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WYKAZ SKROTOW | POJEC

SS

Stal nierdzewna

CrCo

Stal chromowo-kobaltowa

NiTi

Stop niklowo-tytanowy

TMA

Stop tytanowo-molibdenowy

Jony N*

Jony azotu

WHO

Swiatowa Organizacja Zdrowia

EPS

Zewnatrzkomérkowe polisacharydy

IPS

Wewnatrzkomorkowe polisacharydy

Pl

Plaque Index; wskaznikiem tym okresla sie
grubos¢ ptytki nazebnej w okolicy przydzigstowej
zeba

Gl

Gingival index; wskaznikiem tym okresla sie

stopien ciezkosci zapalenia dzigset.

Kalcynacja

Odmiana prazenia polegajaca na

ogrzewaniu zwigzku chemicznego ponizej jego
temperatury topnienia w celu spowodowania
czesciowego rozktadu chemicznego tego zwigzku
poprzez usuniecie wody (lub innych substancji) z
jego sieci krystalicznej, lub przeprowadzenie tego
zwigzku do zwigzku prostszego z wydzieleniem
lotnych substancji rozktadu.

SEM

Skaningowy mikroskop elektronowy

SEM z systemem EDS

Skaningowa mikroskopia elektronowa (Scanning
Electron Microscopy — SEM) z systemem EDS
(Energy Dispersive Spectroscopy) jest metoda
badawczg wykorzystywang w badaniach
materiatowych do obserwacji, analizy i
charakteryzacji powierzchni i warstwy wierzchniej
powierzchni badanych obiektéw/materiatéw, w
tym gtéwnie morfologii i sktadu pierwiastkowego.

Mikroