroflory jamy ustnej dotap ziarniaki Gram-ujemne
Neisseria bakterie nitkowate Gram-dodatniActinomyces pateczki z rodzaju
Lactobacillus, Rothia, Porhyromonasa take Aggregatibacter (poprzednio
Actinobacillu3. Pojawieniu s zebOw towarzyszy szczelina dstowa z jej

wilasnym, odgbnym zrédtem skladnikéw odywczych — pltynem dastowym.

Szczeliny kolonizowaneasgtownie przez drobnoustroje beztlenowe, tjctkir z

rodzajuTreponemabraz wrzecionowce z rodzakusobacterium

Przy wymianie ugbienia z mlecznego na state mikroflora podlega pewn
zmianom (18). Na zmignmikroflory dodatkowo wptywaj zaktadane do ubytkow
wypetnienia, ekstrakcje ¢bow, wytkowanie protez gowych oraz wszystkie
zabiegi stomatologiczne (np. zaémie implantu czy wykonanie scalingu).

Na mikroflore jamy ustnej wptywa obecna tdlina, ktéra umaliwia
utrzymywanie neutralnego pH, temperatura w zakr@&&e 36°C oraz swoiste i
wrodzone odporri@iowe czynniki obronne gospodarza (1143.t8 tzw. czynniki
endogenne. Do czynnikbw egzogennych oddziekgh na floe jamy ustnej zalicza
si¢: higiere jamy ustnej, pokarm, choroby, zavane leki, palenie tytoniu, radio-
I chemioterapi. Wiek i ptet takze wptywap na rodzaje bakterii obecnych w jamie
ustnej. U os6b starszych e¢sto pojawiag grzyby dradzopodobne z rodzaju
Candida, a nawet patogeny oportunistyczne, normalnie nistypyjace w jamie
ustnej takie jak pateczki jelitowe, np.Klébsiella spp., Escherichia spp.,
Pseudomonas spp.

Flora jamy ustnej podlega pewnym zmianom przez oade osobnicze: tzn.
od narodzin, po pojawieniu ¢sizebOw mlecznych, nagpnie statych, po utracie
uzebienia i w okresie kytkowania protez gbowych (114).

Plytka nazbna jest to nalot utworzony na powierzchniach twelndjamy
ustnej, ktéry sktada siz zywych i martwych bakterii, ich produktéw metaboliam
wraz z produktami gospodarza, pochgryani zesliny (157).

Plytka nagzbna, zwana te bakteryjra, tworzy s juz w kilka minut po
oczyszczeniu gbéw. Na czystych powierzchniackelwdw odktada s najpierw

bezbakteryjna btonka nabyta (pellicle), w ktérejaskie g obecne glikoproteiny



(fosfolipidy, lipidy), pochodzce zesliny (104, 154, 171). Pellicle pojawigma se

w ciagu 4 godzin, jest formbezkomédrkow o grubdci okoto 0,01-Lim, do ktorej
przylaczap si¢ drobnoustroje. Adhezja-przyleganie bakterii do @oachni zbow
jest maliwe dzigki obecndci, na powierzchni komorek bakterii, struktur zwehy
adhezynami, ktore rozpozmaj odpowiednie receptory glikoproteinowe
zlokalizowane w btonce nabytej. U bakteriig@ldhezyn pehai najczsciej fimbrie.
Czynniki pochodzce od gospodarza, np. cztowieka, zwaadigandami. Ligandy

i adhezyny 4cza sic ze soh za pomog sit Van-der-Waalsa lub elektrostatycznych
(19).

Blonka nabyta peini wana, modyfikupca role w rozwoju procesu
prochnicowego. Jej selektywna przepuszczgnmgranicza transport jonow,
zarowno do wewdtrz, jak i na zewstrz tkanki zba. Dzeki niej nastpuje
zahamowanie odwapniania podpowierzchniowych warstekliwa =zba w
warunkachn vitro (193).

W pocatkowym etapie tworzenia eiptytki bakteryjnej w warunkach
tlenowych, jako pierwsze przylegajziarenkowce Gram(+). Nale do nich
paciorkowce z rodzajustreptococcusz gatunkow: S.oralis, S.mitis, S.sanguinis,
S.gordoniiczy S.mutans(ok.2%). W cagu doby szybko wzrasta ich liczba w ptytce
nazbnej. W zalenosci od miejsca powierzchnigba bakterie tworz pojedynca
warstwe lub wiele warstw. W agu 48 godzin formowania iptytki nazbnej
paciorkowce s grum dominupca, zarowno na szkliwie, jak i na powierzchni
korzenia zba. Dowodz tego badania przeprowadzone w warunkachvivo
I in vitro (139).

We wczesnym etapie, w wytworzonej kilkugodzinneytpé nazbnej
stwierdza si mniejzywych bakterii w porownaniu z fazami fadiejszymi, np. po 24
godzinach. Badania wykazayype we wczesnej fazie dziadagntybakteryjne czynniki
sliny, ktére hamuyj przyleganie bakterii (187%treptococcus mutans i S.sobrimis
odgrywaj znacznej roli w pocgkowym okresie tworzenia @iptytki i stabo
przylegaj do niej. Dotyczy to zwlaszczaS.mutans,mimo iz produkuje lepkie
zewrgtrzkomérkowe polisacharydy (140).

Dzigki wytwarzanym odpowiednim receptorom, paciorkoweeny ustnej

moga selektywnie przyiczat do siebie kolejne drobnoustroje, np.: Gram-dadatn



bakterie z rodzajlActinomyces pateczki z gatunkuCorynebacterium matruchotii
czy Propionibacterium acnesGatunki Streptococcus gordonii, S.sanguinigy
S.oralis przylaczap pateczki Actinomyces naeslundido ktérych z kolei mag
dofaczy¢ pateczkiEikenella corrodensub ziarniakiVeillonella atypica(101).

Niektore bakterie wytwarzajwielocukier tzw. glikokaliks na powierzchni
sciany komorkowej, ktory ufatwia ich kolonizacji przyleganie do rénych
powierzchni twardych i ngkkich. Ponadto umiiwia on zlepianie s bakterii, ktore
nie maj zdolngci adhezyjnych (157).

W miar pogrubiania si ptytki nazbnej mana zauway¢ przesuwanie 8i
dominacji z jednej grupy bakterii na deugPaciorkowce usgpuja miejsca
promieniowcom, ktére coraz bardziej przeaja w ptytce. W dojrzatej ptytce na
0got juz nie wystpuje np. pionierski paciorkowies.oralis (96).

W kilkudniowej pitytce nagnej bakterie z rodzajuActinomyces
umiejscowiag Sic prostopadle do powierzchnklza, a do nich przylegajkolejne
bakterie sferyczne, twoge struktury zwane ,kolbami kukurydzy”. Struktury te
sktadaj sie z widkna centralnego (pateczka) pokrytego kulistgimobnoustrojami
(117). Agregacja bakterii jest #wva cech wspomagagca tworzenie warstw
i zwiekszapca réznorodna¢ gatunkéw w ptytce nabnej. W miag uptywu czasu
w piytce nazbnej obnia skt potencjat oksydo-redukcyjny, doprowadgajdo
wytworzenia warunkéw beztlenowych i zaczyngjrzewaac w niej beztlenowce
i bakterie mikroaerofilne z gatunkWeillonella atypica, Rothia dentocariosa,
Fusobacterium nucleatum, Corynebacterium matruchBtiopionibacterium acnes
iz rodzajow Peptosteptococcus, Leptotrichia, Prevotella, Pgrpmonas,
Treponemaczy tez Aggregatibacter (156) Po 9 dniach w piytce domiruyj
drobnoustroje beztlenowe. Kilkutygodniowa ptytkaz¢tma jest ja struktug
dojrzah, dobrze zorganizowanw ktérej bakterie stanowi 50-70% a nawet 80%
catej je] masy, $ zbite iscisle przylegag do bezpostaciowej formy ptytki — tzw.
matrycy (matriy. Liczba bakterii w ptytce wynosi 1tig masy (12, 114).

Badania laboratoryjne wykazyjze skiadnikisliny wptywaja na adhezj
drobnoustrojéw do powierzchnilzdw. Biatka bogate w prolin powoduj lepsze
przyleganie do hydroksypapatytu szkliwa bakteBi.mutas, Porphyromonas
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gingivalis, Prevotella loescheiczy P.melaninogenica,a stateryna unmiwia
adhezg Actinomyces viscosufl34).

Bakterie wytwarzaj rozne enzymy, ktére tale ulatwiaj im przexycie
w plytce nagbnej. Paciorkowce S.oralis produkuj proteazy trawice
immunoglobuliny IgA. Promieniowce i niektére szcyefs.mitis wytwarzaj
neuraminidazy, ktére odcinaprupe kwasu sialowego z t@ucha oligocukrowego,
obecnego w mucynidinowej (114).

Zrodtem paywienia dla bakterii, zarébwno tych w jamie ustngak
i w bakteryjnej plytce nabnej, s tzw. czynniki endogenne i egzogenrsdina,
czynnik endogenny, dostarcza im organicznych skkadwn takich jak peptydy,
glikoproteiny, glukoza oraz sktadniki mineralnegglbwodany, czynnik egzogenny,
sa metabolizowane przez bakterie ptytki na kne produkty, ktore naginie biog
udziat w procesie demineralizacji szkliwa, prowggan do prochnicy goow (114).

Pitytka nazbna zostaje utworzona na ekszasci powierzchni zbow.
W zaleznosci od miejsca pochodzenia, wyrda dwa rodzaje ptytek nelanych —
naddzastowa i poddzastows. Ptytka naddzistowa tworzy si na bruzdach (gtéwnie
trzonowcow), na powierzchniach stycznyckbaw i na powierzchniach gtadkich
zebbw (policzkowych i podniebiennych). Ptytka podgddwa powstaje ponej linii
dziaset i w szczelinie dzstowe;.

Bakteryjna ptytka nagbna mae ulec mineralizacji (zwapnieniu). slieslina
jest bardzo przesycona jonami wapniowymi i fosforaymi, to jony te mog zosta
odtozone w warstwy piytki nagbnej. Gdy nie ma przeszkod, ptytka rozrastg i
a drobnoustroje, za pomperoteaz i fosfataz, maglegradowé niektére czynniki
sliny (np. stateryn) i sprzyj& procesowi mineralizacji. Two#zsic nierozpuszczalne,
zlewapce s¢ krysztatki fosforanu wapnia i bakteryjna ptytkazelana zmienia si
w kamiem nazbny. W skiad dojrzatego kamienia rhmnego wchodzi 80%
zmineralizowanego materiatu (sucha masa), a 208ktéainiki organiczne (157).

Kamien nazbny ma porowat szorstlg powierzchng i dlatego jest idealnym
miejscem kumulowania i szkodliwych toksyn bakteryjnych, sprzyjaych

chorobom przygia.
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1.2 Slina — rola w procesie prochnicowym

Slina to staly i bardzo wany element jamy ustnej. Jej giowrpla jest cagte
zwilzanie btonsluzowych policzkéw, dziset | gzyka oraz powierzchnigbow.

Slina jest wydzielia kilku gruczotéw slinowych duzych i matych. Due
gruczoty stanowd parzysteslinianki przyuszne, podgykowe i poduchwowe.
To one w 90% wytwarzajsling. Resztasliny jest wydzielim matych gruczotow
slinowych, umiejscowionych w bloniéluzowej jamy ustnej, z wyjkiem dziaset
I czesci przedniej podniebienia twardego. #hie mieszanej wysgpuje niewielka
ilos¢ ptynu dziastowego, pochodizcego ze szczeliny ditowej, resztki pokarmowe,
ztuszczone komorki nabtonka oraz bakterie wraz e pcoduktami metabolizmu.
Gtownym skiadnikiem sliny jest woda, ktdra stanowi 99%. Pozostat¢l%) to
biatka, elektrolity, czynniki organiczne jak i nig@aniczne. Zdrowy cztowiek
wydziela od 0,5 do 1 litrdiny dziennie (39).

Wyrézniamy dwa rodzajesliny, tzw. niestymulowas i stymulowan.
Podstawowdlina zostaje wydzielana do jamy ustnej bez stymuiatazywana jest
§lina niestymulowan, spoczynkow. Slina spoczynkowa, wydzielana w 65% przez
slinianki przyuszne i podgykowe, jest ptynna, wodnista, przejrzysta i lekgdy:
produkup ja komorki surowicze tych gruczotow. eé&ta, lepka isluzowa slina
pochodzi z&linianek podniebiennych i nasadyzyka. Mieszanigliny, pochodacej
Z rGznych gruczotdéw, nagpuje podczaszucia, poruszaniaggykiem czy ustami.
Slina spoczynkowa ma wa&é pH w zakresie od 6,5 do 6,9, éina mieszana
stymulowana ma pH 7,0-7,5. Jest ona bardziej pltywnprzeciwiéstwie dosliny
spoczynkowej. l16¢ wydzielania jej zaley od czstasci stymulacji (96).

Wydzielanigsliny mieszanej spoczynkowej (np. ¢dizy positkami — gdy brak
dziatania bodca) wynosi 0,3-0,5 ml/min. Spgwanie pokarméw pobudza do
aktywnaci 3 dwze gruczotyslinowe, a pedkos¢ wydzielaniasliny zwigksza st od
1,5 do 2,3ml/min. Podczas snu natomiast wydzielggjieulega zdecydowanemu
obnizeniu i mae wynosté do okoto 0,05ml./min.

Zaleznie od miejsca w jamie ustndgjina ma inny skiad, obkjos¢ i szybka¢
przeptywu. Po powierzchniach gtadkich lepiej sptywaisuwa zanieczyszczenia

niz w bruzdach i rowkach na powierzchngbbpw. Nierownomierny jej przeptyw
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powoduje, ze niektore powierzchnie asbardziej narzone na powstawanie
bakteryjnej ptytki nagbnej (134).

Slina zawiera wiele sktadnikéw organicznychs$héd nich g biatka, lipidy,
weglowodany, czy te azotowe substancje niebiatkowe (mocznik, kwas owgy.
Wazna role przypisuje si biatkom naleacym do immunoglobulin klasy A, M i G.
Najwicksze stzenie w slinie uzyskup przeciwciata IgA, zwane wydzielniczymi
(sekrecyjnymi), ktére wspomagajfagocytoz paciorkowcow przez leukocyty.
Razem z immunoglobulinG te przeciwciata aszdolne go aglutynacji niektorych
bakterii, np.Streptococcus mutanstatwiapc usuwanie ich z jamy ustnej wraz ze
slina. Hamup takze przyleganie bakterii do nabtonkéw policzkow iskliwa (106).
Natomiast immunoglobulina M wywiera silne dziakatfityczne na drobnoustroje.

Mucyna (glikoproteina) jest bardzo waym biatkiem slinowym, ktore
pofaczone z wglowodanami przyczynia gido optaszczania i usuwania niektorych
drobnoustrojéw z jamy ustnej (151). Oprocz tegdkhaiabecne s takze histatyny,
syntetyzowane przez komorki przewodow wyprowagtaah Slinianek -
podzuchwowej i przyusznej. Histatyny to niskasteczkowe peptydy, ktore
wykazup zdolngci bakteriostatyczne jak i bakteriobdjcze wolpsaciorkowcow
Z gatunku Streptococcus mutaneraz wobec grzybow, np. z rodzafbandida
Aspergillus  (88). Obniony poziom tych peptydéw zauwma Sk
u pacjentow zakenych wirusem HIV, u ktorych ¢sto dochodzi do
oportunistycznych infekcji grzybiczych w jamie usiig112).

Slina zawiera take cystatyny ktére petni funkcje ochronm i hamup
dziatanie niektérych proteaz bakteryjnych (89). G@tme g rowniez peptydy
o wysokim powinowactwie do hydroksyapatytu twmego szkliwo. % to tzw.
stateryny biatka bogate w prolin (PRPs), wytwarzane przedinianki przyuszne
I podzuchwowe. Z nimi wiza sig, jako jedne z pierwszych, baktestreptococcus
gordonii, gdy zaczyna formowéasic bakteryjna ptytka nabna (101). Ral ich jest
spontaniczne hamowanie precypitacji wapnia i twoikgrodowiska ochronno-
naprawczego, potrzebnego do zachowania integi@lnaebow. Kochaska
w badaniach wykazatag mata ilé¢ stateryn wélinie nasila rozwoj préchnicy (99).

Z wymienionych powyej peptydow tylko histatyny i PRPg skladnikami
charakterystycznymi wytznie dlasliny (158).
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Lipidy, obecne w malym ateniu w slinie, to gtdwnie wolne kwasy
ttuszczowe, cholesterol i fosfolipidy. Przypuszeag ze razem z mucynami meg
hamowa przyleganie bakterii do powierzchnicl®®w oraz zapobiega dyfuzji
kwasow bakteryjnych przez btogkabyt, pokrywapca zeby.

Lizozym to biatko enzymatyczne, ktére uczestniezljzie komorek bakterii
Gram(+) i grzybow z rodzajGandida,wystkpujacych w jamie ustnej. Powoduje ono
hydrolizz  wiazania p(1-4) pomedzy kwasem N-acetylomuraminowym
a N-acetyloglukozoaminwarstwy peptydoglikanowejciany komorki  bakteryjnej
(134).

Laktoferryna, to kolejna glikoproteinglinowa, zdolna do wizania
i blokowania dosfpu do zelaza patogenom jamy ustnej. Ma dziatanie
bakteriostatyczne (10,11,141). Laktoferryna woldaelaza to tzw. apolaktoferryna,
ktora wykazuje bojcze dziatanie wobec paciarg@w z gatunkuS.mutansOho
I wsp.(142) wykazali w badaniagh vitro, ze laktoferryna hamuje adheZy.mutans
do hydroksyapatytow ebdw pokrytychslina.

Sialoperoksydaza (peroksydagiimowa), jak i mieloperoksydaza stanawi
tzw. system peroksydazy ®inie (41). System ten uaktywniagsw srodowisku
tlenowym i wykazuje wysak aktywnad¢ przy niskim pH. Dziala tale
przeciwbakteryjnie. Chroni biatka i komorki gospara przed toksycznym
dziataniem nadtlenku wodoru £8,), wytwarzanym przez niektore gatunki statej
flory jamy ustnej, np.Streptococcus mitisW zalenosci od pH i sgzenia
toksycznego podcyjanitu (pH olktye) lub kwasu podcyjanowego (pH niskie)
system peroksydazy blokuje metabolizm baktSrinutans, L.acidophilugrzybow
drozdzopodobnych i wielu bakterii beztlenowych. Wykazypenadto dziatanie
przeciwwirusowe.

Amylaza jest enzymem obecnyméiinie w najwigkszej ilasci, stanowi okoto
50% catkowitego biatkdliny. Bierze udziat w procesie trawiennym w jamne;,
rozkltada skroki na cukry — maltog i glukoz. Maltoza mae by fermentowana
przez bakterie jamy ustnej. Rolamylazy jest oczyszczanie jamy ustnej
z pozostatéci pokarmowych i powstagych tu kwasow (134).

Waznym sktadnikiemsliny, ktéry podnosi pH w jamie ustnej, jest peptyd

slinianki przyusznej, zwany sialin(134). Podob: role petni produkt metabolizmu
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gruczotowslinowych mocznik, degradowany do amoniaku i dwutlemegla przez

ureaz, ktora wytwarzaj bakterie obecne w plytce rgonej. Amoniak uczestniczy
w zobogtnianiu kwaséw. Podwgzone pH chroni szkliwogbow przed szkodliwym
dziataniem kwasow produkowanych przez bakterie jastgej (114).

Oprocz organicznychglina posiada take nieorganiczne skfadniki. aSto
kationy i aniony w postaci jonowej, ktérych §tow slinie nie jest stata i podlega
wahaniom dobowym, na skutek reakcji zachwmgzh w jamie ustnej. Wkszas¢
z tych czynnikow pochodzi z krwioobiegu (147).

Jedne z waniejszych jonow, to aniony wodor@glanowe (HCQ), ktére
tworza system buforowysliny - wodoroweglan/kwas wglowy. llos¢ aniondw
HCO;s" znacznie wzrasta winie stymulowane;.

Fosforany, w postaci PO, HPQ?, H.PQ,", stanows wazne sktadowe
mineralnesliny. Wptywaja na struktu¢ szkliwa w czasie dojrzewania i w procesie
remineralizacji. Tworz ponadto uktad buforowy — fosforan/kwas fosforowy.
Na stzenie jonoéw fosforanowych wptywa pEliny. Ze wzrostem podatsoi na
prochnie obniza sk skzenie fosforandbw w spoczynkoweilinie mieszanej
I znacznie spada poziom pH (98).

Obecne wélinie jony chlorkowe (C) aktywup amylaz, a jony fluorkowe
(F) wplywaja, podobnie jak fosforany, na strukdurszkliwa i proces jego
demineralizacji. Fluorkom przypisuje¢sdziatanie bakteriostatyczne. dtojonow
fluorkowych wlinie zalezy od ich s¢zenia w srodowisku, np. w wodzie pitnej.
Jony jodowe (J wyskpuja w systemie peroksydazy, tym samym biodziat
w mechanizmach obronnych jamy ustnej.

Do kationéw nalgyg jony sodowe (N3, potasowe (K), wapniowe (C¥)

i magnezowe (Mtf). Jony sodowe i potasowe hiardziat w transporcie aktywnych
zwiazkéw przez btony komoérkowe. Jony KCa'? wystepuja w §linie stymulowanej

na stalym poziomie, podczas gdyzsie jonéw N& wzrasta.Slina spoczynkowa
ma niski poziom jonéw sodowych. Jony sodowe, obean&ydroksyapatytach,
sprzyjap ich rozpuszczaniu w kwasach produkowanych przebribustroje jamy
ustnej. Wap w élinie moze wystpowa postaci wolnej — zjonizowanej lub
zZwigzanej, w zalenosci od pH $liny. Wiadomo, ze apatyty szkliwa tale s

zbudowane z tych jondw. Jony wapniowe bioudziat w remineralizacji
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pocatkowych, drobnych uszkodi#e szkliwa. Magnez, podobnie do wapnia,
uczestniczy w budowie szkliwaglzéw i aktywacji wybranych enzymowliny.
Jednalke zbyt dua jego ilg¢ w hydroksyapatycie zwksza rozpuszczaldé szkliwa

w kwasach (147).

W jamie ustneglina spetnia rad: ochronn, buforows, obronm, odzywcza,
trawienry i wydalnicz (147).

Funkcg ochronm zawdzecza swojej ptynnej konsystencji i obednb
glikoprotein. Tworzy warstev pokrywapca wszystkie struktury mgkkie
I twarde jamy ustnej. Chroni przed zranieniem i wgzgeniem, utatwiazucie
i potykanie pokarmow. Mechanicznie oczyszczagarstry z resztek pokarmowych,
ztuszczonego nabtonka, jak i obecnych tu licznyabdoustrojéw.

Buforowa funkcja sliny zwiazana jest z obectca dwodch uktadow:
weglanowego i fosforanowego. Po&ki jony wodorghanowe g w slinie i jej pH
nie ulega zmianie, to zachowana jest rownowaga éwaszasadowa i dochodzi do
neutralizacji kwasow organicznych, pochacizch z pokarmu i produkowanych
przez bakterie jamy ustnej. sliepH jest kwdne, to obecne tu jony HGOIlub
amoniak wiaza jony wodorowe. Pojemr6é buforong warunkuje tempo
metabolizmu, gospodarka hormonalna oraz stan zdroWwaa sk, ze jest ona
wyzsza u mzczyzn ni u kobiet (103).

W sprawowaniu funkcji agywczejsliny pomagaj jej sktadowe mineralne
czyli: jony wapnia, fosforanowe, magnezowe i flumnle, poniewa biora udziat
w dojrzewaniu oraz remineralizacji szkliwebdw. Przy pH wynosgym 5,5,8lina
stanowi roztwor nasycony jonami wapniowymi i fosfioowymi w stosunku do
hydroksyapatytow szkliwva. de pH obniza sk, $lina staje si roztworem
nienasyconym tych jonow, co prowadzi do ich dyfuzfiydroksyapatytow dgliny.
Ponowny wzrost pH, nasycenie roztwolliny jonami wapnia i fosforandw,
powoduje odwrotny przeptyw jondw, tzn. deny do hydroksyapatytow. Wae jest,
aby pH nie spadato pamj wartgci 5,5, gdy wtedy dochodzi do znacznej utraty
zwigzkow mineralnych, a to prowadzi do wypadania z prgtow szkliwa

hydroksyapatytow i powstania ubytku.
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W funkcji trawiennejsliny pomagag jej enzymy slinowe, tj. amylaza
(ptialina) czy lipaza. Amylaza rozktada nierozpemsne wielocukry — skrobido
maltozy, a lipaza poeiykowa metabolizuje g&¢ ttuszczow (83).

Wydalnicza rolaliny polega na usuwaniu z jamy ustnegmgch substancji.
Sa to odpowiednio np. jony metaligzkich (otdéw), mocznik i niektére leki.

Rola obronnasliny sprowadza si do ograniczenia adhezji bakterii do
powierzchni bton $luzowych 1 =zbow. Uczestnicz tez w tym procesie

sialoperoksydaza, lizozym, laktoferryna, aglutynipyzeciwciata.

1.3 Weglowodany — rola w procesie prochnicowym

Liczne badania prowadzone do tej pory udowodriéyweglowodany g ta
grum skladnikbw dostarczanych z diet ktdra ma najwikszy wplyw na
zapocatkowanie przez bakterie demineralizacji tkanekaz (78). Rane pokarmy
oraz napoje, zawiergje due ilosci cukru, przyczyniaj sk do obnienia pH
w bakteryjnej ptytce nabnej. Bakterie metabolizaj weglowodany do kwaséw,
ktére powoduyj obnizenie pH do warti krytycznej, wynoszcej 5,0. O ile nie
zadziata system buforow§yiny, przywracagcy pH do poziomu neutralnego 6,5 - 7,0
I nie nasipi usunecie kwasow, mge dof¢ do zainicjowania podpowierzchniowej
demineralizacji szkliwa.

Za weglowodany zwizane z rozwojem prochnicy uwa Skt niektore
monosacharydy, disacharydy i polisacharydy. Do msanbarydéw zaliczamy:
glukoz i fruktoze; do disacharydow sachakgz maltoz i laktoz; a do
polisacharydow skrobi Spardéd wymienionych wglowodanow najwikszy udziat
w préchnicy ma sacharoza.

Sacharoza to gglowodan oddziatywuacy najbardziej niekorzystnie nalwy,
poniewa jest najlepszym substratem dla bakterii préchmidotzych. Jest
rozktadana do glukozy i fruktozy. W obedob tego wglowodanu bakterie
najszybciej syntetyzaj zewratrzkomoérkowe polisacharydy, wchagz w skiad
bakteryjnej ptytki nagonej.
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Hardwick (70) uwazat, ze w staraytnosci préchnica wysipowata rzadko.
W diecie ludnéci zyjacej w tej cywilizacji nie byto cukrow, gdyich diet stanowity
najczsciej ziota, surowe ziarna i korzenie $lia. U ludzi wspoétczénie
egzystujgcych w prymitywnych warunkach jest podobnie. 3peaja niewielkie
ilosci weglowodanow i prochnica wygbuje u nich na niskim poziomie. Wraz
z narastajcym dobrobytem, gdy zmienigsic nawyki zywieniowe, dochodzi do
wzrostu zachorowana prochnig (96).

Stephan ja w 1944r. wykazat dawiadczalnie bezpwednh zaleznosé
migdzy niskim pH ptytki nagbnej i skoncentrowanymi w niej kwasami a zmianami,
jakim podlega w tych warunkach twarda tkankgb&@v (150). Ptukanie 10%
roztworem sacharozy ,aktywnych ubytkéw prochnicotycdoprowadzato do
uzyskania w ptytce nabnej najniszego pH. Natomiast najwgze wartéci pH
stwierdzano na powierzchni szkliwa zdrowegoowddnit tym samymze osoby
Z intensywnr prochnig naraaja Sic ha ni jeszcze bardziej stosigj niewtaciwa
diete, spaywajac czsto due ilosci weglowodanow (150).

Bakterie ptytki nagbnej mog produkowa& bardzo duae ilosci kwasow przy
dostarczaniu nawet niewielkiej $icd cukrow. Michalek i wsp. (126), w badaniu
przeprowadzonym na gnotobiotycznych szczurach wglkaze dieta zawierara
niewielka ilo§¢ sacharozy np. 0,1% me by wystarczajca do zapocikowania
prochnicy powodowanej przez paciorkowce z gatuskmutans. Trudno zatem
ustalé taka ilos¢ sacharozy, aby nioa byloby uzné ja za granicza, ktora jest
bezpieczna dla ebéw. Takie same truddoi dotycz ustalenia bezpiecznego
poziomu dla glukozy i fruktozy, ktérea s spazywane w codziennej diecie. Inaczej
jest z laktoz obecra w krowim mleku, ktdg uwaza st za umiarkowanie kariogean
Cykliczne spaywanie laktozy i jej wydtlaony kontakt z gbami, na skutek
zalegania, doprowadza do spadku pH ptytki (58, 1B&dania mleka ludzkiego
wykazaly,ze ma ono wiszy zawartd¢ laktozy niz krowie. To samo dotyczy ifi
wapnia i fosforanow, ktore blokujozpuszczanie szkliwa przez kwasy.

Marthaler (118) oraz Newbrun i wsp. (135) zbadadlemos¢ miedzy
spazywaniem cukru a prochnizebdw u 0séb, ktére majrodzor nietolerangi na
fruktoze. Osoby te nie magspaywaé fruktozy, jak i sacharozy, ktora skiadg si

Zz glukozy i fruktozy. W badaniu oséb z nietolerandjuktozy okazato si
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iz pomimo podawania im sacharozy, préchnica ksztatawe na niskim poziomie
(197).

Badania skrobi wykazatyze nie sprzyja ona rozwojowi préchnicy (135).
Duza masa cteczkowa nie umitiwia dyfundowania w gib plytki nazbnej
I dlatego gromadzi siona na jej powierzchni. Jedriak przedtaone zaleganie tego
polisacharydu w jamie ustnej doporowadza do jegirdlizy na cukry proste, dgki
amylazie s§linowej. Spaywanie skrobi surowej prowadzi moze jedynie do
niewielkiego obnienia pH ptytki nagbnej. Skrobia poddana obrébce np. poprzez
gotowanie przyczynia sido takiego samego lub nieznacznego spadku pH, jaki
powodup inne cukry (laktoza). Ma to zadek z tym,ze obrébka skrobi wptywa na
skrécenie tacuchow molekularnych, ktore z tatéama mogy wnikac do pilytki
nazbnej i dalej ulegarozktadowi. Na potwierdzenie tego zjawiska Lingstri wsp.
(107) przeprowadzili daviadczenie, w ktérym wykazalize potrawy podawane
migdzy positkami sporglzone tylko ze skrobi spgwczej, przyczynig sie do
nieznacznej demineralizacji szkliwa oraghimy. Natomiast, gdy positki zawieraty
inne cukry, utrata sktadnikow mineralnych szkliwdabznacznie wiksza.

Streptococcus mutanmosiada wiele enzyméw zdolnych daaia rdznych
wiazan obecnych w cgsteczce skrobi. Jednak nie ma to wakszego wplywu na
tworzenie s ubytkbw w zbach, gdy bakterie te nie wytwarzajkwasu ze skrobi
(114).

Zatem z bada wynika, ze decydujcy wptyw na rozwoj prochnicy ma
Czestas¢ spazywanego cukru i czas jego przebywania w jamieejstmnie jego iléé
(68, 197).

Podsumowujc, najwiksze obnienie wartéci pH w bakteryjnej ptytce
nazbnej powoduje sacharoza, mniejsze fruktoza, maliagakoza, a najmniejsze

skrobia (nieprzetwarzana), ktéra jest uznawanaieiariogena.
1.4 Podatnd¢ tkanki zeba na rozwdj prochnicy
Tkanka zba sklada si z materialu organicznego, jak i nieorganicznego.

W zaleznosci od stosunku iléciowego masy nieorganicznej do organicznej,

wykazuje ona odpowiedsniodpornd¢ na dziatanigrodowiska. £by o prawidtowe]

19



budowie i wigciwym stopniu mineralizacji uwane § za odporne na dziatanie
zewrgtrznych czynnikédw prochnicotwérczych (18 Btruktura tkanki twardejeba,
ksztaltowana czasie odontogenezy, aaleod skladnikbw organicznych
I nieorganicznych dostarczanych organizmowi w odpdwich ilcsciach. Biatka,
witaminy (A,D,C), aminokwasy oraz sole mineralnesfbr, wam, fluor, zelazo,
magnez) to niezjgine sktadniki do tworzenia organicznego padiakanki zba.

Szkliwo zba - najtwardsza tkanka organizmu ludzkiego jest
bezkomorkow, wysoce zmineralizowanwarstwa ze¢ba. Zbudowane jest w 96% ze
zwiazkow nieorganicznych w postaci krysztatow fosforavapnia, z 1% zvazkéw
organicznych (glikoproteiny) oraz 3% wody. Krysgtakygladem przypominaj
mineralny hydroksyapatyt G#POy)s(OH),, a ulenie zawartych w nim jonow
wapniowych, fosforanowych i wodorotlenowych ma elkéer krystalicznej siatki.
W zalencéci od rodzaju gba, grubé¢ szkliwa mae wah& sic od 2,6mm na
powierzchni zujacej do 2,4mm, odpowiednio w ¢lzach trzonowych
I przedtrzonowych. Najciesza warstwa wysgpuje w okolicy szyjki korzeniacha
i wynosi 0,1mm. (25, 97).

Szkliwo to struktura jednorodna. Powierzchownasiwaa szkliwa zawiera
najwicksze s¢zenia jonow fosforanowych, wapnia, fluoru, chlordlatego jest ona
najtwardsza ze wszystkich warstw. Wydbae, cylindryczne krysztalty - element
strukturalny szkliwa o promienistym uktadzie, biegmzez cat jego szerokg tj. od
wolnej powierzchni dgrodkowo w kierunku linii szkliwno-gbinowej. Warstwa
powierzchowna zawieracgto utazone, rownolegle przyleggie do siebie krysztaty
hydroksyapatytéw (HA) w powtarzalnych uktadach,rktéworz pryzmaty szkliwa.
Przyrost pryzmatow powodujeze szkliwo wykazuje charakterystyczny uktad
warstwowy. PrzestrZemicdzy nimi wypetnia substancja gaizypryzmatyczna, ktora
zawiera wod i skladniki organiczne. Substancja jest mniej @ratizowana,
a obecne w niej hydroksyapatyty stozone pod ktem 40-70 stopni w stosunku do
diugiej osi krysztatow zawartych w pryzmatach. WWaes miedzypryzmatyczna ma
zdolna¢ do przyhczania ranych jonéw anionowych, kationowych, wolnych jonow
fosforanowych, cytrynianéw orazeglanéw. W miag wapnienia, utwardzaniacsi
szkliwa i pogrubiania pryzmatéw, 86 tej substancji maleje. W odndieniu od

zasadochtonnych pryzmatow substancja jest kwasoohto W glebszych
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warstwach, gsiadupcych z zbina, szkliwo jest bardziej mkkie w zwigzku
Zz wiekszy zawartdcia jonOw potasu, sodu i magnezu. Pryzmaty w tychstmaach
Sa ciensze, poniewamaleje ilg¢ krysztatdow HA, ktore gtutaj rzadziej upakowane.
Pojawia st wigcej substancji mdzypryzmatycznej w przeciwistwie do warstwy
powierzchownej, ktéra posiada jej niewiele (971118

Na powierzchni zewgirznej krysztaty szkliwa posiadajwigce] fluorku
a mniej weglanow nz gikcbiej potazone warstwy. Taki uktad powodujge warstwa
zewretrzna szkliwa jest bardziej odporna na rozpuszezar$kiad warstwy
otaczajcej pryzmaty take wplywa na stopie rozpuszczalngi krysztatow.
Obecné¢ duzych ilosci weglandéw i cytryniandw przyczynia sido wiekszej
rozpuszczalni krysztatow, co zwiksza podatni@ na prochnig¢. Najbardziej
zewretrzna warstwa wokot krysztatu jest wargtwwodnior, przez ktdg odbywa
sie¢ adsorpcja i wymiana jonéw mazy srodowiskiem zewegtrznym a wewatrznym
zeba (25, 181).

Hydroksyapatyty @& najbardziej stabilp forma fosforanu wapnia, gdy pH
ptynu tkankowego wynosi 7,4. Po wyicciu zba zewwrtrzne warstwy szkliwa
z apatytami g nar&one na dziatanie pH w szerokim zakresie, na skstegowania
roznej diety oraz obecrioi bakteryjnej ptytki nagbne;.

Rozpuszczalnd hydroksyapatytow jak i fosforandéw wapnia jest ezaiona
od wartdci pH roztworu. Jdi w roztworze znajduj sic jony wapnia, fosforanowe
PO*, i wodorotlenowe OHto rozpuszczanie hydroksyapatytéw jest wolniejsze
I trwa do momentu nasycenia roztworu, w wyniku czegasgpuje zatrzymanie
procesu rozpuszczania. Amfoteryczna powierzchnidrdksyapatytow powoduje,
ze dobrze wjza sig zarébwno biatka kwasowe jak i zasadowe.
Ich powierzchnia wykazuje ujemny tadunek, natomjasy wapniowe majtadunek
dodatni. Gdy zostanie dodany kwas, jony fosforanowedorotlenowe przyczap
jony wodorowe H i tworza odpowiednio jony wodorofosforanowe oraz wod
Powoduje to usuncie c=zsci jondéw fosforanowych i wodorotlenowych
z roztworu, ktéry staje i nienasycony. Rozpuszczeniu ulega cogj
hydroksyapatytow do czasu, gdy sytuacja odwrégii sioztwdr ponownie &dzie
nasycony. W przypadku pH=5 aktywdgonowa w odniesieniu do hydroksyapatytu

jest o wiele mniejsza od jego rozpuszczatme roztwor staje si nienasycony. Przy

21



obogtnym pH=7 aktywné& zwicksza s, a roztwor uwaa Sk za przesycony.
W sytuacji, gdy obriia skt pH roztworu przesyconego, punkt przy ktérym rozatwo
ponownie jest nasycony, w odniesieniu do sktadnik@xneralnych krysztatow,
nazywany jest ,pH krytycznym”. Krytycznym pH dla kéimva jest warté¢ 5,5.
W tym srodowisku, w czsciowo rozpuszczanych krysztatach hydroksyapatytéw,
moze dogé do powstania centralnego ubytku. Zmiany tego typwszkliwie s
widoczne w obrazie uzyskiwvanym w skaningowym mikapse elektronowym
(SEM) (25). Dodanie jonéw wapnia lub fosforanéw doztworu, w ktorym
hydroksyapatyt jest rozpuszczany, zmniejszas¢iloapatytéw, ktore ulegn
rozpuszczeniu. Dlatego, gdy w stanie rownowagi nagstanie usunty z roztworu
przez czynnik wizacy go np. kwas, nagti rozpuszczenie wkszej ilaci
hydroksyapatytow.

Reasumujc, krysztaty HA ulegaj rozpuszczeniu w kwasie, w nienasyconym
roztworze tzn., gdy brakuje jednego lub wielu jond®roces rozpuszczania HA
uzalezniony jest od stopnia nasycenia roztworu.

W badaniach wykazanee niektore jony fosforanowe svymieniane na jony
weglanowe przy jednoczesnej zmianie wapnia na sildsi jednak okazuje, jest to
proces ograniczony, gdytylko pewna ilé¢ weglandéw zostaje umieszczona w Sieci
krystalicznej bez jej rozerwania. Powoduje takgiza wrazliwos¢ zgba na dziatanie
kwasu.

Bardzo wana cecly hydroksyapatytow jest zdolé® wymiany jonu
wodorotlenowego (OH na jon fluorkowy (F. Wiaczony fluor utwardza apatyt,
tworzac fluoroapatyt. Jest to forma zdecydowanie stajdma od HA. Fluoroapatyt
zawiera mniej wglanow i cytryniandw przez co nie ulega tak szybbzpuszczeniu.
Fluoroapatyty kumulaj sic w szkliwie, przede wszystkim w warstwie zesmnej,
przez co nadajzebom wiksz odpornd¢ na dziatanie czynnikdw zewtnznych
np. kwasy produkowane przez bakterie prochnicota&r©becng fluoru hamuje
rozwoj prochnicy gbow (25, 181).

Badaniaszkliwa swiezo wyrznigtego zba wykazalyze jest ono niedojrzate
I zawiera duo wody (powyej 10%) w przestrzeniach niezmineralizowanych.
Obecndé¢ kwasu w otoczeniugbha powoduje powkszanie si przestrzeni nadzy
krysztatami hydroksyapatytow. W takich warunkachwite] zachodzi dyfuzja
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i wymiana jonéw, co sprzyja szybszemu odwapnieniemineralizacji zba. Z tego
powodu ,miode” zby uznawane asza bardziej podatne na odwapniei®?2).
Badania tkanki @dw mlecznych wykazaly,ze dojrzale zby mleczne
charakteryzyj sic wicksz twardacia niz mtode zby. W przypadku gdéw statych
jest na odwrét, starsze staga bardziej mgkkie i kruche.Dzieje sét ak, gdy
w starzejcych sé zebach naspuje zmiana sktadu mineralnego tkanki twarde;.
Z wiekiem w zbach naspuje wzrost poziomu wapnia (173), siarki, potasyrku
(174, 176), co pozwala stwierdzize sktonné¢ do préchnicy zaley od wieku zba.
Jednake do tego stwierdzenia niektorzy autorzy anapdal vatpliwosci (176).
Pogcie ,podatné¢ zebdw na prochnig€’ powoduje wiele sprzecznych opinii
wsrod fachowcow. Twierdz oni, ze nawet wrodzonej skionkd do rozwoju
préchnicy mana skutecznie zapobiegadzieki np.: odpowiedniej higienie jamy
ustnej, a gby stabiej zmineralizowane (z hipoplagjcale nie g bardziej podatne
na préchnie. Pod wptywem dziatania bakteryjnych kwasow procbtworczych
kazdy zab staje si podatny na prochngc tak samo jak i na eragj(trawienie

wolnymi kwasami z pgywienia) (82).

1.5 Etiologia préchnicy 2bow

Préchnica &ow to ograniczony proces patologiczny, spowodowany
dziataniem bakterii préchnicotworczych, ktorego tepstwem jest demineralizacja
I rozpad tkanki gba. Jest chorabwieloczynnikowa. Aby do niej doszto mugz
razem, jednoczaie, zaistnié okreslone czynniki etiologiczne.{o:
1. obecnd¢ bakterii préchnicotworczych w ptytce rgmneyj;
2. podatne szkliwo — niedostateczna mineralizacjakkzgba;

3. obecndé¢ weglowodandw w jamie ustnej — dostarczane zadiet

Wspoizalenos¢ tych czynnikOw zostala przedstawiona w 1962r. prikeyes’a
i Jordana (92), jako zachag® na siebie kofa. (Ryc.1)
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Ryc.1 Schemat przedstawgay czynniki, sprzyjajce powstawaniu prochnicyladéw
(92)

bakterie

W 1987r. Konig (181) zmodyfikowat ten schemat, ulgdgit czas jako kolejny
wazny czynnik w rozwoju prochnicy i dodat czwarte koidRyc.2). Proces

prochnicowy, jak wiadomo, wymaga odpowiednio dhggieczasu i zazwyczaj
rozwija sk bardzo wolno.
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Ryc.2 Zmodyfikowany schemat Koniga, przedstayagj czynniki sprzyjace

powstawaniu prochnicyebow.

bakterie

Rola bakterii w préchnicy zegbow

Udziat drobnoustrojow w powstawaniu wczesnej faaychnicy zbow
brany byt pod uwag juz ponad sto lat temu, na przetomie XIX i XX wieku.
Przetomem w badaniach statg s$iipoteza dwustopniowego przebiegu préchnicy,
ktora wysurat amerykaski stomatolog Willoughby Dayton Miller. Zakiadahaze
pierwszym etapem préchnicy jest ,bakteryjny atakakewy na powierzchai
szkliwa”, ktéry prowadzi do jego demineralizacji, drugim ,rozpuszczenie
odwapnionej gbiny”. Opieragc sk na tej teorii bakteryjno-chemicznej, probowat
doswiadczalnie wywota prochnie w warunkachin vitro (95, 181).Miller po raz
pierwszy w 1890r. okt prochnics jako chorok wywotywary przez bakterie (111)

i dlatego jego odkrycie nioa uzné za epokowe w dziedzinie kariologii.

Jednak Miller nie rozwiaat wowczas znaczenia bakteryjnej ptytki gazej

W procesie powstawania prochnicy, na kt@pdzniej w 1897r.zwrOcit uwag
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Williams (122). Miller uwaat, ze za rozwoj prochnicyasodpowiedzialne bakterie
obecne wélinie (122, 181).

Dopiero w 1924r. dr Clarke po raz pierwszy wyizo&wdrobnoustrgj
z ubytku préchnicowego, opisat go i nazwabtreptococcus mutandNazwe
drobnoustroju, jako mutan$ uzasadnit tym, ze paciorkowiec ten wykazuje
tendencje do zmiany ksztattu (forma kulista i lekkydtuzona przypominajca
krotka pateczk) (36, 110, 122). Niestety nie udata snu udowodni roli tej
bakterii w powstawaniu prochnicy. Odkrycia Clarkeostaty potwierdzone
3 lata péniej przez Macleana (31).

Przelomowe okazaly @ilata 50 XX wieku, kiedy kolejne badania
przeprowadzone przez Orlanda i wsp. wykazaty,préchnie wywotuja bakterie
o scisle okrelonych wiaciwosciach (181). Do swoich dwiadczeé wykorzystali
szczury gnotobiotyczne — wyg w jatowych warunkach z macicy po cesarskim
cieciu. Szczury te hodowano w jatowych boksach i karijatows diets przez 150
dni. Wykazali te, ze karmienie gnotobiotycznych zwiatZaka dieta, ktora w 2/3
sktada st z sacharozy, nie wywotuje u nich préchnigpaw. Natomiast w grupie
zwierzt kontrolnych, karmionych at sany dies w zwyklych warunkach
(niejatowych) w zbach powstawaty ubytki prochnicowe. Ponadto udoway ze
wprowadzenie do jamy ustnej gnotobiotycznyetierzat bakterii pochodych
Z ubytkdw prochnicowych, powoduje u nich rozwepghnicy zbow (68, 181).
Oznacza to,ze dopoki w srodowisku jamy ustnej nie pojayvisic bakterie
prochnicotwoérczeto nawet w obecrigi pozostatych czynnikéw, sprzyjaych
préchnicy wymienionych wczaiej, nie dochodzi do zmian prochnicowych
w szkliwie zbow (16, 49, 122).

W latach 60 ubiegtego wieku szczegotowe badanidraostrojow typowo
prochnicowych przeprowadzili jako pierwsi FitzgeralKeyes (91). Wykazali oni,
ze paciorkowce préchnicotworcze to takie ziarniakiére wytwarzaj
zewmtrzkomorkowy glukan, dzki ktéremu mog przyleg& do powierzchni gow.
Te cechy zadecydowaly o wyathnieniu bakterii prochnicotworczych spod
licznej mikroflory jamy ustnej. Destrukcyjne dziata tych bakterii na szkliwo
z¢cbéw take wykazano w diwiadczeniach na zwieglach gnotobiotycznych —
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szczurach i chomikach. Autorzy ci ponadto udowadr# prochnica gow jest
choroly zak&na i moze by przenoszona od matki na potomstwo (53, 54, 91, 93)

W 70 latach minionego wieku, &ki rozwojowi technologii, Loesche
wykryt drobnoustroje préchnicotworcze w plytce dazej i zaznaczytze tylko
niektére z nich petai wazna role w rozwoju choroby. Uznalze paciorkowce
nalezace do grupy Streptococcus mutanoraz pateczki kwasu mlekowego
odgrywaj znaczi role w chorobie préchnicowej (110)P&niej ustalono, ze
bakterie te stanowi skladnik naturalnej statej bakteryjnej flory jamystnej
i w zwiazku z tym préchnica natg do chordb pochodzenia endogennego (38).

W wyniku dalszych bada ustalono, ze prochni¢ powoduje wiele
mikroorganizmow, ktore charakteryzigic nastpujacymi cechami:

- produkuj kwasy organiczne;

- preferuj srodowisko kwane (o niskim pH);

- syntetyzuj zewratrzkomorkowe wielocukry tj. glukany (mutany);

- produkuj zewratrzkomorkowe, nierozpuszczalne dwucukry aeju

lepkdci;

- magazynuyj wewratrzkomaorkowe cukry w postaci rezerwy metaboliczne;j

np. glikogen.
Wiasnie tymi cechami charakteryzujes svigkszas¢ kwasotworczych paciorkowcow
jamy ustnej (122).

Jak wynika z danych z gmiennictwa (14, 79, 160, 165) do drobnoustrojow
préchnicotwdrczych wyspujacych w jamie ustnej cztowieka zaliczane s
1.Gram-dodatnie ziarenkowce -Streptococcus mutans

Streptococcus sobrinus
2. Gram-dodatnie pateczki Lactobacillus acidophilus,
Labtacillus rhamnosus
Aimyces spp.

Z tych drobnoustrojow, za inicjowanie prochnicypaw, odpowiedzialny jest
gatunek Streptococcus mutansjatomiast pozostate drobnoustroje hiandziat
w pogkbianiu s¢ ubytku.

PaciorkowiecS.mutanspojawia s¢ w jamie ustnej dziecka xypo wyznigciu

si¢ pierwszych gbow mlecznych. Jest to zazane z silnym powinowactwem do
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twardych powierzchni czyli do szkliwaglabw. Obecnie teoria powinowactwa do

tkanek twardych jest podwana, poniewa udato s¢ wyizolowa S.mutans

z brodawekgzyka w bezzgbnej jamie ustnej (184).

Charakterystyka paciorkowcéw grupy Streptococcus mutans

S.mutansnalezy do jednej z czterech grup paciorkowcéw jamy ystndo

tzw. grupyS.mutanggrupa MS). W skiad tej grupy wchodzi 8 gatunkdatunki

Streptococcus downei, S.ferrus, S.macaccae i Sagyalis wystpuja wytacznie

u zwierat. S.ratti, S.cricetus,

S.sobrinus i S.mutangpluje st z organizmoéw

zwierzcych, jak i ludzkich (30, 31, 34, 62,). Nazwa gd&iu S.mutanszostata

zarezerwowana dla paciorkowcéw izolowanych z jasipej od cztowieka (114).

S.mutangest ziarniakiem Gram-dodatnim (Ryc.3), ktorgnmi@ w warunkach

wzglednie beztlenowych w temperaturze 37°C. Na padfagarowym z dodatkiem

krwi baraniej wywotuje najcgciej niepeta hemoliz typu a, ktéra charakteryzuje

si¢ zazielenieniem pola wokét koloniiaSez szczepy, ktére nie powoduhemolizy

(68, 110). Paciorkowiec ten dobrze sm@ na podiau wybiérczym MSB

(mitis-salivarius bacitracin agar) (65, 74, 75, 188&olonie S.mutanssa mate

(ok.1mm), twarde, nieregularne, galaretowate | moe substangj zawierajca

zewrgtrzkomérkowe polisacharydy (Ryc. 3).

. 10um

Ryc.3 S.mutans preparatbarwiony
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Ryc. 4 S mutans kolonie na podtzu
Mitis-Salivarius
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S.mutans wytwarza wiele rénych czynnikOw, take wirulentnych,
do ktérych zaliczaneas
- transferaza glikozylowa - odpowiedzialna za przgldg do powierzchni
szkliwa;
- powierzchniowe antygeny proteinowe, ¢kii ktorym S.mutansmaoze tworzy
wraz z molekutamiliny i innymi bakteriami biofilm;
- dekstran — cukier powierzchniowy, ktory tworzy zewnkomaorkowy glukan;
- antygeny biatkowe powierzchniowe obecndaianie komoérek bakterii, ktorea s

ZWwigzane z opornicia na antybiotyki oraz unmiwiaja przyleganie;

r&zne rodzaje polisacharyd&egiany komorkowej (glukoza, galaktoza, ramnoza,
glicerol), dzeki ktorym mazna zaszeregowate paciorkowce do #mych grup
serologicznych, np. c, e, f, k (31, 36 68, 128).

PaciorkowceS.mutansnie wytwarzag katalazy, oksydazy ani alkalicznej
fosfatazy i nie hydrolizaj argininy do amoniaku. Nie produkujakze toksycznego
nadtlenku wodoru.Hydrolizuja eskulire i fermentuj niektore wglowodany
z wytworzeniem kwasow. Wkszag¢ szczepdw metabolizuje eglowodany
tj. sacharoza, mannitol, trehaloza, sorbitol, imajirafinoza i melibioza (31, 68, 110).
Zdarzaj sie rowniez szczepy zmutowane, ktorg sip. melibiozo-ujemne (144).

Sparod wyzej wymienionych wglowodanow najwazniejsza jest sacharoza,
ktora jest rozktadana na dwa cukry glukazfruktoze. Cechy charakterystyczn
bakterii z grupy MS jest toze z tych wymienionych cukrow przy udziale
odpowiednich enzymow glukozylotransferaz (GTFs <hsaazy dekstranowej
i lewanowej)tworza one zewantrzkomorkowe polisacharydy glukany i fruktany oraz
wewnmntrzkomorkowy polisacharyd glikogen (68, 131). Glnka fruktany stanova
podstaw do produkcji kwasow organicznych, szczegolnie kwamlekowego,
na drodze fermentacji beztlenowej.

Z przemian glukozy z udziatem GTFS.mutans wytwarza glukany
nierozpuszczalne i rozpuszczalne w wodzie, zwan@owgkdnio mutanami
i dekstranami (84). Mutany posiadafuza lepkas¢, ktdra powoduje tatwiejsze
przyleganie bakterii do #ych powierzchni, np. drutow stalowych (8&gianek
szkia (60) i do szkliwa ¢bow (61). Dekstrany unitiwiaja takze agregaej czyli
Zlepianie s}, co sprzyja zwikszaniu masy piytki bakteryjnej (59, 84, 85, 182)
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I stanowg rezerw do dalszych metabolicznych przemian przy niedobarakru
w pazywieniu (181). Jak wynika z bafigpaciorkowce te produkugznaczniej wicej
dekstranu i mutanu (110).

Z fruktozy, przy udziale fruktozylotransferazg,mutangprodukuj fruktany
zwane te lewanami. Fruktan jest nietrwaly, petni funkgpodobra do dekstranu,
stanowac rezerw metabolicza. Przy braku egzogennegarodia cukru
paciorkowieanoze metabolizowago do kwasu mlekowego.

Egzopolisacharydy pelpirozne funkcje w komaorce bakteryjnej. Chrana
przed niekorzystnym dziataniegnodowiska (wysokim i niskim pH, wysak niska
temperatuy), immunologiczn odpowiedzi organizmu gospodarza i bakteriofagami
oraz utatwiag kolonizacg srodowiska (66).

Paciorkowce grupy MS wykazupporn@¢ na bacytracyg co odrania je od
innych szczepow paciorkowcdw jamy ustnej (110).

W badaniacln vitro wykazanoze S.mutangrodukuje zdecydowanie waej
kwasu mlekowego, # rosnie w obecnéci duzej ilosci glukandéw. Dowiedziono
takze, ze glukany umeliwiaja przenikanie kwasow z zewtnznej powierzchni ptytki
do jej gkbszych warstw, przez co wzrasta ryzyko odwapnitkaaki zba. Ponadto
doswiadczalnie udowodnionaze S.mutanswykazuje 4-krotny wzrost aktywsoi
glikolitycznej oraz 5-krotnie wksz zdolnag¢ do demineralizacji szkliwa w pH 4,8
niz w pH 6,6 (181). Bakterie tego gatunku znacznigbsiej tworz kwasy i to
w wigkszych ilgciach ni inne drobnoustroje (114). Niektére szczepy, opiaeasu
mlekowego, produkygjw warunkach tlenowych kwas octowy i etanol (96).

Wsrod bakterii S.mutansserotypu ¢ znaleziono mutanty (172), ktére nie
syntetyzowaty glukanow w podita z 5% sacharaz Brak tej cechy wize sk ze
znaczr redukchp zdolngci do wywotywania préchnicy (np. u zwiey, jak
i spadkiem produkcji kwasow z sacharozy i gluko2y)( Mutanty te charakteryzyj
si¢ takze stala adhereng do powierzchni (56, 100).

Obecnaé¢ bakteryjnej btonki nagonej i kumulowanie w niej kwasow
przyczynia s do obnienia pH wsrodowisku jamy ustnej, a to utatwia osiedlanig si
innych drobnoustrojow np. ziarenkowcow Gram-ujeninyr rodzajuVeillonella.
Brak u tych bakterii enzymow glukokinazy i fruktokizy powodujeze nie g one

zdolne do metabolizowania cukréw. ¢dzy paciorkowcamiS.mutansa rodzajem
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Veillonellawystpuje korzystne oddziatywanie (11&arniaki Veillonellazuzywaja
wyprodukowany przes.mutanskwas mlekowy, traktac go jakozrodia wegla,
poniewa same nie # W stanie wytworz§ tego kwasu bezpgeednio z glukozy.
Podobne korzci czerpa inne bakterie obecne w jamie ustnej np. beztlenowe
pateczki z rodzajuPropionibacteriumczy Eggerthella(poprzednioEubacteriun.
Kwas mlekowy mee nastpnie zosté przetworzony do stabszych kwasow:
propionowego, pirogronowego, octowego czy mastowedbvas mlekowy

I pirogronowy mog stanowt nawet 50% wszystkich wyprodukowanych kwaséow
kumulowanych w ptytce nabnej (181).

Kwasy, wytwarzane przez bakterie obecne w ptytemideralizug szkliwo
i atakup okoliczra tkanke, powodujc choroby dziset. Okazuje si ze wzrost
paciorkowcowS.mutansna krysztatach hydroksyapatytow stymuluje je dezgee
wickszej produkcji kwasow. Zjawiska tego nie stwientizau innych paciorkowcow
jamy ustnej (114). W badaniach wykazane,wsréd bakterii obecnych w ptytce
nazbnej, grupaStreptococcus mutarssanowi zaledwie 2% pogtkowej mikroflory
paciorkowcowej. ZiarniakiS.mutansnie s przecie pierwszymi drobnoustrojami,
ktore kolonizuj powierzchng zeba (49, 138).

Te bakterie préchnicotworczen sakze zdolne do magazynowania cukru
wewnatrzkomorkowego w postaci glikogenu. Pozwala to inpmzetrwanie, w tzw.
"poscie cukrowym”, czyli przy braku wglowodanédw w otoczeniu, ktOreas
potrzebne do wytwarzania energii.

Paciorkowce S.mutansprodukuj enzymy proteazy, ktorych celem jest
niszczenie przeciwciat IgA wygbujacych w jamie ustnej gospodarza. Ekitemu
latwiej kolonizup jame ustra i w niej przeywaja. Bakterie te produkuaj tez
mucynaz, ktéra hamuje rozwoj innych bakterii Gram-dodatniv obkbie jamy
ustnej.

Streptococcus mutangest uznawany za gtowny czynnik etiologiczny
wywotujacy prochnie szkliwa zbow. Poza blonk bakteryjm i ubytkami
proéchnicowymi mana go take wyizolow& z zapalé jamy ustnej, zwizanych
z wytkowaniem protez (stomatopatie protetyczne).z8dy rowniez przyczym
bakteriemii, powolnego zapalenia wsierdzia, szclregdo ekstrakcji gba lub po
usungciu kamienia nagnego albo bakteryjnej ptytki nelanej (114).
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Spardod paciorkowcoéw grupy MS na uwagzastuguje Streptococcus
sobrinus(27). Gatunek ten reprezentowany jest przez tyweyad i g (68, 129, 132
155). Potrafi metabolizowta weglowodany i wytwarz& z nich kwasy oraz
produkow& zewratrzkomorkowe polisacharydy (47). Posiada zeakzdolndci
do rozmnaania s¢ i przezywania w niskim pHsrodowiska.

W przeciwieistwie do paciorkowc&.mutansS.sobrinugosiada tylko jeden
enzym - glukozylotransferaz (GTF-I), ktéry aktywuje proces syntezy
nierozpuszczalnego glukanu oraz 3 enzymy GTF-Sikaface reakaj wytwarzania
rozpuszczalnego w wodzie dekstranu (14&2)obrinusprodukuje znacznie wtej
mutandw ni dekstranéw (110) i wytwarza,B, przeciwnie dd&s.mutansJednak jest
tak samo jak on oporny na bacytragy(81l). W odranieniu od paciorkowca
S.mutansie hydrolizuje argininy, nie fermentuje rafinozgelibiozy i inuliny.

Niektérzy badacze dowodzze obecné¢ w jamie ustnejS.sobrinusobok
S.mutangnoze zwkksza rozwaoj prochnicy gbdéw. S tez tacy, ktdrzy uwaaja, ze
tylko w obecnéci diety wysokocukrowej oba gatunki wyptija razem (76, 185).
Badania przeprowadzone na grupie dzieci wykazadygdy w ptytkach nagpnych
wystepowaty obie bakterie, e€%ciej rejestrowano intensywniepsz prochnie
(p<0,01) nk w przypadku, gdy wyspowat tylko jeden z tych gatunkéw (7, 36, 133,
143).

W badaniach porowragych czstas¢ wystpowania obu gatunkéw
w ptytkach nagbnych, pochodicych z rénych miejsc w jamie ustnej wykazano,

7€ znacznie ggciej jest izolowanys.mutans(31, 110).

Charaktystyka pateczekLactobacillus acidophilus

Poza paciorkowcami z grupy MS, w rozwoju prochniesazna role
odgrywap bakterie z rodzajl.actobacilluszwane pateczkami kwasu mlekowego
(21). Pateczki z rodzajuactobacillussa Gram—dodatnie (Ryc.5), nieprzetrwalnikuj
I nie wytwarzajy katalazy. Zdarzajsic i takie szczepy, ktére rozktadaH.O, przez
pseudokatalaz Do wzrostu preferaj warunki wzgédnie beztlenowe, ale niektore
mog wzrasté w srodowiskuscisle beztlenowym w obeckoi 5% CQ (124).

Niektére drobnoustroje z tego rodzajuabecne w mikroflorze jamy ustnej,

przewodu pokarmowego i w drogach rodnych. Wday¢ przyczym zakaen
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oportunistycznych powodag np. bakteriemie, zapalenie wsierdzia, ropnie quiiw
wewrgtrznych.

Podobnie do paciorkowcows.mutans pateczki Lactobacillus posiadag
wiasciwosci kwasotworcze i kwasoodporne. Optymalne pH dovizrostu miéci
sie w zakresie 5,5-5,8. Paleczkbduje st na podtau wybiérczym Rogosy (Ryc. 6),
na ktorym rosa w postaci kremowych wypuktych kolonii.

Do gatunkéw uczestnigzych w procesach prochnicowyctbbw nalea np.
L.acidophilus, L.casei, L.fermentum, L.plantarumL.rhamnosus Z grupy tej
dominupcym drobnoustrojem w rozwoju préchnicy jesiacidophilus(20).

W jamie ustnej w warunkach homeostazy pateczki kwasekowego
wystepuja w slinie w niewielkiej liczbie i stanowi od 0,1 do 1% ogodlnej liczby

obecnych tu drobnoustrojéw.

Ryc. 5Lactobaciilus acidophiluspreparat Ryc. 6 L.acidophilus —kolonie na agar2dRS
barwiony metod, Grama

Paleczki te nie wykazgijadhezji, stabo kolonizajpowierzchnie i dlatego te
nielicznie wysgpuja w bakteryjnej ptytce nabnej (80). Do osiedlaniagw jamie
ustnej preferu bardziej zagibienia anatomiczneg¢bow, np. bruzdy powierzchni
zgryzowych ni powierzchnie gtadkie. Do wkszego wzrostu stymuluje je obeg&éo
innych bakterii npS.mutansub pateczek z rodzapctinomyceg51).

Pateczki kwasu mlekowego fermentuj wicksza¢ weglowodandw

np. sacharag glukoz, fruktoz czy trehaloz (64).
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W rodzajuLactobacillus zostaty wyrénione dwie grupy bakterii tzw. homo-
i heterofermentatywne. Homofermentatywne drobnojstfermentujc glukoz,
wytwarzap kwas mlekowy (65%) (ngd..acidophilus, L.casei, L.salivariyspodczas
gdy bakterie z drugiej grupy, poza kwasem mlekowymtwarzaj dodatkowo
kwas octowy, alkohol etylowy i C{Jnp. L.fermentum, L.brev)g157).

Paleczki kwasu mlekowego same nig@ @ stanie inicjowé& procesu
proéchnicowego (49, 122). €zto natomiast ss izolowane z gibokich ubytkéw
prochnicowych (124) i w zwiku z tym uwaa Sk je za czynniki etiologiczne
postpujacej prochnicy zbdw (43, 124, 168). Ich liczba w jamie ustnej wiaasraz
z rozwojem préchnicy, poniewawtasnie takie warunki sprzyjaj pateczkom do
intensywniejszego rozmpania sg.

Wykrywanie ich w wysokiej liczbie w testacklinowych uwaa sk za
wskaznik  wysokiego spoycia weglowodanow oraz wskaik podwyzszonego
ryzyka rozwoju prochnicy (73)0Okazuje si, ze pateczkiLactobacillussy jeszcze
bardziej kwasolubnymi drobnoustrojmizng.mutans bardziej obniaja pH ptytki
bakteryjnej przez produkgj kwasow (13, 114). Hodowla tych pateczek
w srodowisku o pH=5,0 czy pH=5,5 jest tak samo intenmsyjak w pH=7 (71).

Obnizone wartéci (pH=5,0) w piytce nagbnej, spowodowane obecm
w niej kwasow, sprzyjajrozmnaaniu bakterii, takich jalStreptococcus sanguinis,
Streptococcu salivarius, Streptococcus mitisActinomycs viscosusBadania
przeprowadzone na zwietach wykazaly, ze karmienie ich digt bogah
w sacharog powoduje wzrost liczbys.mutanskosztemS.sanguinisi A.viscosus
Dieta wysokowglowodanowa (3-5%) i zwkana z nimi intensywna produkcja
kwasoéw, przyczynia si do znacznego obignie pH(<5), co sprzyja szybkiemu
namnaaniu s¢ bakterii prochnicotworczych tl.actobacillus, S.mutansrozwojowi
prochnicy (77). Jak zaobserwowano, przekroczenie progowej Weirtaukru
wynoszcej] 20%, sprzyja zapadakw na prochnie (81). Jednak, gdy &tenie
cukréw wsrodowisku przewysza 30%, komérka bakteryjna ma trugitice osmoz.
Dochodzi do odaigania wody z komorki, co powoduje zaburzenie jejabelizmu.
Wykazano, ze wytworzenie kwasOw wymaga znacznie zdkego czasu, §g
w otoczeniu bakterii sgenie sacharozy wynosi >20-50% (181).
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Eliminacja cukréw z diety wptywa na ogdlticzbe drobnoustrojéw w ptytce
nazbnej oraz powoduje ohirgnie liczby streptokokéw z grupy MJaka sytuacja
sprzyja wzrostowi liczby bakterii npS.sanguinisi zmniejsza ryzyko prochnicy
(68, 108). Badania epidemiologiczne wykazaky,wczesna kolonizacja jamy ustnej
przez ten gatunek bakterii znaca op&nia osiedlanie prze3.mutang26).

W préchnicy udziat swéj majtakze pleomorficzne, Gram-dodatnie pateczki
z rodzaju Actinomyces (9, 192) Bakterie te fermentaj glukoz, tworzc
krotkotancuchowe kwasy karboksylowe. Z badavynika, ze proporcje liczb
S.mutansi A.viscosus s Wwyzsze statystycznie, w przypadku potwierdzonej
demineralizacji szkliwa. Wiadomag wyizolowanieA.viscosuz wczesnych zmian
prochnicowych szkliwa oznacza wysokie ryzyko wpsnia ubytku. To samo
dotyczy rodzajuLactobacillus Pateczki Actinomyces odontolyticugrykrywa st
zarbwno we wczesnych stadiach prochnicy, jak i wgpasji niewielkich zmian
prochnicowych. Z kolei gatunek.naeslundiizwiazany jest z rozwojem préochnicy
korzeni zbowych.

Jednake nie ulega wtpliwosci, ze paciorkowce z gatunk&treptococcus
mutans odgrywaji kluczowa role przy inicjowaniu préchnicy ¢bow, a pateczki
kwasu mlekowego czyActinomycesbiora udziat przy pogbianiu ubytkéw
I w dalszym rozwoju tej choroby. Rodzagtinomycesze wzgédu na preferowanie
warunkéw beztlenowych e¢gciej powoduje destrukejcementu korzeniowego i
korony zbdéw (43, 111). Naley dod&, ze podczas rozwijania esiubytku
prochnicowego, mikroflora w nim wygiujaca podlega zmianie (114, 122).

Aby nie dopdci¢ do rozwoju préchnicy, wae jest ograniczanie spgria
weglowodanéw, ktéreaswykorzystywane przez bakterie do produkcji kwasivaz
utrzymanie liczby bakterii prochnicotworczych $imie na niskim poziomie tzn.
S.mutans<10° CFU/ml a Lactobacillus <10 CFU/ml (157). Ponadto naley
dostarcza do jamy ustnej odpowiednie czynniki prowade do wzmacniania tkanki
z¢ba. S to wam, fosfor oraz fluor, ktore kumulajsic w bakteryjnej ptytce nabne;j

I utwardzag tkanki, a take remineralizyj szkliwo zbow (fluor).

35



1.6. Przeglhd pismiennictwa dotyczcego modeli  déwiadczalnych
opracowanych w celu indukowania préchnicy gbow

Dysponujc wiedz na temat etiologii procesu prochnicoweggd@w oraz
srodowiska, jakim jest jama ustna cziowieka, préaow i nadal probuje i
stworzy¢ laboratoryjny model wytwarzania préchnicy vitro, zblizony jak
najbardziej do naturalnego, powataggo w warunkach vivo.

Do tej pory powstaty rine modele déwiadczalne, zaréwno do bada warunkach
in vivojak iin vitrotj.:

1. invivo, in sitd wewmtrzustne modele u ludzi;

2. invivo— u zwierat;

3. in vitro —-model chemiczny;

4. in vitro — model mikrobiologiczny;

5. invitro — sztuczna jama ustna.
Przeghd pismiennictwa, dotycacy wad i zalet oraz zastosowania pasazych

modeli dokonany zostat przez autoréw zamieszczonyctabeli 1.

Tabela 1. Przegid pismiennictwa modeli diawiadczalnych dotyccych prochnicy
gbow

White (190) model@n vitro

in vivoi in situy, mikrobiologiczny modelin vivo

Bowden (15) (zwierzta)

Marsh (115) in situ, in vitrqg in vivo (zwierzta)

ten Cate i wsp. (24) in vitro chemiczny i mikrobiologiczny model

Arends (4) model mikrobiologiczrg vitro i in situ

Surdacka (2003) modele wewatrzustne

Sissons (169)

Tang i wsp. (183) ~SZtuczne jamy ustne

Model in vivo utworzyli i po raz pierwszy ayli do swoich déwiadcze
Ogaard i wsp.(1957) (48)ia situ opisali Koulourides i Volker (1964) (177, 196)
Ogaard 1 wsp.(1957) umielli cienka ztota piytke na policzkowej powierzchni
z¢bdw przedtrzonowych przygotowanych do usoid, uzyskuic w ten sposob
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prochnie naturalm (48). Z czasem na miejsce ziotej ptytki wprowaidgikrscienie
ortodontyczne (113). Jednak model in vivo mazna zbada tylko raz
w odr&@nieniu do modeluin situ, ktdry pozwala na powtérki danych bada tego
samego pacjenta (177).

Modele wewntrzustne wydaj sic najodpowiedniejsze do uzyskania
i badania préchnicy. Na procesy prochnicowe zacimalav jamie ustnej wplywa
wiele czynnikéw. Dlatego modele takie wymagajpecndci twardej tkanki zba,
bakteryjnej ptytki nagbnej, sliny, dostarczania w codziennej dieciegglowodanow,
okreslonej liczby osobnikéw oraz odpowiednio diugiegrasu déwiadczenia. Do
bad&a w warunkach in situ wykorzystywane $ fragmenty szkliwa, ktore
wbudowuje s§ w ruchome protezy dolne (40, 121, 125) lub w peli@nne piyty
(32), ktore umieszczagsiw jamie ustnej. Szkliwo najegciej pochodzi z usugiych
zcbow ludzkich. Niewtpliwa zale tego typu modelu jest faktze proces
préchnicowy zachodzi w naturalnych warunkach. Jdkazaoje s¢, modele
wewmntrzustne maj takze wady. Nalea do nich np. ograniczenia co do doboru
i liczby uczestnicacych w nich pacjentéw (stan zdrowia, wiek, ¢ledieta) oraz
diugcsci trwania déwiadczenia i utrzymanie statych warunkéw eksperytoen
Wiadomo, ze utrzymanie tych samych warunkdw vivo przez diiszy czas jest
niemazliwe, przeciwnie do warunkéum vitro. W warunkachn vivotrudno ustali
w jakim czasie zachodz naprzemiennie cykle de- i remineralizagbaw (4). Poza
tym wyskpuja trudnaci z prawidiowa ocery uzyskanych wynikow. Przeptysliny
w jamie ustnej nie jest jednakowo szybki. W gzkiu z tym uzyskane wyniki mag
wykazywa& duwe r&nice (125). Wielu autoréw zwraca uwaga trudnéci
z ujednoliceniem warunkow bafla oraz pokréla kosztowné¢ modeli
wewmntrzustnych (23, 46, 115, 196). Rki badaniomin situ, Koulourides i wsp.
(1964) przedstawili np. sposéb dziatania fluoru 7)L7Modele in situ czgsto
wykorzystywane & do badania procesu remineralizaciba@w, dziatania rénych
substancji npzeli remineralizujcych (119, 178 ,179), past czyzteoztworow
zawierajcych fluor (188), na twatdtkank: zeba.

Model zwierzcy odegrat kluczow role w zrozumieniu etiologii prochnicy
zcbow (15,115). Dziki temu byto maliwe wyjasnienie udziatu bakterii w tworzeniu

ubytkbw prochnicowych, jak i poréwnanie zdodob roznych gatunkow
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drobnoustrojéw do indukowania préchnicy. Do batigch wykorzystano zwieeta
gnotobiotyczne (jatowe - pozbawione drobnoustroj@rgz pochodce z hodowli
tradycyjnych. Na modelu zwiegzym przdledzono proces formowania bakteryjnej
ptytki nazbnej, rozwoj prochnicy, a tak oceniono dziatanie przeciwbakteryjnych
i fluorkowych sktadnikéw rénych substancji wptywagych na bakterym ptytke
(67). Zaleh modelu zwierzcego jest stata obecftosliny, ktéra odgrywa wazna role

w przebiegu prochnicy. Do éwiadczenia mzna wykorzysta wiccej osobnikow
w okreslonym wieku, zachowdp jednakowe warunki hodowli dla wszystkich
zwierzt np. stosujc talky sany diet. W daswiadczeniach na ludziach jest to bardzo
trudne do przeprowadzenia. Jedmake wzgidu na ranice w mikrobiologicznej
florze i w porowatéci szkliwa zwierzcego, otrzymane wyniki trudno poréwna
z uzyskanymi w badaniach na szkliwie ludzkim.

Majac na uwadze zalety i wady modéti vivo, wydaje s¢ uzasadnione,
prowadzenie diwiadczeé w celu uzyskania prochnicy w warunkaahvitro.

Modelein vitro zastuguy na uwag ze wzgédu na maliwosci utrzymania
stabilngci, kontrolowania warunkéwrodowiska déwiadczenia oraz powtarzaléo
i prostot. Dzigki temu fatwiejsza jest ocena i porownanie uzyskanyynikow.

W warunkachin vitro do wytwarzania prochnicy wykorzystujee sdwa
laboratoryjne modele-systemy — chemiczay udziatlem  kwasOw, systemow
buforowych kwasowych lukeli kwasowych (6, 42, 94, 120, 162, 166, 189, 191,
193, 194) i mikrobiologiczny z udzialem bakterii, @6, 28, 29, 37, 42, 55, 57, 63,
72, 90, 105, 194, 195). O trudwtach, zwazanych z uzyskaniem zmian w szkliwie
o charakterze podpowierzchniowysdwiadcz liczne i wieloletnie déwiadczenia
prowadzone przez wgj wymienionych autorow.

Ze wzgkdu na problemy w dogpie do szkliwa ludzkiego, do batla
nad prochnig w warunkachin vitro wykorzystywano take zby pochodace od
zwierzat (bydto, owce, konie). Powstawanie wczesnych znpaichnicowych na
szkliwie zwierzcym prowadzit Pearse (148), progresje sztucznychiazm
prochnicowych badali Featherstone i Mellberg (45nirotwarda¢ i glebokasé
ubytkbw Arends i wsp.(2). Boyde (1965) zwrocit uwaga istniejce r&nice
w budowie szkliwa ludzkiego i zwiegzego (42). Spadd wymienionych rodzajow

szkliwa, najbardziej zbione do ludzkiego jest szkliwo byde, lecz ma inp
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porowatd¢. Potwierdzili to w déwiadczeniu Edmunds i wsp. (42), w ktorym
wykorzystali szkliwo bydice, owcze, kiskie oraz ludzkie. Produkig sztucza
prochnie przy zastosowaniu dwoch modeli, w tym chemicznddb% zel
krzemionkowy z kwasem mlekowym o pH 4,5 zawigtgin 1,9 ppm fluoru)
i mikrobiologicznego ze szczepefitreptococcus mutansICTC 10832, autorzy
wykazali podobiastwa w wyghdzie zmian prochnicowych, ale tak
zroznicowanie w gtbokasciach zmian uzyskanych w szkliwie zwiecym
i ludzkim. Badanie mikroradiograficzne ujawnitaze w obu modelach tzn.
mikrobiologicznym i chemicznym, doszto do podpow@miowej demineralizacji
we wszystkich gytych rodzajach szkliwa. Zmiany typearies incipienspowstate
w modelu mikrobiologicznym, obserwowane w mikrosieo polaryzacyjnym,
wykazaty podobigstwo we wszystkich czterech probkach szkliwa. Pouzzeniu
w wodzie widoczne byly strefy powierzchniowe pozayhye zatamujce se.
Glebokas¢ penetracji w zmianach mierzona w wodzie, bytagtwd do obecnych
w probkach szkliwa zwieezego, ale okoto dwukrotnie wksza w poréwnaniu ze
szkliwem ludzkim. Statystyczna analiza wykazat®, nie bylo réanic miedzy
samymi probami ze szkliwem zwieym, jednak znaere r&nice byly
obserwowane mdzy nimi a szkliwem ludzkim. Podobne wyniki uzyskan
w modelu chemicznym.

Majac na uwadze thice w strukturze i porowatoi szkliwa zwierzcego
oraz ludzkiego, do dwiadczéx w kierunku uzyskiwania prochnicy a tak
do proceséw naprawczych szkliwa, powinny¢ bstosowane eby pochodzce
od ludzi (23, 42,177).

Wybierapc laboratoryjny model do indukowania procesu préohwego
in vitro, nalezy zwrdck uwag; na to, aby warunki do jego przeprowadzenia by ja
najbardziej zblione do naturalnych, zachaedychin vivo. Z wyzej wymienionych
dwéch  modeli in  vitro najodpowiedniejszym jest mikrobiologiczny
Z udziatem bakterii préchnicotworczych. Modele cleame z zastosowaniem
buforowych systeméw demineralizaaych, kwaséw izeli kwasowych dotycg
jedynie aspektow fizyko-chemicznych zwanych z rozpuszczaniem szkliwgbbw
(5, 149).
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Model mikrobiologicznyin vitro wg Bowdena wydaje &i najbardziej
wiarygodny, gdy najlepiej odtwarza warunki jakie panujw jamie ustnej,
w poréwnaniu z eksperymentami opartymi na modelienghznym, ktéry
wykorzystuje kwasy do wywotywania podpowierzchnip@emineralizacji (5, 15).

Dzigki systemomin vitro mazna zbadé i zmierzy¢ parametry takie jak:
rozwoj préchnicy — od wczesnych faz @o gkbokie ubytki, gébokas¢ ubytku
w szkliwie, straty sktadnikow mineralnych, twasdpwykorzystywanie fluoru i jego
ubytki oraz rozktad szkliwa. Latwiejigest zbad& pH srodowiska, w ktérym jest
prowadzone daiadczenie i utrzyma stale warunki. Ponadto mwoma ocenia
dziatanie czynnikéw przeciwdrobnoustrojowych néusznie wywotan prochnie
czy tez skuteczné przylegania rénych materiatdw stosowanych do wypetnienia
ubytkow (24, 55).

W badaniach indukagych préchnie in vitro wazny jest dob6r odpowiednigj
tkanki twardej. Jdi chce s¢ uzysk& sztuczm prochnie, najlepiej néladujaca
naturalr, wystpujaca u ludzi, naleatoby wybra zeby ludzkie.

Doswiadczenia nagbach ludzkich w celu uzyskania demineralizacji sz&l
przeprowadzili Jordan i Keyes (86), Zahradnik ipwg¢194, 195), Dummer
I wsp. (37), Kauffman i wsp. (90), Edmunds i wsg2), Arnold i wsp. (5),
Hashizume i wsp. (72). Edmunds i wsp. (42) | Gdlkxg i wsp. (57) wykorzystali
szkliwo bydkce, a Lima (105) bloczki zebiny bydkcej. Shu (164), Shen i wsp.
(163), Yip i wsp. (192) indukowali prochridkorzenia, a Deng i ten Cate (33)
préchnie zebiny zzbow ludzkich.

Bardzo wany jest take wybor bakterii prochnicotwérczych. Jak wynika
z etiologii préchnicy, $ dwa gatunki bakterii, ktére odgrywaapajwazniejsz role
w pocatkowe) fazie rozwoju préchnicy. aS to Streptococcus mutans
I Lactobacillus acidophilus

Drobnoustrojem najeZciej stosowanym w dwviadczeniach in vitro
w modelu mikrobiologicznym byt paciorkowiec procboiworczy S.mutans
Do bada wykorzystywano szczepy izolowane od ludzimutansiB1600 (194),
takze od zwierzat np. chomikéw §.mutansE49) (194) oraz wzorcowe szczepy np.
S.mutansNCTC 10449 (72). Oprdocz tych paciorkowcowywano take szczepy
Streptococcus sangui$s9B (90) i Streptococcus sobrinus 6715 (5). Poza
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paciorkowcami stosowano zeiarniaki Gram-ujemne z rodzajpeillonella (137),
Gram-dodatnie pateczki kwasu mlekowego bactobacillusacidophilus (105)
I z rodzajuActinomyces(163, 192).

Sparod wyzej wymienionych bakterii jedynym uznanym drobnoojgim
odpowiedzialnym za inicjowanie procesu prochnicosvggowierzchni gtadkich
szkliwa jestS.mutang109, 110). Natomiadtactobacillusbierze udziat w progres;ji
choroby. Pateczka kwasu mlekowgo sama nie jestnadalo inicjowania tego
procesu (49, 114). Dopiero obeéagaciorkowcow tj.S.mutans produkowanie
przez nie kwasu mlekowego w bakteryjnej piytce ¢barj promuje wzrost
Lactobacillus Natomiast bakterie z rodzajctinomycessa zwiazane z préchnic
cementu korzeniowegehka (52, 69, 164, 192).

Jak wynika z gimiennictwa, wielu badaczy do @leiadczé in vitro uzywato
najczsciej tylko jednego drobnoustroj(28, 29, 37, 42, 55, 90, 105, 161, 194).
Byt nim paciorkowiec z gatunk&.mutansLima i wsp. (105), jako jedyni spad
wczesniej wymienionych autoréw, zastosowali dwiekterie prochnicotworcze,
w tym paciorkowca$.mutanpi pateczk z rodzajuLactobacillus(L.acidophilus lub
L.casei Shirota

Wiadomo, ze bakterie wykazwj bardzo stahp adhezg do czystych
powierzchni np. do niepokrytego szkliwaba. W badaniun vitro, ktére dotyczyto
tworzenia w podiou z 5% sacharaz dental plaque przez régne szczepy
paciorkowcow jamy ustnej, takie jakStreptococcus salivariys S.sanguis
(obecnie S.sanguinis S.mutans, Katowski (87) wykazat, ze S.mutans ma
umiarkowan zdolng¢ do adhezji do czystej powierzchni (drut ze staliocnowo-
niklowej). Paciorkowiec ten wytwarzat maksimutental plaque po 3 - 6 dniach.
Ocena wg skali od 0 do 6 wskazata na zakres 1-3.

W jamie ustnej jest obecndina - stalty i bardzo way element, ktéry
pokrywa wszystkie znajdage s¢ tu powierzchnie twarde i wrkkie. Peini ona
swoist role zarowno w procesie demineralizacyjnym, jak i resnaizacyjnym
z¢bow. W jamie ustnej na oczyszczonej powierzchgbaz w cagu kilku minut
odktada si bezkomédrkowa bionka nabyta, ktora zawierasmila sktadowsliny -
glikoproteiny. Dopiero do pokrytego btomlkzgba przylegaj bakterie i rozpoczyna

si¢ formowanie bakteryjnej ptytki nabnej. W zwazku z tym naley zatazy¢, ze
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uzycie sliny jest koniecznym czynnikiem w procesie wytwarza sztucznej
prochnicy. Uwag na to zwrdcili ju autorzy @rstavik i wsp. (145), Zahradnik,
Moreno, Burke (193) oraz Zahradnik, Propas i Morgrts).

Jednak nie wszyscy tworcy modeli mikrobiologicznymnalisling za wany
element i nie zastosowali jej w swoichsdiadczeniach. Byli to mdzy innymi:
Gallagher i wsp. (57), Kaufman i wsp. (90), Clamksovsp. (29), Edmunds i wsp.
(42). Naley to uzna za duy biad. Natomiast niektorzy badacze jak np. Jordan
i Keyes (86) w swoich pionierskich badaniach zast@di sztuczn $ling, wedtug
wiasnego sktadu.

Obecnie wiemy, ze §$lina do takiego badania powinna poch@dzi
od cziowieka, poniewajest najodpowiedniejsza, ze wgdl na zawart@ wielu
réznych czynnikbw np. bialek. W swoich @wiadczeniach do indukowania
prochnicy w warunkach vitro ludzka sling zastosowali Zahradnik i wsp. (194, 195)
oraz Arnold i wsp. (5).

Do hodowli drobnoustrojovin vitro potrzebne $ tez odpowiednie podtza.
Konieczne jest uzupetnianie ich sktadu przez dmdanglowodandw, niezédnych
do wzrostu bakterii.  Bakterie prochnicotwdrczeS.mutans najlepiej rosa
w obecndci sacharozy. W wyniku fermentacji sacharozy zastaytworzone
rozpuszczalne i nierozpuszczalne wielocukry (dekstri mutany), utatwiace
bakteriom przyleganie do powierzchrba, a take r&zne organiczne kwasy, w tym
najwazniejszy w rozwoju prochnicy - kwas mlekowy.

Jak wynika z gimiennictwa, hodovel bakterii prowadzono w wielu #@ych
gotowych poditaach mikrobiologicznych, ktére wzbogacano sacharByty to np.:
bulion tryptykazowo-sojowy (TSB) z 2% sachagoz dodatkiem 20Qag/ml
streptomycyny (194, 195), bulion moézgowo-sercowHBz 2% sacharagz (90),
TSB (bez glukozy) z 5% sacham(b5), BHI z 5% sacharaZ72), BHI wzbogacony
ekstraktem dradzowym, 0,5% glukoz i 1% sacharag (105). Niektorzy badacze
hodowle drobnoustrojow prowadzili na wielosktadmik@h podta@ach, ktérych
sklad chemiczny sami ustalali, jak np. Jordan i é&ey86), Dummer i wsp.(37)
Clarkson i wsp. (29), Edmunds i wsp. (42) oraz dni wsp. (5). W niektorych
dodwiadczeniach dodawano do po#joinne weglowodany tj. glukogz, mannitol,

xylitol (57). Jednake wielu naukowcow podkéka, ze nie powinno si zastpowa
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sacharozy innymi cukrami, gdynie & uznawane za kariogenne i nie odgrywaj
waznej roli w procesie prochnicotwérczym (86). W takzypmotowanych podieach
zaszczepionych bakteriami, umieszczangbyz w celu indukowania sztucznej
préchnicy.

Zaleznie od eksperymentu dokonywano wymiany padida swieze
najczsciej co 24 hdz 48 godzin. Wtedy tezaszczepiano podta swieza hodowh
bakterii. Jednate byly tez i takie badania, w ktorych nie rekultywowano padiéd
i tylko raz dodawano drobnoustroje np. na ptiaz dawiadczenia (194).

W niektérych eksperymentachzyie zby dodatkowo w ceigu doby
poddawano dziataniu zdych roztworéw. Jordan i Keyes (86) na pgikm bada
zeby umieszczali na 3h w podio z hodowd S.mutansa nasipnie przenosili na 1h
do roztworu z 5% sacharpzi 0,1% KHPO, o pH 7,0, po czym umieszczali je
w syntetyczneglinie (pozbawionej wglanu wapnia) na 3 godziny. Gahkubacg
prowadzili w temp. 37°C. Na noccelzy przenosili do sztucznegliny
i przechowywali w temp. 5°C. Taki skomplikowanyktpyt stosowany codziennie,
przez caty okres trwania éwiadczenia. Podobnie Fontana i wsp. (55) wgail2h
stosowali 3x naprzemiennie mineralny roztwér guyj (3x3,5h) iswieze podiaa
zawierajce bakterie (3x0,5h).

Na potrzeby kadego eksperymentu w celu uzyskaniu sztucznej pidghn
z¢bow ustalano rine czasy jej indukowania. Bwiadczenia te trwaty od kilku do
kilkudzieskciu dni. Jordan i Keyes (86) prowadzili badanieeg 14 dni, Edmunds
I wsp. (42) 5 dni, Fontana i wsp. (55) 7 i 12 d@#ynold i wsp. (5) przez 1, 7, 14
I 28 dni, a Hashizume i wsp. (72) od 1 do 7 dmowadzenie déwiadcze przez
kilka dni wydaje si zbyt krotkie, aby wywola typowa, wczesa zmiarg
prochnicovy zebow.

Proces indukowania préchnicy przez bakterie prowadzw temperaturze
37°C, w warunkach tlenowych (63, 72), w warunkackkroaerofiinych hdz
beztlenowych ywajac w tym celu odpowiedniego typu systemu GasPack 1@5.
194, 195).

Przedstawione w piniennictwie r@ne mikrobiologiczne modele
demineralizacyjne majjedra wspolry cecly: s3 ukierunkowane na jeden okleny

cel np.: do uzyskiwania prochnicy pierwotnej czydome] w warunkachn vitro,
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badania fizjologii mikroorganizméw lub zetworzenia ptytki nagbnej. Pomimo,
ze badania mikroradiograficzne czy obserwacje w isiggwvym mikroskopie
elektronowym potwierdzajnaladowanie w daym stopniu uzyskanych zmian do
naturalnej prochnicy, to jednak modele te nieleskonate.

Pozaustrojowy model mikrobiologiczny do indukowamvazesnych zmian
prochnicowych szkliwa ¢gbow powinien by prowadzony wycznie na gbach
ludzkich, z udzialem ludzkiejliny, w obecndci sacharozy (cukru preferowanego
przez drobnoustroje  préchnicotworcze) 1 dwdch  gabwn  bakterii
prochnicotwérczych, w tyn$.mutansnicjujacego proces prochnicowy i pateczki
kwasu mlekowego z rodzajuactobacillus,ktére pogtbiaja zmiare prochnicov.
Ponadto powinien unitiwiaé tatwa sterylizacg uzytych sktadnikow, maliwosé
manipulowania skladowymi modelu w jalowych warurtkachy prosty
w obstudze, zapewniapowtarzalné¢ bada i by¢ tani. Najlepiej jak bdzie
prowadzony i monitorowany przez jednosoly (55). Zaden z opisanych
w pismiennictwie modeli mikrobiologicznych prowadzonyetwarunkachn vitro,
nie spetniat dotychczas takich warunkéw.

Dlatego te nadal istnieje potrzeba prowadzenia Wadawykorzystaniem
modelu mikrobiologicznego, w celu uzyskania prockinzcbéw in vitro, ktory
bedzie efektywny i najbardziej zlitbny do warunkéw naturalnych.
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2. CEL PRACY

Celem pracy byto:

1. Opracowanie prostego, powtarzalnego i niekosztownegnodelu
mikrobiologicznego do indukowania wczesnych zmiandcpnicowych
z¢bow ludzkich w warunkachin vitro jak najbardziej zblionego do
warunkow naturalnych zachagz/chin vivo.

2. Ocena efektywnii uzyskania wczesnych postaci préchnicy szkliwa
ludzkiego w warunkacln vitro w modelu mikrobiologicznym przyayciu

dwoch r@nych metod.
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3. MATERIALY i METODY

MATERIALY

1. Szczepy wzorcowe bakterii zytych do badai
Streptococcus mutansLMG 14558
Lactobacillus acidophilus (rhamnosusMG 6400

2. 50 zbow ludzkich trzonowych i przedtrzonowych

3. Podtaza:
a) podtaze uzyte w Metodzie |
Brain-Heart Infusion (BHI) z 5% sacharoz - (BHI-S)
3.11.BHI (bioMerieux, Francja) - 37g/ 1000ml wody destylowanej
Sktad : Calf brain, infusion from 200,0
Beef heart, infusion fr@%0,0
bio-Gelatyne 10,0
Sodium chloride 5,0
Disodium phosfeha,5
Dextrose 2,0
po wyjatowieniu pHogtoza = 7,4
Sacharoza (POCh, Polska) - 50g/1000ml pozho

- sterylizowana przez filtrowangaqzek membranowy)

b) podtoze uzyte w Metodzie Il
Podiae podstawowez 5% sacharoz wg Jordana i Keyesa (8§PP-S)
zmodyfikowane przez M.Katowskiego (8A.Kedzig (2003)

Skiad:
- Bacto Casitone (Difco USA) - 10,0
- Yeast Extract (Difco USA) - 10,0
- KoHPO, (Fluka Niemcy) - 10,0
- Mieszanka mineralna -1ml
- woda destylowana - 1000 ml

po wyjatowieniu pH podia= 7,1
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Sacharoza 509/1000ml podiza
- sterylizowana przez filtrawe (si.czek membranowy)
Skiad Mieszanki mineralnej dodanej do podiga PP-S
Sktad na 100 ml:
- MgSQ, x 7 HO (POCh Polska) - 0,8g
- FeCk x 6 HO (POCh Polska) -0,04g
- MnCl, (POCh Polska) - 0,012g (uwodnionego 0,0,189)
- woda destylowana - 100 ml
Podloza uzyte w obu metodach
c) Agar odzywczy z krwig barania - (AK)
Agar odrywczy (Disco, USA)
Odwtokniona krew barania 5% Graso, Polska)
d) Mitis-Salivarius Agar (MS Agar) (Becton Dickinson, USA)-
do hodowli bakteristreptococcus mutans,
e) Lactobacilli MRS Agar (Difco, USA) -do hodowli bakteriLactobacillus
f) Lactobacilli MRS Broth (Difco, USA) -do hodowli bakteriLactobacillus

4. Supernatant swiezej sliny mieszanej stymulowanej parafip zebranej rano
(9°°) od zdrowych ochotnikéw(2 godz. po jedzeniu) - 150 ml
- §lina byta zbierana do probowek Corninga umieszcebmy lodzie
- supernatant uzyskano po odwirowanitejcaebranejsliny w warunkach
5000xg przez 30 minut (w celu ugaia resztek pokarmowych i bakterii)
5. Jatowy roztwér 135mM KCI - do optukiwania goéw - 1000 ml

6. Aparatura:
- anaerostat (BBL, USA)
- mikroskopwietlny Carl Zeiss Jena
- elektronowy mikroskop skaningowy SEM (s, Belgia)
- mikrotomograf komputerowy typ 1076 (SkyscBelgia)
- chromatograf gazowy UNICAM ProGC+ (W&IBrytania)
- pH-Metr (Elwiro, Polska)
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METODY

1. Przygotowanie gbow uzytych do dadwiadczea w modelu mikrobiologicznym
do indukowanie prochnicy w Metodzie | i 1

Badaniem olgjto 50 zbow trzonowych i przedtrzonowych, pochadygch od
miodziezy | 0sOb dorostych, uswgtych z powoddéw ortodontycznych lub
periodontologicznych. Wybraneglzy nie wykazywaty uszkodaeszkliwa. Zby
przechowywano w 0,9% roztworze NaCl z dodatkiem¥®,tymolu. Kady zab
pozbawiano zanieczyszazemyto, suszono, umieszczano na stalowych drutach
lakierowano z wyjtkiem okienka 3x3mm na koronielma, pakowano wekaw typu
folia-papier i sterylizowano w autoklawie w temakerrze 121°C przez 20 minut
pod cknieniem 1 atm. Wysterylizowanegly podzielono na 2 grupy (po 25 sztuk),

w celu przeprowadzenia baddwiema ranymi Metodami.

2. Szczepy bakterii dyte do badaa w Metodzie | i Il

Do ddswiadczeér wykorzystano szczepy wzorcowe bakterii z gatunkow:
Streptococcus mutansviG 14558 iLactobacillus acidophiluMG 6400.

Szczepy posiewano na odpowiednio padio w tym Mitis-Salivarius Agar
(MS Agar), Lactobacili MRS Agar oraz LactobacilMMRS Broth. Czyst&e
szczepdw sprawdzano na podstawie wzrostu na agataeatkiem 5% krwi baraniej
(AK) i ocenie mikroskopowej preparatéw barwionyetetody Grama. Nagpnie
szczepy przesiewano do bulionu Brain-Heart Infusio®% sacharaz (BHI-S),
(Metoda 1) lub Podiba Podstawowego z dodatkiem 5% sacharozy (PP-S)(det
I1). Inoculum zawierato 1D drobnoustrojéow (CFU) w 1mlZywotngi¢ szczepu
S.mutanssprawdzano na podto MS Agar a L.acidophilus na Lactobacilli MRS

Agar.
3. Opis wytego modelu mikrobiologicznego dla Metody | i Metdy I
METODA |
Zatozenia Metody | zostaly oparte na opisie dawviadczenia Arnolda

I wsp. (5), zmodyfikowane przez Kdzi¢ A., z modyfikacja wtasm na potrzeby

doswiadczenia.
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Modyfikacja wtasna polegata na wydkniu czasu daviadczenia z 2 do 4
mieskcy, badaniu pH hodowli i oznaczeniu wytworzonyclzgar bakterie lotnych
kwasow ttuszczowych i kwasu mlekowego.

Badania Metogl | przeprowadzono z zyciem 25 zbdéw (Tabela 2).
Schemat przebiegu élwiadczenia z wykorzystaniem Metody | przedstawiored
Ryc.7.

Na pocatku dawiadczenia kady zab zostat aseptyczne przeniesiony do
jatowej probowki, zawierapej 3ml supernatantdliny. Probdwki umieszczono
na godzin w cieplarce w 37°C w warunkach tlenowych. Npsie kady zb
zostat 3-krotnie optukany jalowym roztworem KiCprzeniesiony aseptycznie
jalowa peset do probéwek, zawierggych po 10 ml podia BHI-S.
Do kazdej probéwki z podizem dodano po 0,1ml zawiesiny bakterii gsgsci 10°
CFU/ml (colony forming unit) z 24-godzinnej hodowdizczepu Streptococcus
mutansw bulionie BHI-S

Zeby inkubowano przez 4h w 37°C w warunkach tlendwy Nasgpnie
z¢cby aseptycznie wyjmowano z probdéwek, kphano roztworem KCI
i umieszczano wwiezym bulionie BHI-S, ktéry zaszczepiano 0,1ml 24-godgj
hodowli szczepuS.mutans(w podiazu BHI-S). Inkubagi zebéw prowadzono
w 37°C przez 48 godzin w warunkach tlenowych.

W tej Metodzie co 48 godzirglay umieszczano wwiezym poditau, ktére
nastpnie zaszczepiano 0,1ml zawiesiny danego szczeypu {R Po kadej zmianie
poditaza mierzono pH hodowli za pomppH-metru oraz paskow wskakowych
pH.

Kontrole stanowity zby umieszczone w hodowli BHI-S bez dodatku
zawiesiny bakterii. Takkontrok prowadzono przez caty czas trwania eksperymentu.

Pierwsze 4 tygodniechy inkubowano w warunkach tlenowych zyagiem
szczepuS.mutansPo 14 dniach wykczono z bada3 zby (Tabela 2). Po kolejnych
14 dniach (28 dni od rozpogza dawiadczenia) z dalszych badavytaczono
nastpne zby i wymieniono zawiesif bakteryjr, na Lactobacillus acidophilus
Inoculum stanowita 24-godzinna zawiesina wymiengnwyzej bakterii w podtau
BHI-S. Co 48 godzin wymieniano podi na swieze i zaszczepiano 0,1ml
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zawiesiny hodowli szczepl.acidophilus Inkubacg zgboéw prowadzono w 37°C w
warunkach tlenowych.

Podsumowujc, cate déwiadczenie trwalo 16 tygodni i bylo prowadzone
w warunkach tlenowych. Co 14 dni wgkano z dalszych baflekolejne zby
(Tabela 2). Badania z iyciem szczepuS.mutanstrwaly przez 1 miesc a ze
szczepemlL.acidophilus 3 miesijce. Zywotnas¢ oraz czysté& szczepoéw byla
monitorowana przez caty czas sdaadczenia.

Odlaczane z déwiadczenia gby oplukano roztworem  KCI
i przenoszono do jatowych probéwek. Wylot probéwekezpieczano steryligaz
zwilzong jalowa wody destylowan, na ktorej umieszczono krysztatki tymolu.
Probéwki zamykano korkiem, ktory owijano parafilmem celu dodatkowego
zabezpieczenia przed kontaminacgz otoczenia. &y te byly nasipnie
wykorzystane do oceny uzyskanej prochnicy metodanaiualr, z wykorzystaniem
zgkebnika, w elektronowym mikroskopie skaningowym (SEM) metod

mikrotomografii komputerowej (MC-T).

Tabela 2.Dane dotycace czasu bada liczby zcbéw wytych w Metodzie |

_ B Liczba zebow Numery zegbow Czas
Rodzaj bakterii | inkubowanych odtaczanych inkubacji
w BHI-S z hodowli co zebow w hodowli -
2 tygodnie tygodnie
WARUNKI TLENOWE
S.mutans 25 0 0 - czas rozpoegzia
badan
S.mutans 25 la/1, 1b/1, Ib/2 2 tygodnie
S.mutans 22 la/2, 1b/3, Ib/4 4
L.acidophilus 19 la/3, 1b/5, Ib/6, 6
L.acidophilus 16 la/4, 1b/7, Ib/8 8
L.acidophilus 13 la/5, 1b/9, Ib/10 10
L.acidophilus 10 la/6, 1b/11, Ib/12 12
L.acidophilus 7 la/7, 1b/13, Ib/14 14
L.acidophilus 4 la/8, 1b/15, Ib/16, 1b/17 16
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Ryc. 7. Schemat pogpowania w Metodzie |

WARUNKI TENOWE

v

v

ptukanie 3x KCL

Slina — inkubacja 1h 37°C BHI+ 5% sacharoza
warunki tlenowe +0,1ml zawiesi®/mutans

inkubacja 4h 37°C

v

v

zmiana podida i zawiesiny

ptukanie 1xKCL
bakterii co 48h

BHI+5% sacharoza BHI%bsacharoza
+0,1ml zawiesig/mutans +0,1ml zawiesinyS.mutans
inkubacjash 37°C kirbacja 48h 37°C

—  » po 1 miesacu zmiana zawiesiny S.mutansna L.acidophilus

v

v

zmiana podida i zawiesiny co 48h — kolejne 3 miegie

BHI+5% sacharoza
+0,1ml zawiesihyacidophilus
inkubacjash 37°C



METODA I

Zatozenia tej Metody zostaly oparte na déwiadczeniu opisanym przez
Jordana i Keyesa (86), zmodyfikowane przez Katowsk&go (87), a nasgpnie
zmodyfikowane przez A.Kedzie, z kolejna modyfikacja wtasm na potrzeby
doswiadczenia.

Modyfikacja wtasna polegata na wydkniu czasu daviadczenia z 2 do 4
mieskcy, badaniu pH hodowli i kontroli wytwarzania lotriykwaséw tluszczowych
oraz kwasu mlekowego przez bakterigte do déwiadczenia.

Badania Metogl 1l objety 25 zbow (Tabela 3). Schemat przebiegu
doswiadczenia z wykorzystaniem Metody Il przedstawio@oRyc. 8.

Doswiadczenie rozpogto od aseptycznego przeniesiengp@v za pomog
jalowej pesety do jatowych probdéwek, zawiegaych po 3ml supernatantiliny.
Probowki umieszczono na 1h w cieplarce w 37°C w uwkach tlenowych.
Nastpnie zby optukiwano 3-krotnie roztworem KCI i przenospaaseptycznie do
probéwek zawieragych po 10ml podiza PP-S, ktore zaszczepiano 0,1ml zawiesiny
paciorkowcow z gatunkis.mutans Byty to 24-godzinne hodowle wymienionego
szczepu o gptaici 10° CFU/ml w podiau PP-S. Podiee zawieraice zby
inkubowano przez 4 godziny w 37°C w anaerostaciktdnym umieszczano GasPak
CampyPak EZ (BD) w celu uzyskania warunkéw mikroéigrych. Po 4h inkubaciji
z¢by ptukano 1x roztworem KCI i przenoszono aseptigzdo probowek ze
swiezym podizem PP-S, ktore zaszczepiano 0,1ml zawiesiny szcZeputans
Hodowk prowadzono w 37°C przez 24odziny w  anaerostacie
w warunkach mikroearofilnych (Ryc.8). Co 24hby umieszczano wwiezym
podiazu, ktére zaszczepiano 0,1ml 24h hodpwlawiesiny S.mutansw PP-S
Inkubacje trwajce 24h byly prowadzone przez pierwsze 10 driwdidczenia.
Nastpnie okres ten zostat przedany do 48h z zachowaniem warunkéw
mikroaerofilnych. Po kalej zmianie podia mierzono jego pH za pompc
pH-metru oraz paskéw wskiaikowych pH.

Kontrole w badaniu stanowitygby umieszczone w czystej hodowli PP-S bez
dodatku zawiesiny bakteryjnej. Takontrok prowadzono przez caly czas trwania

doswiadczenia.
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Pierwsze 4 tygodnie hodowlact®w byla prowadzona w warunkach
mikroaerofilnych z wayciem szczepuS.mutans.Po 14 dniach od rozpogaa
eksperymentu z dalszych badeostaty wyhczone pierwsze by (Tabela 3).

Po 28 dniach, licc od pocatku bada, zostaly wyhczone Kkolejne gy
(Tabela 3). Zamiast stosowanej dotychczas zawieszggepu z gatunk8.mutans,
uzyto hodowli pateczekL.acidophilus (gestas¢ 10° CFU/m). Inkubacg zebéw
w podiazu PP-S zaszczepionym nowym szczepem prowadzanavjwarunkach
tlenowych w 37°C. Co 48h¢hy przenoszono déwiezego podtaa PP-S, ktore
zaszczepiano 0,1ml zawiesihyacidophiluspochodzcej z 24h hodowli w bulionie
PP-S. Przez caly czas badaykonywano pomiary pH. Czysibi zywotnas¢ obu
uzytych szczepu monitorowano przez caly czas trwaksperymentu.

Podsumowujc, badania z zyciem S.mutandrwaty 1 miesic w warunkach
mikroaerofilnych), a ze szczepemL.acidophilus 3 miesace (w warunkach
tlenowych). Co 14 dni wykzano z dalszych bafl&olejne zby (Tabela 3). hcznie
doswiadczenie prowadzono przez 4 miesi tj.16 tygodni.

Odlaczane z bada zcby byly optukiwane roztworem KClI
i umieszczane w jatowych probéwkach oraz zabezpmezav taki sam sposob jak
w Metodzie I. Zby te byly nasipnie wykorzystane do oceny uzyskanej prochnicy
metodami: wizualg, z wykorzystaniem zgbnika, w elektronowym mikroskopie
skaningowym (SEM) i metadmikrotomografii komputerowej (MC-T).

Oceny zbdéw wytych w obu metodach badawczych zostaty przeproosmez
w roznych jednostkach badawczych, w ramach wspétprackowo-badawczej.
Byly to: Zaklady GUMed, Politechniki Gdakiej oraz dwdch Uniwersytetow
w Belgii. Ocer wizualm i z wykorzystaniem zgbnika wykonat lek.stom. Adam
Wasek z Katedry i Zakladu Stomatologii Zachowawcze{JM&ed. Badania
mikrotomograficzne zostaty wykonane w Belgii — Degpeent of Microtomography,
RUCA University of Antwerp, Belgium. Natomiast baaa profilometryczne z
uzyciem elektronowego mikroskopu skaningowego zogtetgprowadzone w Belgii

— Department of Histology, Vrije Universiteit onugsels, Belgium.
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Ryc. 8. Schemat pogpowania w Metodzie Il

WARUNKI MIKROAEROFILNE

v

v

Slina — inkubacja 1h 37°C PP-S
warunki tlenowe +0,1ml zawiesi®ymutans
inkubacja 4h 37°C - anaerostat

v

v

zmiana podida i zawiesiny
bakterii co24h—10dni

PP-S PP-S
+0,1ml zawiesi®ymutans +0,1ml zawiesinyS.mutans
inkubacja4h 37°C - anaerostat inkubacjatsh 37°C - anaerostat

WARUNKI TLENOWE

— > po 1 miesjcu zmiana zawiesiny 5.mutansnaL.acidophilus ———

v

v

zmiana podi#a i zawiesiny co 48h —kolejne 3 miegie
PP-S

+0,1ml zawiesihyacidophilus
inkubacjash 37°C
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Tabela 3. Dane dotycgzce czasu badd liczby z¢bow wytych w Metodzie II.

_ B Liczba zebow Numery zegbow Czas
Rodzaj bakterii | inkubowanych odtaczanych inkubacji
w PP-S ZzhOdOVC‘j’".CO zeboéw w hodowli -
tygodnie tygodnie
WARUNKI MIKROAEROFILNE
S.mutans 25 0 0 - czas rozpoegzia
badan
S.mutans 25 lla/1, 1lb/1, 1b/2 2 tygodnie
S.mutans 22 lla/2, 11b/3, lib/4 4
WARUNKI TLENOWE
L.acidophilus 19 lla/3, 11b/5, 1Ib/6, 6
L.acidophilus 16 lla/4, 1ib/7, 11b/8 8
L.acidophilus 13 lla/5, 11b/9, IIb/10 10
L.acidophilus 10 lla/6, 1b/11, lIb/12 12
L.acidophilus lla/7, 11b/13, lib/14 14
L.acidophilus 4 lla/8, 1lb/15, 1Ib/16, 16
llb/17
Oznaczanie  wytwarzanych lotnych  kwasow  tluszczowych metoda

chromatografii gazowe]

W celu stwierdzeniawytwarzania lotnych kwasow tluszczowych przez
bakterieS.mutang L.acidophilusw podiau zawieragcym zby, pobierano po 1ml
24 lub 48 godzinnej hodowli i przenoszono do prokidwiréwkowej do ktorej
dodawano 0,2ml 50% kwasu siarkowego, 0,4g NaCl inll eteru etylowego.
Zawartg¢ probowki mieszano i wirowano. Naphie pobierano warstwveterova,
dodawano bezwodnego CaClpozostawiano na okoto 5 minut. Pr@bgobierano
strzykawla 7 pl 1 wstrzykiwano do kolumny chromatografu gaege po
osiagnigciu przez urzdzenie temperatury 160°C (przyrost temp.wynosiC3afin).
Badanie przeprowadzono w celu wykrycia obd&chn&kwasow od @ do G tzn.
mréwkowego, octowego, propionowego, mastowego, malewego, kapronowego.
Takimi samymi badaniami ofip tez poditaza, ktére zostaly zaszczepioBemutans

lub L.acidophilus,ale nie zawieratygbdw.
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Hodowle szczepdéw byly 24 i 48 godzinne i byly inkwane w takich samych
warunkach, jakie byly stosowane w Metodzie | i tbbkzie Il

Badanie wytwarzania kwasu mlekowego przez drobnousije metoda

chromatografii gazowe]

Metoda analizy pochodnych metylowych

W celu wykrycia obecrimi kwasu mlekowego wytworzonego przez bakterie
S.mutandub L.acidophilusw podtau zawieragcym zby, pobierano po 1 ml 24-
lub 48-godzinnej hodowli i przenoszono do probowkirowkowej, do ktorej
dodawano 2ml alkoholu metylowego i 0,4ml 50%SK)y. Zamknita probowlke
ogrzewano w tani wodnej w temp. 60°C przez 30 minut. Ngstie dodawano 1ml
wody i 0,5ml chloroformu i silnie mieszano. PrébgRoddawano odwirowaniu i
pobierano strzykawk warstwe chloroformow. Prébk w obgtosci  7ul
wstrzykiwano do kolumny chromatografu gazowego pagmicciu przez injektor
160°C. Temperatura w czasie 20 minut badania pridye w zakresie od 50°C do
150°C (przyrost temperatury wynosit 40°C/min). dajaz nény zastosowano hel
przy szybkeci przeptywu 30mil/min. Dodatkowo zostatlo wykonaredénie kwasu
mlekowego w bulionach zaszczepionych szczegg@mutanslub L.acidophilus
w ktérych nie byly umieszczonelzy. Hodowle szczepdw byty inkubowane przez 24
lub 48 godzin w takich samych warunkach jakie Isttysowane w Metodzie 1i Il.

Wyniki zapisywano w postaci wykreséw (chromatogyamOtrzymane piki
byly porownywane do wysokoi pikdbw uzyskanych dla mieszanin standardowych

odpowiednich kwaséw (wzorzec) ( Ryc. 33, 34, 35).36
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4. WYNIKI BADAN

Analiza przebiegu déwiadczen w Metodzie | i Metodzie 1l pod katem uzytych

podtozy, bakterii i warunkow prowadzenia hodowli

Wzrost drobnoustrojow w podtozach bulionowych w Metodzie 1 i I
Zaobserwowanoze w kadym uzytym podiazu, drobnoustroje wyrastaty inaczej.
Metoda |

SzczepS.mutangost, w postaci ¢stej, puszystej hodowli w podita BHI-S,
juz po 24 godzinach w warunkach tlenowych (Ryc. 10xrd%t tego drobnoustroju
w kolejnych hodowlach, od pogtku do kaca prowadzonych dwiadcze, byt taki
sam. Szczes.mutanswykazywat adhezj do powierzchni szkta (probowka), do
drutu stalowego na ktorym zamocowany bybZ do powierzchni badanegeaba.
(Ryc.9). Na wygld hodowli szczep&.mutansniata wptyw jego wyjtkowo wysoka
zdolnag¢ adhezji do rénych powierzchni. Natomiast po wymianie szczepu na
L.acidophiluswyglad hodowli nie ulegt dzej zmianie. Charakter hodowli zachowat
swoj puszysty wyald (Ryc.11). W tym przypadku pateczkiacidophilus ktére
charakteryzuyj si¢ stalm adhezy do powierzchni, przylegaty do komoérek
paciorkowcow (do biofilmu). Ich zadanie polegato maytworzeniu kwasu
mlekowego, ktory jest czynnikiem préchnicotwdrczymvspomaganiu dziatania
szczepuS.mutans. Narastanie na powierzchnebow bakteryjnej ptytki w czasie

trwania déwiadczenia zostato przedstawione na rycinach 208 i

Metoda Il

W Metodzie Il, w ktérej zostatozyte podiaze PP-S i warunki zmieniono na
mikroaerofilne, wzrost szczep®.mutanguz po 24 godzinach i w agu dalszych
inkubaciji, dotyczyt stabej adhezji do powierzchekis, drutu a znacznej adhezji do
powierzchni szkliwa @ow. Jednak wzrost drobnoustrojow byt bardziepty
i skupiony w okolicy umieszczonegoela (Ryc.12). Po wymianie bakterii na
L.acidophilus i zmianie warunkow na tlenowe, hodowla wydpta inaczej.
Najwicksze skupienia drobnoustrojow byly obserwowane otyllk okolicy zba
umieszczonego w bulionie. Jest to spowodowane tgmpateczkilLactobacillus
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wykazup bardzo stabe cechy adhezji do innych powierzcfarost tego typu byt
obserwowany przez caty czas trwanidwiadczenia (Ryc.13 ).

Wzrost szczepéws.mutansi L.acidophiluspo 48h inkubacji w podi@ach
uzytych w Metodzie 1 i Il, ktore nie zawieraheladéw, przedstawiaj ryciny 14, 15,
16, 17.

Narastanie na powierzchnigkmw bakteryjnej piytki w czasie trwania
doswiadczenia zostato przedstawione na rycinach 219 i

Podsumowujc, uzyskane przez mnie wyniki badaarowno w Metodzie |
jak i Metodzie Il potwierdzaj ze szczepy zostatyzyte w wiaciwej kolejndci, na
co wskazuje piniej przeprowadzona analiza danych.

Ocena wartaci pH podtozy kontrolnych i hodowli zawierajacych Streptococcus
mutansi Lactobacillus acidophilusw Metodzie | i Il

Metoda |

W Metodzie | do inkubacjiebdéw wyto odpowiednich drobnoustrojéw
i bulionu BHI z dodatkiem 5% sacharozy. To samotpa niezawierajce bakterii
stosowano jako kontreldoswiadcze.

W przypadku podiay kontrolnych wartéci pH wynosity 7,4. Natomiast
w podizach wytych do bada, w ktérych umieszczonoeghy i zaszczepiono
zawiesin, hodowli szczepuS.mutans po 48 godzinnej inkubacji w 32
w warunkach tlenowych, wada pH wynosity od 4,2 do 4,5ednie pH 4,35
+ 0,05) (Tabela 4). Podobnie w poghah, w ktorych umieszoncelazy i dodano
zawiesig hodowli szczepulL.acidophilus po 48 godzinnej inkubacji w 3¢
w warunkach tlenowych, wago pH wynosity od 4,2 do 4,5sfednie pH 4,41
*+ 0,04) (Tabela 5).

58



Tabela 4.

Przyktady wartéci pH hodowli BHI-S zS.mutans

w kolejnych dniachd&@dadczenia (Metoda I, warunki tlenowe)

Wartosci pH hodowli po 48h inkubacji S.mutans
_ w BHI-S w dniach: Srednia
NIrhodowii 22 dzieh 24 dzien 26 dzien 28 dzien wartose
p
Hodowla nr 6 4,5 4,4 4,3 4,5 4,43
Hodowla nr 13 4,5 4,4 4,3 4,3 4,38
Hodowla nr 16 4.4 45 4.3 43 4,38
Hodowla nr 24 4,4 4,3 4,3 4,4 4,35
Hodowla nr 26 45 4.2 4.2 42 4,28
Hodowla nr 42 4,5 4,3 4,2 4,5 4,38
Srednia
wartosé¢ pH 4,46 + 0,05 4,35+0,1 4,28 + 0,05 4,4+0,12 4,35 + 0,05

Tabela 5. Przykiady wartéci pH hodowli BHI-S Z_.acidophilus
w kolejnych dniach@adadczenia (Metoda I, warunki tlenowe)

Wartosci pH hodowli po 48h inkubaciji L.acidophilus |
_ w BHI-S w dniach: Srednia
Nr hodowli wartos¢ pH
30 dzien 32 dzieh 34 dzie 36 dziei

Hodowla nr 6 45 4.4 4.4 45 4,45
Hodowla nr 13 45 4.4 45 43 4,43
Hodowla nr 16 4.4 45 4,3 43 4,38
Hodowla nr 24 4,4 4,3 4,3 4,4 4,35
Hodowlanr26 | 45 4,6 4,3 4,4 4,45
Hodowla nr 42 4,5 4,3 4,2 4,5 4,38
Srednia
wartos¢ pH 4,46+ 0,05 4,45+0,1 433+ 0,1 4,4 +0,09 4,41+ 0,04
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Metoda Il

W Metodzie Il do hodowli drobnoustrojowzyto podicza PP z dodatkiem
5% sacharozy. Takie samo pathonie zawierajce drobnoustrojow shyto jako
kontrola bada. Wartaci pH w podiazach kontrolnych byty jednakowe i wynosity
7,1. Natomiast w podi@mch bulionowych, w ktérych znajdowatyesicby i zostaty
zaszczepione hodowIS.mutanspo 24 godzinnej inkubacji w 3¢ w warunkach
mikroaerofilnych, wartéci pH wynosity od 4,3 do 4,Grednie pH 4,45+0,05). Takie
same wartéci pH stwierdzono w podi@ach zawierajcych zby orazS.mutanspo
przedtzeniu inkubaciji do 48 godzin w 32 w warunkach mikroaerofilnych (Tabela
6). W przypadku podiy bulionowych, w ktérych umieszczonelw i zaszczepiano
hodowh szczepul.acidophiluspo 48 godzinnej inkubacji w 8¢ w warunkach
tlenowych, wartéci pH takee wynosity od 4,3 do 4,6sednie pH 4,42 = 0,05)

(Tabela 7).

Tabela 6. Przyktady wartéci pH hodowli PP-S zS.mutansw kolejnych dniach
dawiadczenia (Metoda II, warunki mikroaerofilne)

Warto$¢ pH hodowli po 48h inkubacji S.mutans Srednia
_ w_PP-S w dniach: wartosé
Nr-hodowli 22 dzien 24 dzien 26 dzien 28 dzien pH
Hodowlanr 4 4,4 4,5 4.6 4,4 4,48
Hodowlanr 14 4,3 4,4 4,4 4,5 4,48
Hodowlanr 19 4,4 4,5 4,3 4,3 4,38
Hodowlanr 23 4.4 4,6 4,5 4,3 4,45
Hodowlanr 43 4,5 4,6 4,3 4.4 4,5
Hodowlanr 44 4,5 4,3 4,2 4,5 4,38
Srednia
wartos¢ pH 4,42 + 0,08 448+ 0,1 4,38 +0,15 4,4 +0,09 4,45 + 0,05
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Tabela 7. Przykiady wartéci pH hodowli PP-S k.acidophilus
w kolejnych dniach @aadczenigMetoda Il, warunki tlenowe)

Wartosci pH hodowli po 48h inkubacji L.acidophilus . .

) w PP-S w dniach: Sret:[rya
Nrhodowli 30dziet | 32 dzien 34 dzien 36 dzien | Wartosé pH
Hodowlanr 4 4.4 4,5 4,6 4.4 4,48

Hodowlanr 14 4,6 4,4 4,4 4,5 4,48
Hodowlanr 19 4,4 4,5 4,3 4,3 4,38
Hodowlanr 23 4,3 4,3 4,5 4,3 4,35
Hodowlanr 43 4,5 4,6 4,3 4,4 4,45
Hodowlanr 44 4,5 4,3 4,3 4,5 4,40
Srednia
wartos¢ pH 4,45+0,1 4,43 +0,12 4,40 £ 0,15 4,40+0,1 4,42 + 0,05

Ocena zdolndci wytwarzania przez drobnoustroje lotnych kwasow
ttuszczowych i kwasu mlekowego w podiach kontrolnych i w hodowlach

zebdw w Metodzie | i 1l

Metoda |

Do podiazy bulionowych, w ktorych umieszczonely, dodano zawiesin
hodowli szczepuS.mutand poddano 24 godzinnej inkubacji w %7 w warunkach
tlenowych, stzenie kwasu mlekowego wynosito od 107,0 pM/ml do,Z22M/mi
(Srednie stzenie wynosito 114,85 pM/ml), a po 48h inkubacji wgio od 113,6
UM/ml do 154,5 uM/ml {rednie s¢zenie 134,05 uM/ml) (Tabela 8). W bulionie,
ktory nie zawierat gbdw i zostal zaszczepiony hodews.mutans,po 24 i 48
godzinach inkubacji, w warunkach jak #ey, stzenie kwasu mlekowego wynosito
42,02 puM/ml i 100,12 pM/ml odpowiedniérédnie s¢zenie 71,07uM/ml + 41,08)

(Tabela 9). W tych hodowlach nie stwierdzono latnkwasow ttuszczowych.
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W podtazach bulionowych, w ktérych umieszczonocby i zostaty
zaszczepione zawiesirhodowli szczepu..acidophilusoraz poddane 24 godzinnej
inkubacji w 37C w warunkach tlenowych, etenie kwasu mlekowego wynosito od
115,0 do 181.3uM/mlsfednie stzenie wynosito 148,15uM/ml), a po 48godzinnej
inkubacji wynosito od 134,7 do 215,5 pM/mdrédnie stzenie 175,1 pM/ml)
(Tabela 10). Natomiast w bulionie zaszczepioryatidophilus ktéry nie zawierat
zebow, po 24h i 48h inkubacji w warunkach tlenowystkzenie kwasu mlekowego
wynosito  2,27uM/ml i 33,38uM/ml  odpowiednio $rédnie  stzenie
17,83uM/ml + 22) (Tabela 9). Analiza chromatograficzna hodowb&w, zaréwno
ze szczepants.mutangak i L.acidophilus,nie wykazata obecroi lotnych kwaséw
ttuszczowych od €do G. W poditaach kontrolnych, w ktorych umieszczongby,
lecz nie zawieraly drobnoustrojow i byly inkubowawetych samych warunkach
dodwiadczenia, take nie stwierdzono obecfm kwasu mlekowego, ani lotnych

kwasow ttuszczowych.

Tabela 8. Wyniki bada sitzenia kwasu mlekowego w hodowlach BHI-S
&.mutans(Metoda |, warunki tlenowe)

) Metoda | BHI-S z S.mutans
Dzieh Stezenie
badania | kwasu Warunki tlenowe
mlekowego Srednie stezenie
Hodowla nr 16 Hodowla nr 24 kwasu mlekowego

po 24h

23 inkubacji 107,0pM/ml 122, 7uM/m | 114,85uM/m |
po 48h

24 inkubacji 113,6M/ml 154,5M/ml 134,05uM/m |
Srednie
stezenie kw. | 110,3iM/ml £4,67 | 138,6iM/ml 22,42 | 124,45uM/ml +13,58
mlekowego
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Tabela 9. Wyniki bada stzenia kwasu mlekowego w podiach BHI-S i PP-S
zaszczepiony&hmutangub L.acidophilus niezawierajcych zbow
( Metoda I i Metoda 1)

Stezenie Metoda| BHI-S Metoda Il PP-S

kwasu

mlekowego S.mutans L.acidophilus S.mutans L.acidophilus

po czasie Warunki Warunki

Warunki tlenowe mikroaerofilne tlenowe

24h 42,02uM/ml 2,27 uM/ml 50,83uM/ml 6,85uM/ml
48h 100,12puM/ml 33,38uM/ml 203,13uM/ml 52,86 M/ml

Srednie

stezenie 71,07uM/ml +£41,08 17,83uM/ml +22  126,98uM/ml 29,85uM/ml

kwasu + 107,69 + 32,53

mlekowego

Tabela 10. Wyniki bada skzenia kwasu mlekowege hodowlach BHI-S
t .acidophilus (Metoda I, warunki tlenowe)

Stezenie Metoda | BHI-S z L.acidophilus
Dzien kwasu
mlekowego Warunki tlewee
badania Srednie stezenie
Hodowla nr 16 Hodowla nr 24 kwasu mlekowego
31 po 24h
inkubacji | 115,0 uM/ml 181,3uM/ml 148,15puM/ml
32 po 48h
inkubacji | 134,7uM/ml 215,5pM/ml 175,1pM/ml
Srednie
stezenie 124,85uM/ml £13,93 | 198,4uM/ml + 24,96 161,63uM/ml + 19,06

Metoda Il

W podtazach bulionowych, w ktérych zostalty umieszczorbyzi dodano
zawiesig hodowli szczepuS.mutansoraz poddano 48 godzinnej inkubacji W37
w warunkach mikroaerofilnych, gtenie kwasu mlekowego wynosito od 180,2 do
338,7 uM/ml g¢rednie s¢zenie 261,8 uM/ml) (Tabela 11). Natomiast w hodoWwlac
niezawieragcych zbdéw, ktore byly zaszczepioneS.mutans i inkubowane
w warunkach, jak wiej przez 24h lub 48h, gtenie kwasu mlekowego wynosito
50,83 pM/ml i 203,13 pM/ml odpowiednigrédnie sizenie 126,98uM/ml
+ 107,69) (Tabela %V podiazach bulionowych, w ktérych umieszczongby
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i zaszczepiono hodowkzczepu..acidophilus ktore zostalty poddane 24 godzinnej
inkubacji w 37C w warunkach tlenowych, &fenie kwasu mlekowego wynosito od
250,6 do 273,5 pM/mkfednie st¢zenie 262,05 uM/ml), a po 48 godzinnej wynosito
od 252,1 do 285,3 uM/ml sednie stzenie 268,7 uM/ml) (Tabela 12).
W hodowlach zaszczepionych pategzkacidophilus niezawierajcych zbdw, po
24h lub 48h inkubacji stenia kwasu mlekowego wynosity 6,85 pM/ml
i 52,86 pM/ml odpowiednio stednie stzenie 29,85ul/mlx 32,53) (Tabela 9).
Natomiast w ocenianych prébkach nie stwierdzonayich kwasow tluszczowych.

W podtazach kontrolnych, w ktérych bylty umieszczongby, ktére nie zawieraty
drobnoustrojéw i byty inkubowane w tych samych waach déwiadczenia, nie

stwierdzono obecr$ai kwasu mlekowego, ani lotnych kwasow ttuszczolwy

Tabela 11 Wyniki bada stzenia kwasu mlekowege hodowlach S.mutans
w PP-S (Metoda Il, warunkkroaerofilne)

Metoda Il PP-S E.mutans

. Stezenie
Dzien  kwasu
badania  mlekowego

Warunki mikroaerofilne

Hodowla nr 14 Hodowla nr 15 Hodowlanr23  Srednie stezenie
kwasu mlekowego

28 po 48h 266,4uM/ml - 338, uM/ml 180,2:M/ml 261,8uM/ml + 79,35
inkubacji
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Tabela 12.Wyniki bada skzenia kwasu mlekowege hodowlach Z_.acidophilus
w PP-S (Metoda I, warunki tlenowe)

Metoda Il PP-S zLacidophilus

Stezenie
Dzien kwasu Warunki tlenowe
badania | mlekowego
Srednie stezenie
Hodowla nr 14 Hodowla nr 23 kwasu mlekowego
po 24h
31 inkubacji 250,6uM/ml 273,5uM/ml 262,05uM/ml
po 48h
32 inkubacji 252,1 uM/ml 285,3 uM/ml 268, 7uM/ml
Srednie
stezenie 251,35uM/ml £ 1,06 | 279,4uM/ml + 8,35 | 265,38uM/ml + 3,64

Ocena wizualna zbéw poddanych déwiadczeniu w modelu mikrobiologicznym

i zebow kontrolnych ( Metoda | i Metoda Il)

Przeprowadzono ocenwizualm 1 z wykorzystaniem zgbnika zmian
powstatych na powierzchni szkliwae¢lww, uzyskanych w obu Metodach
doswiadczalnych. Po 2 tygodniach nie zaobserwowaramnych zmian na
powierzchni szkliwa @dw badanych tymi Metodami. Po 4 tygodniach od
rozpoczcia ddwiadczenia analiza wzrokowa ujawnita matowe, kreoldate
zmiany szkliwa, co wskazuje na wczesne uszkodzpriehnicowe powierzchni
szkliwa zbdw (prochnica pocgkowa szkliwa). Intensywrié zmian nasilata si
w czasie trwania dwiadczenia. Plamy kredowo-biate byly bardziej zazome na
powierzchniach  zlokalizowanych ~w pahli linii  migdzy  kostniwem
I szkliwem na szyjcegba. Uzyskane efekty byly bardziej wyree na powierzchni
z¢cbow, ktére zostaly poddane @gadczeniu w Metodzie 1l @i uzyskane
w Metodzie | w tym samym czasie. Przg@nia szkliwa w Metodzie |
w poréwnaniu do Metody Il, zaobserwowano dopiero lgb tygodniach trwania
doswiadczenia, w przypadku gdy w Metodzie Il takfel¢ uzyskano ja po 4
tygodniach. Na powierzchnekow kontrolnych nie wygpowatyzadne uszkodzenia
(Ryc. 22, 23, 24, 25, 26, 27).
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Ocena zbdéw poddanych ddéwiadczeniu w Metodzie | i Metodzie | i 2bow
kontrolnych metoda profilometryczna, przy uzyciu elektronowego mikroskopu

skaningowego (SEM)

Badania profilometryczne zostaty przeprowadzpreez lek.stomat. Adama
Waska z Katedry i Zakladu Stomatologii Zachowawcze[JM& Oceniono
powierzchng¢ szkliwa zbow w powkekszeniu rzdu 150 i 1200 x. Z dokonanej oceny
obrazow profilometrycznychebdéw poddanych dwviadczeniom w obu Metodach
mozna wywnioskowd, ze zmiany prochnicowe szkliwa pod postaci
mikroziarnistgci (o srednicy od 1 do 4 um) pojawiapic po 4 tygodniach trwania
doswiadczéh w obu Metodach, lecz w Metodzie Ila sone zdecydowanie
wyrazniejsze. Ponadto obrazy obserwowane w 8 tygodnidwiddczenia
w Metodzie | przypominaj obraz uzyskany w 4 tygodniu w Metodzie II. &éoto
sugerowd, ze tempo niszczenia szkliwa w warunkacohvitro jest w Metodzie |
op&nione o okoto 4 tygodnie w porownaniu z Mejod. Po 10 tygodniach
prowadzenia daviadczér wczesne zmiany prochnicowe datwiej dostrzegalne
w Metodzie Il (Ryc. 29). Zauwane zmiany prochnicowe na powierzchni szkliwa
byly podobne do zmian obserwowanych w przypadkiwabgch biatych plam, jakie
wystepuja we wczesnej prochnicy szkliweglmdw w warunkach naturalnych, co
potwierdzita take ocena profilometryczna. Na powierzchaba@w kontrolnych nie
zaobserwowano zadnych uszkodze szkliwa. Raénice wystpujace mkdzy
powierzchniami szkliwa eb6w po 10 i 16 tygodniu baflapokazuy ryciny 28, 29
i 30.

Ocena zbow poddanych ddéwiadczeniu w Metodzie | i Metodzie Il i 2bow

kontrolnych metoda mikrotomografii komputerowej (MC-T)

Ocena ta zostala dokonana w Belgii. Przeprowadzoagania metad
mikrotomografii dotyczylty 6 @déw z Metody |, ktére zostalty wyte z hodowli
bulionowej po 10 tygodniach oraz 2w z Metody I, ktére wytczono z badapo
16 tygodniach trwania dwiadczenia (Ryc. 31, 32).

Wykonano te badanie 2 @ow, ktdre po tym samym czasie zostaly teyj

z podtazy niezaszczepionych drobnoustrojami (kontrola).
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Analiza mikrotomograficznaghdéw z bada przeprowadzonych Metad i Il
wykazata, ze we wszystkich ghach poddanych dwiadczeniu byta obecna
podpowierzchniowa demineralizacja, &@iadczy o prochnicy poatkowej szkliwa.
Stwierdzono,ze po 10 tygodniach hodowlickow demineralizacja penetrowata
poprzez cat warstwe szkliwa i sggata podczen szkliwno-zbinowych. Po 16
tygodniach hodowli na powierzchni szkliwa byty oheczmiany w postaci biatych
i brazowych plam - co potwierdzito badanie zzyciem mikrotomografii
komputerowej. Ujawnionoze w biatych plamach wygbujaca podpowierzchniowa
demineralizacja sgata do okoto potowy warstwy szkliwa. Natomiast mwzowych
plamach demineralizacja byta bardziej nasilonangb@®wata do giny. Te wyniki
potwierdzag prawidiowa kolejnas¢ uzytych do bada szczepow tzn.ze S.mutans
rozpoczyna demineralizacjszkliwa aL.acidophiluste zmiany jeszcze pagtia
Zadnych zmian nie zaobserwowano na powierzchiodw, ktore zostaty zyte jako
kontrole. Metoda mikrotomografii komputerowej potwdzita wyniki uzyskane

w ocenie wizualnej, z wykorzystaniem ¢whika i w badaniu profilometrycznym.
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5. DYSKUSJA

Pierwsze proby uzyskania prochnigpaw w warunkachn vitro rozpoczty
sig pod koniec XIX wieku. Zapoatkowat je amerykaski dentysta D.W.Miller
w 1890 roku. Pgniej zostal on uznany za ,ojca mikrobiologii jamystuej”.
Od wielu lat prowadzi gidoswiadczenia w warunkach witro, w ktérych uzyskuje
si¢ préchnicopodobne uszkodzenia szkliwgd@w ludzkich i zwiergzcych. W tym
celu wykorzystywaneasmodele chemiczne (1, 17, 44, 94, 123, 127, 148, 162,
166, 170) i mikrobiologiczne (28, 29, 37,,45, 57, 90, 105, 161, 194, 195).
W daswiadczalnym modelu chemicznym ubytki prochnicopaulizyskuje si za
pomoa rdznych kwaséw, buforowych systemow kwasowychtb 4,5 lub zeli
z dodatkiem kwaséw o pH w zakresie 4,5 — 5,0. Wktdiggch metodach
chemicznych zmiany préchnicopodobne szkliwa ¢mstaty juz po 3 dniach, co
wydawato s¢ korzystne (1, 123). Jednak e¢kszas¢ badaczy prowadzita
doswiadczenia w dhaszym czasie np. 7 — 105 dni (17, 44, 94, 123, 158, 159,
162). Model chemiczny, pomimo pewnych zalet, nist jdoskonaty, gdy nie
uwzgkdnia wielu wanych czynnikow, ktére majistotne znaczenie w powstawaniu
ubytkéw prochnicowych w warunkacin vitro i in vivo. W etiopatogenezie
prochnicy zbow wazna role odgrywaj drobnoustroje obecne w bakteryjnej ptytce
nazbnej, czas, dieta i szereg innych czynnikdéw. WazWii z tym badanian vitro,

w celu uzyskania préchnicy szkliwal®w, powinny by prowadzone w warunkach
jak najbardziej zbkionych do naturalnych, czyli pamgych w jamie ustnej. Na te
zagadnienia zwrocito uwagv swoich publikacjach wielu autorow (5, 15, 28, 29,
86, 90, 105, 145, 161, 193, 194, 195).

Model mikrobiologiczny iyty do przeprowadzenia  badazapewniat
warunki jak najbardziej zbione do obecnych w jamie ustnej. Model
mikrobiologiczny, jako korzystniejszy mimodel chemiczny do wytworzenia
préchnicopodobnych ubytkdweladéw, wybrali te inni autorzy (29, 37, 42, 55, 90,
161, 194). W modelach tych byly wykorzystywane zngdrodne systemy
doswiadczalne. Niektorzy badacze prowadzili eksperyijam mniej lub wecej
skomplikowanych urmzeniach zwanych ,sztucznjama ustry”. W takich
urzadzeniach, zwykle poza bakteriami w spos&ipilyi dostarcza sisztucza sline
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o odpowiednim sktadzie chemicznym, co mazdliwarunki do naturalnych. Jednak
urzadzenia takie g skomplikowane, kosztowne, ktopotliwe wzyeiu, trudne do
utrzymania jatoweci i sterylizowania ich przed ponownyniyeciem. Minusem jest
tez fakt, ze w tych warunkach nie mina wykorzysta do dédwiadcze ludzkiejsliny.

Wsréd modeli laboratoryjnych znane suzywane tzw. chemostaty. System
»Sztucznej jamy ustnej” i chemostatzrma sie mazliwosciami uzycia. W obu tych
systemach mama wykorzystywéa mieszane hodowle, jednak w chemostacie nie
udaje st wytworzy¢ biofilmu, a w 7"sztucznej jamie ustnej” trudno ukgs
stabilng¢ hodowli bakteryjnej, co m@ uniemaliwi¢ powtdrzenie bada
I prowadzenie badakontrolnych.

Ré&zne modele mikrobiologiczne jako ,sztuczna jama aiStnbyty
wykorzystane do bada przez uczonych tj. Marsh (115), Noorda
I wsp. (137), Fontana i wsp. (55), a chemostatpB&semana i wsp. (161).

Moje badania w modelu mikrobiologicznym zostgdyzeprowadzone
metod probowkows. Model ten stosowali do dwiadczé takze inni autorzy,
w tym Edmunds i wsp. (42), Zahradnik i wsp. (1985)1 Kaufman i wsp. (90)

I Dummer i wsp. (37). Wszyscy wymienieni badaczz twzgédu na uyta metod,
uzyskali ubytki prochnicopodobnel®mw. Jednak zastosowana metoda probowkowa
jest tasza, fatwiejsza do przeprowadzenia i utrzymgatowdci, niektopotliwva

w manipulacji (odiczanie kolejnych gbdw z dadwiadcze), daje maliwosé
prowadzenia statej obserwacji probéwek (hodowtiyasza warunki do wytworzenia
bakteryjnego biofilmu na powierzchnel@w, statej oceny warfoi pH podiay,
oznaczania wytworzonych przez bakterie lotnych lwmagtuszczowych i kwasu
mlekowego oraz zapewnia powtarzaédada w tych samych warunkach. Metoda
ta ma wiele zalet, a uzyskane wyniki sblizone do tych, jakie otrzymali inni
autorzy, przeprowadzgy podobne diwiadczenia, ogxsto z wyciem
skomplikowanych urmdzer. Sparéd dwoch, wykorzystanych przeze mnie Metod
badawczych, pierwsza byla nieco fatwiejsza do wgkaim, poniewa w drugiej,
trzeba byto prowadzibadania w warunkach mikroaerofilnych, z wykorzpsam
anaerostatu. Byla tekosztowniejsza, ze wzglu na uycie zestawu CampyPak EZ
(firma BD), ktéry zapewniat odpowiednie warunkbdowiska, poniewaw czasie
od 2 do 24 godzin wytwarzat odpowiednio 6 -16%i® — 10% C@ Pomimo

69



otrzymanych podobnych wynikow badav obu Metodach, Metoda Il okazala si
w efekcie korzystniejsza, ponieswvazyskane podpowierzchniowe zmiany w szkliwie
z¢cbow byty bardziej wyrane, co potwierdzita metoda wizualna, z wykorzystami
zgkebnika, profilometryczna i mikrotomografii kompubeve;.

W dawiadczeniach wykorzystatanelzy ludzkie. Za wyborem takicheladw
opowiadaj si¢ tez inni autorzy. Przeprowadzone przez nich badantaipadzajp, ze
w celu uzyskania ubytkow préchnicopodobnyeb@v w warunkachn vitro, ktore
sa hajbardziej zblione do prochnicy naturalnej, wyptijacej u ludzi, powinno si
uzyé zebow ludzkich (5, 37, 42, 55, 72, 90, 194, 195).

W moich ddwiadczeniach, w celu uzyskania prochnicy szkliwgbdwv
w warunkachin vitro, wykorzystatam 2 szczepy, w tyBtreptococcus mutaidvG
14558 iLactobacillus acidophilu&MG 6400. Do swoich badaszczep paciorkowca
préchnicotwdérczego z gatunk@treptococcus mutanszyli takze inni autorzy
(28, 29, 37, 42, 55, 90, 105, 161, 194). Loeschsp. (109) oraz Loesche (110)
udowodnili daéwiadczalnie, ze szczep S.mutans spetnia bardzo waa rok
W inicjowaniu procesu préchnicotworczego na gtadkmowierzchniach szkliwa.
Z kolei pateczki z rodzajulLactobacillus uczestnicz w progresji zmian
préchnicowych szkliwa eébow (49, 114). Dlatego w moich €l@iadczeniach
pateczki te  zostaly @ wprowadzone w  dalszych  etapachada
(od 5 tygodnia do kica déwiadcze). Uzycie w modelu déwiadczalnym najpierw
jednego szczepuS(mutany a potem drugiegolL(acidophilug w celu pogtbienia
ubytkdéw prochnicopodobnych szkliwabdw ludzkich byto korzystne. Tylko Lima
I wsp. (105) wykorzystali te dwa szczepy, w tej sarkolejngci w swoich
badaniach. Jednak nie miaty one na celu uzyskaniarzprochnicowych szkliwa,
a ocer adhezji szczepow probiotycznych z rodzbeactobacillusdo wytworzonych
ubytkéw préchnicowych w szkliwie ebdw bydkcych. Daéwiadczenie w tym
przypadku trwato 16 dni, a w moich badaniagtzhie 4 miesice. Jednak niektorzy
autorzy uwaaja, ze do wytworzenia prochnicopodobnych ubytkow szkliwa
w modelach mikrobiologicznych nalg uzy¢ nie jednej, ale kilku rinych bakterii
(mieszanej hodowli drobnoustrojéw) (5, 63, 72, 905, 109, 110, 192, 194).
Przeprowadzono febadania w ktorych, do wytworzenia zmian prochnigolv

z¢cbow, wykorzystywano inne bakteriezng.mutans Kaufman i wsp. (90) ayli
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szczepy z gatunkBtreptococcus sanguidrnold i wsp. (5) paciorkowce z gatunku
Streptococcus sobrinpdima i wsp. (105) pateczki z rodzajiactobacillusa Yip
i wsp. (192) pateczki Gram-dodatnie z rodzAgtinomyces

Wiadomo,ze drobnoustroje jamy ustnej charakteryzsig staky zdolnccia
do adhezji do powierzchni ,czystego” niczym niepagkgo szkliwa. Biogc to pod
uwag: w moich déwiadczeniach, w celu unabiwienia adhezji paciorkowcéw do
powierzchni zbdéw, wytam §liny ludzkiej. Dzkki glikoproteinom zawartym
w §linie, na powierzchni szkliwa wytworzytaesizw. ,ostonka nabyta”, do ktorej
latwo przylegaj drobnoustroje prochnicotwércze. W swoich badanidtihe
stosowali tacy badacze jak: @stravik i wsp. (1Zahradnik i wsp. (193), Zahradnik
I wsp. (195). Jednak niektérzy autorzy @dmiennego zdania i nie uzadjiny za
niezlegdny czynnik w procesie wytwarzania zmian préchnigolv szkliwa
w warunkachin vitro. Wsréd nich ¢ m.in. Gallagher i wsp. (57), Kaufman i wsp.
(90), Clarkson i wsp. (29), Edmunds i wsp. (42)kidda s¢ tez, ze do bada
powinna by uzyta slina pochodaca od cztowieka a nie sztuczna, ponigwa
zapewnia warunki zbtone do wysipujacych w jamie ustnej. Dlatego w moich
dodwiadczeniach wykorzystatam do wytworzenia ,ostonkbytej” na powierzchni
szkliwa zbdéw stymulowan, mieszan sline, odwirowan, pochodzca od zdrowych
oséb. Korzyci wynikajace z zastosowaniaséliny ludzkiej w modelu
mikrobiologicznym potwierdzity diwiadczenia Arnolda i wsp. (5). Natomiast
doswiadczenia przeprowadzone przez Zahradnika i wg®4,( 195) wykazaty
zdolna¢ do tworzenia na powierzchni szkliwghba ,0stonki nabytej’, do ktérej
nastpnie przylegaly paciorkowce z gatunsumutansWytworzona na powierzchni
szkliwa ,,0stonka nabyta” unitiwia z kolei powstanie biofilmu i rozwoj bakterygn
ptytki nazbnej. Model mikrobiologiczny, w ktorym zywa sk sliny
i drobnoustrojow wytwarzagych biofilm, przyczynia si do lepszego poznania
procesow zwizanych z wytwarzaniem ubytkéw préchnicowych szkleghow (15,
55, 115). Biofilm i bakteryjna ptytka nelana zawieraj drobnoustroje
przyczyniajce s¢ do rozwoju prochnicyegbdw. Jako pierwsze do ,ostonki nabytej”
przylegaj rézne gatunki paciorkowcow. Potem do tych drobnoudtwogflohczap
inne bakterie, ktére powoduyozwdj plytki nazbnej i jej pogrubienie z uptywem

czasu. Bakteryjna ptytka w warunkaichvitro moze by wytwarzana przy xyciu
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jednego lub kilku rénych drobnoustrojow (mieszaniny bakterii). W moinodelu
mikrobiologicznym zostata wykorzystana ptytka baygea wytworzona najpierw
przez jeden drobnoustroS(mutany a potem przez drugiL(acidophilug. Inni
autorzy rownie w tym celu uywali tylko jednego szczepu. Tak bytlo w przypadku
bada prowadzonych przez Clarksona i wsp. (28), Edmandssp. (42), Jordana
I wsp. (86), Zahradnika i wsp. (195) i Noorda ipN436). Natomiat Shu i wsp.
(165) wyli jeden szczep oraz mieszagikilku drobnoustrojow, aby ocehizdolngé
do tworzenia plytki bakteryjnej przez amge szczepy, ayte pojedynczo Iub
w mieszaninie. Autorzy wykazalie gatunkiS.mutans Actinomyces naeslundiyty

w stanie wytworzy samodzielnie pilytk nazbm, a takiej cechy nie posiadaty
testowane przez nich pateczki z rodzbhactobacillus Ponadto autorzy stwierdzili,
ze wielodrobnoustrojowa ptytka bakteryjna wykazujdlnisjsze dziatanie
prochnicotwoércze @i utworzona przez pojedynczy drobnoustréj. Natomidmbrda

I wsp.(136) wykazalize tworzenie bakteryjnej ptytki nelanej przez jeden lub dwa
drobnoustroje zachodzi podobnie.

Kolejnym wanym czynnikiem w badaniacim vitro, ktéry w znacznym
stopniu oddziatywuje na wzrost bakterii, jest odpemmie podige. W moich
doswiadczeniach zostaly wykorzystane dwan® podtaa, ktdre zapewniaty wzrost
bakterii prochnicotworczych. Chodzito o poréwnark&jre z nich bdzie bardziej
przydatne do bada W Metodzie | zostato ayte podiae BHI (bulion mdzgowo-
sercowy) z dodatkiem 5% sacharozy. Takie samo pedkgykorzystali w badaniach
Hashizume i wsp. (72). Natomiast bulion BHI wzbawac dodatkiem wyeigu
drozdzowego, glukoz (0,5%) i sacharaz (1%) wyli do swoich ddéwiadczé
wytwarzania prochnicy ¢bdw in vitro Lima i wsp. (105). W innym badaniu
Kaufman i wsp. (90) prowadzili hodawl szczepéw S.mutansi S.sanguinis
(poprzednioS.sanguisw poditazu BHI z dodatkiem 2% sacharozy oraz w padto
syntetycznym, zawieragym okré&lone skladniki chemiczne. Autorzy ci stwierdzili,
ze w podtau BHI wszystkie badane szczepy wytwarzaty podpaeieniowe ubytki
szkliwa zbow. Jednak pomimo uzyskania, w obu zastosowanyzezpnich
metodach, zbkonych efektow i podobnej podpowierzchniowej dematizacji
szkliwa zbow, autorzy uwzaja, ze korzystniejsze warunki deiadczalne stwarza

stosowane przez nich poééo syntetyczne, w poréwnaniu z bulionem BHI.
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W mojej Metodzie Il do badazostalo ayte podize PP z dodatkiem 5%
sacharozy, ktore do éeiadczéh wprowadzili w roku 1966 Jordan i Keyes (86).
Okazalo s ono bardziej przydatne do hodowli zarowno paciom@v
prochnicotworczych, jak i pateczekactobacillus Podiee to wydaje s by¢
korzystniejsze mi BHI do wytwarzania zmian prochnicopodobnych szkliw
szczegolnie w konieczhoi prowadzenia badaprzez dhiszy czas (3 — 4 miegie).
Do hodowli drobnoustrojow byly testosowane inne podta. Bulion tryptykazowo-
sojowy z dodatkiem sacharozy byt wykorzystany piZzelaradnika i wsp. (194, 195)
I Fontarg i wsp. (55); bulion tryptykazowy z dodatkiem sadzy wyli Dummer
wsp. (37) a bulion tioglikolanowy Clarkson i ws@8].

W przypadku mojej Metody | dwiadczenie przeprowadzono w warunkach
tlenowych. Natomiast w Metodzie $fodowisko hodowli szczepdw byto najpierw
mikroaerofilne (4 tygodnie), a potem tlenowe (dond¢@® bada). Inni autorzy
doswiadczenian vitro, w celu uzyskania ubytkdw préchnicowyctbdw, prowadzili
czesciej w warunkach tlenowych (28, 37, 42, 55, 90, ,1894). Srodowisko
beztlenowe bylo wybierane do prowadzenia lhaiyéko w tych przypadkach, gdy
chodzito o wytworzenie zmian prochnicowych w szkéw wyciem mieszaniny
drobnoustrojéw, Wréd ktorych byty te bakterie rossice tylko beztlenowo (29, 137).
Jednak znany jest fakite bakterie S.mutand inne paciorkowce a tak niektore
pateczki z rodzajuLactobacillus lepiej rosm w warunkach mikroaerofilnych.
Dlatego w moich badaniach (zale2 od metody) bakterie byly hodowane
w warunkach tlenowych i mikroaerofilnychzeby mana bylo ocerd, ktére
srodowisko jest dla tych drobnoustrojow bardziej odpednie. Otrzymane wyniki
wskazuj, ze Kkorzystniejsze jest prowadzenie hodovdzczepu S.mutans
w warunkach mikroaerofilnych.

Zalet w badaniach prowadzonydh vitro jest maliwo$¢ monitorowania pH
podtazy uzytych do hodowli drobnoustrojéw. Ocena ta jest hardazna, poniewa
obnizenie s¢ pH poniej wartaci krytycznej, za ktar uznano pH=>5,0, prowadzi do
demineralizacji tkanek ¢ba i do rozwoju préchnicy. Badania wykazatye
drobnoustroje prochnicotwércze tjS.mutansi L.acidophilus sa zdolne do
rozkladania niektérych gglowodandw i wytwarzania z nich kwasow,

przyczyniajcych se do szybkiego obnenia pHsrodowiska do wartei ponizej 5,0.
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Stwierdzono te, ze w przypadku szczepOw.mutans przy pH=4,8 wzrasta
4-krotnie aktywné¢ glikolityczna i 5-krotnie zdoln& do powodowania
demineralizacji szkliwa ¢bow (181). W moich badaniach, w obu Metodach
postanowitam przeprowadzikontrole pH hodowli co 48 godzin, przez caly czas
trwania déwiadczé. W mojej Metodzie | wartai pH podiay niezawieragcych
drobnoustrojéw (kontrola) wynosity 7,4. Po zaszdéeerju podiay zawiesin
szczepuS.mutandub L.acidophiluspo 48 godzinnej inkubacji, pH podip obnizaty
si¢ do wartdci od 4,2 do 4,5. Warfoi pH nie zmienialy & znacznie w czasie
kontynuacji badéd az do ich zakaczenia. Przyktady uzyskanych wasto pH
hodowli zwieragcychS.mutangub L.acidophiluszostaty zamieszczone w tabelach 4
i 5. Kaufman i wsp. (90) oceniali przez 8 dni znyigsH podieza BHI z dodatkiem
2% sacharozy, do ktorych dodawali zawiesingng@h szczepow z gatunku
S.mutansi takze zaobserwowali znaczne obemie s¢ wartaci pH. Zalenie od
uzytego szczepu wardoi te po 24 godzinnej inkubacji wynosity: dlamutan8HT
4,83 + 0,03 adlé&.mutansGS5 4,53 £ 0,02. W innym éleiadczeniu Hashizume

i wsp. (72) prowadzili codziemn kontrok pH biofiimu wytworzonego na
powierzchni skrawkéw histologicznych szkliwabbpw. Do wytworzenia biofilmu
uzyli szczepuS.mutandNCTC 10449 w bulionie BHI zawierggym 5% sacharozy.
Pocatkowe pH podiaa miato warté¢ 7,0. Szczegbtowa ocena wykazaie, po
jednodniowej inkubacji pH biofilmu obiyto si odpowiednio do 4,18 + 0,04,
w kolejnych dniach (od 2 do 6) inkubacji rnwe&ci wynosity 4,30 £ 0,02, 4,48
+ 0,02, 4,35 £ 0,04, 4,57 + 0,13 i 4,41 = 0,01. Pdniach inkubacji podiy pH
osiagneto wartaés¢ 4,60 = 0,12. Warunki, podie i gatunek szczepuzytego
w powyzszych badaniachastakie same jak w mojej Metodzie |, ale wadiopH
zostaly ocenione po 48 godzinnej inkubacji. Otraye przeze mnie wada pH
4,2 - 4,5;$rednia warté¢ 4,35 +0,05, s zblizone do tych, jakie uzyskali Hashizume
I wsp. (72). W innych badaniach, Clarkson ipw§28) hodowali szczep
S.mutangAl w podiau tioglikolanowym zawieracym 3,5% glukozy w 3C. Po
48 godzinnej inkubacji pH obito st do wartgci wynoszacych od 4,3 do 4,6.
Otrzymane przez tych autorow wyniki gblizone do uzyskanych przeze mnie (pH
4,2- 4,5). Fontana i wsp. (55) w badaniach tasygh 7 — 12 dni iywali podiaza

tryptykazowo-sojowego z dodatkiem 5% sacharozyrekitaszczepiali mieszanin
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drobnoustrojéw, zawiergfa szczepyS.mutansi L.casei. Po 7 — 12 dniach
doswiadczenia wartewi pH w grupie badanej (hodowla) wympdil - 4,5,

a w podtau niezaszczepionym (kontrola) 6,8 — 7,0. WanitqoH uzyskane przez
Kaufmana i wsp. (90) i Clarksona wsp. (28) w pésaych déwiadczeniach byty
zblizone do tych, jakie uzyskatam w moich badaniactwiéz Fontana i wsp. (55)
w doswiadczeniach z wykorzystaniem do badanieszaniny drobnoustrojéw
(S.mutans i L.casgiotrzymali wyniki zblzone do uzyskanych przeze mnie,
poniewa w podtazu zaszczepionym zarowrgimutangak i L.acidophilus koncowe

pH podiay byto w granicach 4,2 - 4,5. W Metodzie Il, w kp zostato uyte
podiaze PP z dodatkiem 5% sacharozy (w&tpH =7,1) po dodaniu do niego
hodowli S.mutans po 24 lub 48 godzinnej inkubacji w warunkactkroaerofilnych
wartasci pH wynosity 4,3 — 4,6s¢ednia 4,45 = 0,05). Podobnie po zaszczepieniu
podiaza PP-S szczeperh.acidophilus po 48 godzinnej inkubacji w warunkach
tlenowych pH, ktore na poatku wynosito 7,0, obrito sic do wartdci 4,3 — 4,6
(Srednia 4,42 + 0,05). Natomiast pH podfokontrolnych, ktére nie zawieraty
drobnoustrojéw, mialy warté 7,1. Zatem w tych dwoéch Metodach uzyskano
zblizone wartéci koncowego pH hodowli bez wzgdu na gatunekaytego szczepu.
Wynika z tegoze pH podiay po zakaczeniu bada w obu Metodach i uzyskane
w doswiadczeniach przez innych autorow, ktorzy stosowédine podiga, byty
zblizone.

Drobnoustroje prochnicotworcze, gdy resw podiazach zawierajcych
glukoz, sacharog lub inne cukry, powodudjich rozktad z wytworzeniem #@ych
lotnych kwasow ttuszczowych i kwasu mlekowego. €dkivasy § tez produkowane
przez drobnoustroje bytige w bakteryjnej ptytce nabkanej. Z przeprowadzonych
bada wynika, ze gtbwnym metabolitem ptytki nalanej jest kwas mlekowy (44, 57,
137). S tez pojedyncze doniesienia na temat innych kwasowykowanych przez
drobnoustroje wytwarzage zmiany préchnicopodobne szkliwgbadw w warunkach
in vitro. W moich déwiadczeniach zostalo zbadane wytwarzanie przeageu
drobnoustroje lotnych kwasow ttuszczowych i kwasulekowego metodl
chromatografii gazowej. W Metodzie |, gdy byiwty szczepS.mutanshodowany
przez 24 godziny w bulionie BHI-S w warunkach tletyoh, stzenie kwasu
mlekowego wynosito od 107,0 do 122,7 puM/me@nie stzenie kwasu wynosito
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114,85 pM/ml) a po 48h inkubacji wynosito od 11316 154,5 puM/ml {rednie
stezenie 134,05 pM/ml). Natomiast w przypadku szczépacidophiluspo 24h
inkubacji stzenie kwasu mlekowego wynosito od 115,0 do 181,3puMAmednie
stezenie 148,15uM/ml), a po 48h od 134,7 do 215,5 pM(tnédnie stzenie
175,1uM/ml). W podtgach kontrolnych, nie zawietgjych bakterii, nie stwierdzono
obecndci kwasu mlekowego.

W Metodzie Il, po @yciu szczepuS.mutansw bulionie PP-S, kicowe
stezenia kwasu mlekowego po 48 godzinnej inkubacji w rumiach
mikroaerofilnych wynosity od 180,2 do 338,7 puM/mirgdnie sizenie 261,8
uM/ml), a w przypadku szczepuacidophilushodowanego na tym samym paiio
przez 24 godziny w warunkach tlenowychgzenia kwasu mlekowego agiaty
wartaésci od 250,6 do 273,5 pM/ml s$rednie stzenie 262,05 pM/ml),
a po 48h inkubacji od 252,1 do 285,3 uM/r§rednie stzenie 268,7uM/ml).
W podiazach kontrolnych, ktére nie zawieraly drobnoustrgjéwe stwierdzono
obecndci kwasu mlekowego. Otrzymane wyniki badaskazuj, ze korzystniejsze
warunki do rozwoju bakterii préchnicotworczych stmata Metoda I, w ktorej
stezenia kwasu mlekowego wytwarzanego przeytel drobnoustroje byty wagze od
obserwowanych w Metodzie |.

Noorda i wsp. (137) badali metabolizm bakteryjplgtki wytwarzanej przez
szczepS.mutan<C67-1 i przez mieszargrbakterii zawierajca S.mutansC67-1 oraz
Veillonella alcalescensv-1. Szczepy byly hodowane w bulionie Todd-Hewitta
z dodatkiem 1,2% sacharozy. W warunkach tlenowyadzep S.mutansC67-1 po
1 tygodniu inkubacji wytwarzat ponad 100 nM kwasy/[IDNA. Natomiast
w mieszanej hodowli §.mutans + V.alcalescensw warunkach tlenowych po
tygodniu inkubacji sizenie kwasu mlekowego wzrastato do 190 nM /ug DNA,
a w warunkach beztlenowej hodowli do wado ponad 350 nM/ug DNA.
W przypadku hodowli szczeps.mutangpoza kwasem mlekowym probki zawieraty
tez kwas octowy i mrowkowy. Jednak autorzy podkam, ze we wszystkich
badaniach bez wzgdu na warunki hodowli i czas, dominaym byt kwas mlekowy
(137). W innym déwiadczeniu Gallagher i wsp. (57) oznaczali wytwaredotnych
kwaséw tluszczowych (metadchromatografii gazowej) przez szeregzmygch
drobnoustrojéw, w tym tale przez 2 szczepy.mutang D11 i D16 ), w podtau
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zawierajcym dodatkowo jeden z cukrow tj. glukgzanannitol lub ksylitol. Wyniki
wskazuy, ze hodowany w bulionie z glukezszczepS.mutandD11 wytwarzat 8,1

x 10° M/L kwasu mlekowego, 0,8 x TOM/L kwasu bursztynowego, 4,2 x 10
M/L kwasu mréwkowego i 2,3 x TOM/L kwasu octowego. Natomiast szczep
S.mutand16 wytwarzat 23,7 x THM/L kwasu mlekowego, 1,0 x TOM/L kwasu
bursztynowego i 1,4 x 1D M/L kwasu octowego. W moich badaniach
prowadzonych ze szczeper8.mutans niezalenie od uytej Metody bada,

stwierdzitam tylko obecng kwasu mlekowego.
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6. PODSUMOWANIE WYNKOW BADA N

Wyniki wskazuj, ze obie uyte Metody déwiadczalne, réniace se
podiczami i  warunkami  hodowli,  doprowadzity @ do  wytworzani
préchnicopodobnych zmian szkliwachdw ludzkich. Potwierdzita to ocena
dokonana metadwizualra, w mikroskopie elektronowym skaningowym i metoda
mikrotomografii komputerowej. Ocena wizualna zmigawnita,ze plamy kredowo-
biate na szkliwie gbdw byly obserwowane po 4 tygodniach trwanidvdadcze,
prowadzonych obiema Metodami. Jednak analizdilpmetryczna wykazatae
w Metodzie Il zmiany prochnicopodobne o charaldecaries incipiensbyty
znacznie bardziej wyfae. Jéli zaklada st prowadzenie badaprzez dhiszy czas
(3 — 4 miesice) to w takim przypadku korzystniejszedhie Metoda Il. Wykazano,
ze przygotowanie skrawkow szkliwa do badsyto znacznie tatwiejsze w przypadku
z¢bow z déwiadczenia prowadzonegg Metodh ze wzgedu na toze posiadaty one
bardziej zwawt struktue.

Wybér 2 szczepdw dziatgych prochnicotwdrczo iaycie najpierw szczepu
S.mutans,a potemL.acidophilusbyto korzystne. Doprowadzito to do uzyskania
wyraznych zmian szkliwa w postaci biato-kredowych plarpo 1 miesicu bada.

Zmiana warunkow hodowli z tlenowych (Metoda ria mikroaerofilne
(1 miesac bada), a potem tlenowe (3 miese bada) w Metodzie 1l byta dobrym
wyborem, poniewa obserwowane zmiany szkliwackdw byly wyraniejsze ni
w Metodzie |, co mpe wskazywd, ze proces prochnicowy byt bardziej nasilony
(zachodzit szybciej ).

Daswiadczenia, zwizane z indukowaniem prochnicgbdw w warunkach
in vitro, s3 bardzo potrzebne do wyania rénych zagadnie zwiazanych z jej
powstawaniem i wieloma szczegotami dotymyami pogkbiania s¢ tego procesu.
Model mikrobiologiczny poza uzyskiwaniem zmian pgmicopodobnych szkliwa
moze by takze wykorzystany praktycznie, np. wzrych celach dawiadczalnych
do:

e oceny skuteczrigi dziatania preparatbw powodaych remineralizagj
szkliwa zbow;

» oceny skuteczrigi stosowanej fluoryzacjichow;
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 oceny skuteczrioi dziatania s$rodkoéw  przeciwdrobnoustrojowych
(antyseptykéwsrodkow ralinnych);

e oceny dziatania preparatow przeciwprochnicowych;

* badania etiologii bakteryjnej wtornej prochnicypaw;

* badania wptywu poszczegdélnych drobnoustrojéw luh mieszanin na
rozwoj prochnicy gbow;

* bada nad rozwojem bakteryjnej ptytki ngnej;

* oceny widciwosci réznych srodkow (zwiazkdéw, preparatow) do hamowania
adhezji drobnoustrojow do powierzchni szkliwa;

e oceny zdolnéci hamowania powstawania bakteryjnej piytki ¢laze
(np. wielodrobnoustrojowe));

* oceny oddziatywania probiotykdéw na powierzehsizkliwa zbdw.

Naleey podkréli¢, ze model mikrobiologiczny jest korzystniejszy od
chemicznego, poniewia umaliwia stworzenie warunkow daviadczalnych
zblizonych do naturalnych. Parametry bédas stabilne i da mazliwosci
powtarzania eksperymentow oraz ich kontroli. W gzdséwiadczér mozna ocenié
niektore zachodge procesy, w tym np. pH, wytwarzanie metabolitpawstajce
zmianysrodowiska. Badania magoy¢ kontynuowane przez tygodnie lub migs
(3-4 miesice) i zostd przerwane w kadym czasie. Zalet jest to, ze zmiany
préchnicopodobne szkliwagladéw, uzyskane w tych warunkach sdd@adczalnych,
maja podobny charakter do naturalnych ubytkow prochmigdh szkliwa zbow.
Modele mikrobiologiczne nieastez doskonate i nie mama catkowicie w nich
odtworzy¢ wszystkich czynnikow, pamgych w jamie ustnej, ktére oddziatyvquj
w warunkachin vivo na powierzchri zebéw i nie zasipia w petni bada
klinicznych. Pomimo tych niedoskonaé, model mikrobiologiczny jest lepszy od
modelu chemicznego. DBwiadczenia g proste w wykonaniu, powtarzalne,
niekosztowne i mag by¢ wykorzystywane w badaniach przesiewowych np. do
oceny dziatania na powierzckni szkliwa zbow r&nych Srodkéw

przeciwprochnicowych lub antyseptykow.
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7. WNIOSKI

. W obu Metodach po 2 tygodniach inkubacgbéaw z drobnoustrojami nie
uzyskano zmian w szkliwieepOow poddanych daviadczeniom. Zostato to

potwierdzone w badaniu wizualnym i z wykorzystaniegibnika.

. Zmiany préchnicopodobne szkliwal®w typucaries incipiengpojawity si
po 4 tygodniach badaw obu uytych Metodach, jednak w Metodzie Il
(warunki mikroaerofilne) byly one bardziej wyree co wskazujeze zmiany
nasilaly st w czasie trwania dwiadczé. Potwierdzono to metad
wizualm, badaniem z wykorzystaniem ghohika | metod
profilometryczn.

. Zmiany o charakterze podpowierzchniowym szkliwa@w (caries incipien¥
wystepuja w obu Metodach i g zmianami spowodowanymi tylko przez
szczepS.mutansWskazuje toze dégwiadczenia w razie potrzeby mopyé
zakaczone ji na tym etapie acby mog by¢ wykorzystane do prowadzenia
innych bada nad prochnig

. Po 10 tygodniach trwania fleiadczé wczesne zmiany préchnicoweldw
byly tatwiej dostrzegalne w Metodzie I, co wynika oceny obrazéw
profilometrycznych.

. Wyniki wskazuj, ze kolejng¢ uzytych szczepdw byta prawidtowa. Szczep
S.mutangozpoczynat proces prochnicowy, a szckegcidophiluspogkbiat
te zmiany. Potwierdzajto wyniki bad& mikrotomograficznych.

. Zmiany wykryte w szkliwie gbow maj charakter podpowierzchniowy,
potwierdzony  przez nieinwazyyn analiz  mikrotomograficza.
Podpowierzchniowa strefa o podobnym charakterzeenin¢ odnaleziona
w biatych plamach szkliwa powstgych w naturalnych warunkach
w poczatkowej prochnicy zbow.

. Analiza profilometryczna wykazatae charakter zmian préchnicopodobnych
uzyskanych w Metodzie |l jest bardziej zZidhy do charakteru naturalnych
zmian prochnicowychegbow niz w Metodzie I.
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8. W obu Metodach po zaszczepieniu pagitdrobnoustrojami po 24h jak i 48h
nastpowato szybkie obuenie wartéci pH, co wspomagato rozwoj zmian
prochnicowych gbdw.

9. W Metodzie | i Il oba drobnoustroje w hodowlach rnajacych zby
wytwarzaty kwas mlekowy. Jednak szczep.mutans w warunkach
mikroaerofilnych (Metoda II) produkowat go znaczmecej. W hodowlach
obu szczepdéw (w Metodzie I'i Il) nie wykryto abpesci lotnych kwasow
tluszczowych.

10.0Opracowana mikrobiologiczna Metoda |1l okazata skuteczniejsza ni
Metoda I. Mae ona by wykorzystana do uzyskiwania zmian
prochnicopodobnych szkliwagladow, a take w innych celach np. do
oceny dzialania na szkliwo ¢ladw srodkéw przeciwprochnicowych

I przeciwdrobnoustrojowych.
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1. Wyglad hodowli S.mutansi L.acidophilus zawierajacyh zeby oraz podtazy
kontrolnych ( Metoda | i Metoda II)

Metoda |

Ryc. 9 Wyglad hodowliS.mutansia powierzchni stalowego drutu w pozlio
BHI-S, po 48h inkubacji (podéouzyte w Metodzie |, warunki
tlenowe)

Ryc. 10 Wyglad hodowliS.mutangzawierajcej zab nr 16 w podtau BHI-S,
po3 tygodniach inkubaciji ( Metddavarunki tlenowe)
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Ryc.11 od lewej- Kontrola (K) zawieraga zb umieszczony w podio BHI-S
(Metoda 1) od prawej- ab(l/42) umieszczony w hodowli BHI-SLzacidophilus,
po 16 tygodniach inkubacji (Metoda |, warurlknbwe)

Metoda Il

Ryc. 12 Wyglad hodowliS.mutangzawierajcej zb nr 14 w podiau PP-S,
po3 tygodniach inkubacji ( Metoda II, warunki mokerofilne)
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Ryc. 13 od lewej - Kontrola (K) zawieraga zb umieszczony w podi PP-S.
od prawej - ab(11/43) umieszczony w hodowli PP-S Lzacidophilus,
pol6 tygodniach inkubacji (Metoda II, warunki theve)

2. Wozrost szczepuS.mutansi L.acidophilusw bulionach BHI-S i PP-S

Metoda | Metoda Il

Ryc.14 Wzrost S.mutans Ryc.15 Wzrost S.mutans
w bulionie BHI-S po 48h w bulionie PP-S po 48h
(warunki tlenowe) (warunki mikroaerofilne)
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Metoda | Metodla

Ryc. 16 Wzrost L.acidophilus Ryc. 17 WzrostL.acidophilus
w bulionie BHI-S po 48h w bulionie PP-S po 48h
(warunki tlenowe) (warunki tlene)

3.  Zdjecia z¢béw z nagromadzomn bakteryjn a ptytk 3 nazebna

Metoda | Metoda Il

Ryc. 18 Z¢by po r&nym okresie Ryc.19 Z¢by po r&nym okresie

inkubacji w hodowli zawieragej inkubacji w hodowli zanagcej

drobnoustroje dental plaque drobnoustrojdental plaque
(warunki tlenowe) (warunki mikroaerofilne/ tlenowe)
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Ryc.20 Zab po 16-tygodniowej inkubacji w hodowliacidophilusw BHI- S,
na powierzchni szkliwa widaagromadzanbakteryjm ptytka nazbna
(Metoda I, warunki tlenowe)

Ryc. 21  Zab po 12-tygodniowej inkubacji w hodowli ze szceep
L.acidophilusw PP-S, na powierzchni szkliwa wéda
nagromadzphakteryjm, ptytka nazbng
(Metoda 11, warunki tlenowe)
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4. Ocena wizualna gbéw poddanych déwiadczeniu

Metoda |

Podéo BHI-S (warunki tlenowe)

Ryc.22 Zab po hodowli w BHI-S Ryc.23 Zab po hodowli w BHI-S  Ryc. 24 Zab po hodowli w BHI-S
z S.mutans4 tydzied k.acidophilus6 tydziex £.acidophilus 8 tydzie

Metoda I

Podtaze PP-S (warunki mikroaerofilne/ tlenowe)

Ryc.25 Zab po hodowli w PP-S  Ryc.26Zab po hodowli w PP-S Ryc. 27Zab po hodowli w PP-S
zS.mutans4 tydzie ¥ .acidophilus6 tydziex Iz.acidophilus 8 tydzie
warunki mikroaerofilne warunki tlenowe warunki tlenowe
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5. Zdjecia powierzchni 2bow poddanych déwiadczeniu - badanie
profilometryczne z uyciem elektronowego mikroskopu skaningowego
(SEM)

Ryc. 28 Metoda | -16 tydzie— dostrzegalne mikroziarnisto
na powierzchni szkliwgoa (pow.1200x)

Ryc. 29 Metoda Il — 10 tydzie— mikroziarnistéci dostrzegalne na cate]
powierzchni szkliwala (pow.150x)
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Ryc. 30 Metoda Il — 16 tydzie— ziarnistéci o srednicyl-4um widoczne
na powierzchni szkliwaba (pow.1200x)
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6. Zdjecie zba poddanego déwiadczeniu — metoda mikrotomografii
komputerowej

Ryc.31 Metoda Il — z lewej strony strzatkaznaczono miejsca obecnej
podpowierzchniowej demineralizacji szkliwgba po 16 tygodniach bafla

Ryc.32 Metoda Il — z lewej strony widoczne podpowienzichve
zmiany préchnicopodobne w szkliwigha pol16 tygodniach bafla
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7. Chromatogramy - wykresy pikéw kwasu mlekowego wtworzonego po
48 godzinnej inkubacji w odpowiednich warunkah

Ryc. 33 Poréwnanie ze wzorcem wykresow pikow kwasu mlekaweg
wytwarzanego przez szc&mutansw podiazu BHI-S (Metoda I,
warunki tlenowe) i PP-S ( Metodawhrunki mikroaerofilne)

Ryc. 34 Poréwnanie ze wzorcem wykresow pikoéw kwasu mlelgove
wytwarzanego w warunkach tlenowpcrez szczep..acidophilus
w podizu BHI-S (Metoda I) i PP-S (Metoda 1)

Ryc. 35 Porownanie ze wzorcem wykresow pikow kwasu mhekgo
wytwarzanego przez szcE&mutansw podiazach w ktérych byty
umieszczonely (BHI-S, Metoda I, warunki tlenowe)

i (PP-S, Metoda Il, warunki mikroafine)

Ryc. 36 Poréwnanie ze wzorcem wykresow pikow kwasu mlekaweg
wytwarzanego w warunkach tlenowycrep szczep..acidophilus
w podizach BHI-S (Metoda I) i PP-S (Metoda 1) w ktorydiyty

umieszczonelzy
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10. STRESZCZENIE

Préchnica gbow jest chorolp rozpoczynajca sie od zmian w szkliwie.
Czynnikami warunkujcymi zapocztkowanie procesu préchnicowega: Pakterie
prochnicotworcze, wglowodany stanowce substrat dla enzymatycznych przemian
bakteryjnych, podatne szkliwo ¢lzow oraz odpowiednio dtugi czas ich
oddziatywania.

W pismiennictwie opisano tie metody indukowania zmian szkliwa
o charakterze prochnicowym w warunkadh vitro. Badania nad ich uzyskaniem
prowadzono na c¢bach ludzkich lub zwierrych. Najczsciej wczesne postaci
préchnicy szkliwa &ow prébowano uzyska stosujc rdzne substancje
demineralizujce, w tym kwasy organiczne i nieorganiczne. Jedmalen sposob
otrzymywano najogciej jedynie powierzchniowdemineralizag. Demineralizacja
szkliwa, ktéra wysipuje w pocztkowej fazie préchnicy w warunkach vivo ma
charakter podpowierzchniowy. Dlatego zte aby uzysk& demineralizag
podpowierzchniow szkliwa zbdw, charakterystycandla procesu prochnicowego,
prébowano wykorzysta rozne metody mikrobiologiczne w ktorych nagéziej
uzywano bakterie z gatunk@treptococcus mutans, Streptococcus sobrionzz
Lactobacillus acidophilus

Dotychczasowe wyniki badaprowadzone na modelach mikrobiologicznych
sa niezadawalage. Dlatego te nadal istnieje potrzeba prowadzenia badad
modelem mikrobiologicznym w celu uzyskania proclniit vitro, ktory kedzie jak
najbardziej efektywny i zbtony do warunkéw naturalnych.

Celem niniejszej pracy bylo opracowanie prostegoowtarzalnego
I niekosztownego modelu mikrobiologicznego do inolwknia wczesnych zmian
prochnicowych gbdéw ludzkich w warunkacin vitro, jak najbardziej zblionego do
warunkow naturalnych zachagzch in vivo oraz ocena efektywriei uzyskania
wczesnych postaci préchnicy szkliwa ludzkiego w wmkiachin vitro za pomog
dwoch r@nych metod mikrobiologicznych.

Badaniem olkjo 50 =zbdw ludzkich przedtrzonowych i trzonowych
usunetych z powoddéw ortodontycznych lub periodontologigzh. Wybrane gby
mialy nieuszkodzone szkliwo.¢By przechowywano w 0,9% roztworze NaCl

z dodatkiem 0,1% tymolu. kdy zab pozbawiono zanieczyszagzemyto, suszono,
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instalowano na stalowych drutach, lakierowanoyzatkiem okienka 3x3mm na
koronie zba, pakowano we¢kaw typu folia-papier i sterylizowano w autoklawie
w temperaturze 121°C przez 20 minut.

Na potrzeby eksperymentu opracowano 2nedmetody mikrobiologiczne.
W kazdej metodzie zbadano po 2&xbdw. Wykorzystane metody 0ity sie
podtazami, diugdcia trwania déwiadczenia i warunkami hodowli. W Metodzie |
uzytym podizem byt bulion moézgowo-sercowy (BHI), w Metodzie pbdiaze
podstawowe (PP). Do obu poéitdodano 5% sacharozy. Bwiadczenie rozpoeto
od aseptycznego umieszczeniga@wv w probowkach zawiergych po 3ml sliny
ludzkiej @wiezo pobrana, stymulowana i odwirowana) a ¢@ase inkubowano
w 37°C przez 1h w warunkach tlenowych. Po inkubagpy optukiwano 3x
jatowym roztworem KCI i przenoszono do probowekodpowiednimi podizami
(zaleznie od metody), do ktérych dodawano po 0,1ml zawesbakterii
(10°CFU/ml) Streptococcus mutartsiG 14558 i inkubowano w 37°C w warunkach
tlenowych (Metoda ) i w anaerostacie z GasPak W eeyskania warunkéw
mikroaerofilnych (Metoda Il). Po 4helzy optukano 1x jatowym roztworem KClI
i przeniesiono dawiezego podiaga, ktore zaszczepiono bakterian8.mutans
I inkubowano w 37°C. @y przenoszono déwiezych podiay co 24 lub 48h
(zaleznie od metody) i zaszczepiano zawiaddakteriiS.mutans

Inkubacg zebow w Metodzie 1l prowadzono 24h w anaerostatach
w warunkach mikroaerofilnych. Po 10 dniach czasubdcji wydhzono do 48h
zachowugc warunki mikroaerofilne. Po miegiu badéa zawiesir bakteriiS.mutans
zmieniono na gatunekactobacillus acidophilubMG 6400. Badania trwatyéznie
16 tygodni. Po kadych 2 tygodniach z bafdavytaczano po 3 gby z kadej metody.
Po 16 tygodniach wygtzono po ostatnie 4¢hy. Kontrok stanowity zby, ktére
hodowano w samym podta bez drobnoustrojow.

W celu stwierdzenia obecfm zmian prochnicowych powstatych na
powierzchni szkliwa, @y wyte w obu Metodach zostaty poddane ocenie wizualnej
i elektronowego mikroskopu skaningowego (SEM) oramikrotomografii
komputerowej. Oceny  wizualnej dokonat lek.stom. #da Wasek.
W obu Metodach ocena wizualna ujawnita ob&én&redowo-biatych zmian

szkliwa wskazujc na wczesne uszkodzenia szkliwab@w (caries incipienk

114



Przebarwienia zaobserwowano po 4 tygodniach trwdmadania i byly one
wyrazniejsze na @ach uytych w Metodzie Il. Na @ach kontrolnych nie byto
zadnych zmian.

Badania profilometryczne (SEM) wykazaly zmiany ggmicowe typucaries
incipiensjuz w 4 tygodniu trwania daviadczenia w obu metodach. Jedmaloyty
one fatwiej dostrzegalne nabmach po 10 tygodniach inkubacji (Metoda II). Na
zebach kontrolnych nie zaobserwowaraminych uszkodzeszkliwa.

Analiza mikrotomograficzna wykazalze we wszystkich gbach poddanych
doswiadczeniu byla obecna podpowierzchniowa idemalizacja, coswiadczy
o préchnicy pocatkowej szkliwa (Metoda 11 Il). Po 10 tygodniaclhdowli zzbéw
demineralizacja penetrowata poprzez acavarstwe szkliwa i stgata podczen
szkliwno-zbinowych. Po 16 tygodniach na powierzchni szkliwgtly obecne
zmiany w postaci biatych i bzowych plam — co potwierdzito badanie zyciem
mikrotomografii komputerowej. @y wzyte do kontroli nie miaty takich zmian.

Analizie poddano pH podip wytych do hodowli drobnoustrojow.
W Metodzie | byt to bulion mézgowo-sercowy z dodatk 5% sacharozy (BHI-S),
a w drugie] podtge podstawowe z dodatkiem 5% sacharozy (PP-S). &lentr
stanowity same podia niezawierajce bakterii. W podizu BHI-S w ktérym
prowadzono 48-godzimninkubacg zehéw w 37C z bakteriami S.mutanswartgci
pH wynosity 4,2-4,5. Podobne wasth uzyskano, gdy 48h inkubacjzcbow
prowadzono z pateczkkwasu mlekowegd..acidophilus. Kontrola miata wart&
pH =7,4. W Metodzie Il, gdy eby inkubowano w 3%C w bulionie PP-S ze
szczepenS.mutangrzez 24h (warunki mikroaerofilne) lub 48h (warutlenowe)
zakres pH wynosit 4,3-4,6. W przypadku 48h inkubagpoéw w PP-S z zawiesin
bakterii L.acidophilusw 3”°C w warunkach tlenowych wagiti pH wynosity 4,3-
4,6. Podtae kontrolne miato wartg pH =7,1.

Przeprowadzono tak badania w celu stwierdzenia czyyie szczepy
wytwarzaty lotne kwasy tluszczowe i kwas mlekowytwi®rdzono, ze oba
drobnoustroje nie wytwarzaty w warunkach $d@dczenia lotnych kwasow
ttuszczowych. Natomiast w obu poizeh BHI-S i PP-S obie baktefemutans
I L.acidophilusprodukowaty tylko kwas mlekowy. Jednakw bulionie PP-S ayte

bakterie wytwarzaty go w wgzych stzeniach nt w bulionie BHI-S.
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Z przeprowadzonych baflavynikaja nastpujace wnioski:

1. W obu Metodach po 2 tygodniach inkubacgba@w z drobnoustrojami

nie uzyskano zmian w szkliwiegkdw poddanych dwiadczeniom, co

potwierdzono w badaniu wizualnym i z wykastgniem zgibnika.

2. Zmiany prochnicopodobne szkliwa ¢bbw typu caries

incipiens
pojawity st po 4 tygodniach bada w obu Metodach, lecz
w Metodzie Il bylty bardziej wytae, co wskazuje na nasilenie gh w czasie

kontynuacji bada

3. Zmiany o charakterze podpowierzchniowym szklimbow (caries incipien¥
uzyskano w obu Metodach pod wptywem ldnia tylko szczep&.mutans
4. Po 10

tygodniach trwania @daadczéd wczesne zmiany prochnicowe

zbéw byly fatwiej dostrzegalne w Metodzie 1l, co vikm z oceny
obrazéw profilometrycznych.

5. Wyniki wskazuj, ze Kkolejn@g¢ uzytych szczepow byta prawidtowa

SzczepS.mutansrozpoczynat proces prochnicowy, a szcZepcidophilus

pogkbiat te zmiany. Potwierdzajo wyniki bada mikrotomograficznych.

6. Zmiany wykryte w szkliwie ¢Oow (metoda mikrotomograficzna)
maj charakter podpowierzchniowy.aSone podobne do biatych plam
szkliwa powstagych w naturalnych warunkach w patkowej prochnicy
zbow.

7.

Analiza profilometryczna wykazatze charakter zmian prochnicopodobnych

uzyskanych w Metodzie Il jest bardziejizony do charakteru naturalnych
zmian prochnicowycklzéw niz w Metodzie |.

8. W obu metodach po zaszczepieniu popgdidrobnoustrojami po 24h i 48h

nasfpowato szybkie obuaenie wartéci pH.
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9. W Metodzie | i Il oba drobnoustroje w hodowladawieragcych =zby
wytwarzaty kwas mlekowy. Jednak szc&mutans produkowat go wicej
w warunkach mikroaerofilnych (Metoda Il). \Wodowlach obu szczepdéw

(w Metodzie Ii Il) nie wykryto obecsa lotnych kwaséw ttuszczowych.

10. Opracowana mikrobiologiczna Metoda |l okazatx sskuteczniejsza
ng Metoda |. Mae ona by wykorzystana do uzyskiwania
zmian prochnicopodobnych szkliwebaw, a take w innych celach np.
do oceny dzialania na szkliwgb&@v srodkdéw przeciwprochnicowych

I przeciwdrobnoustrojowych.
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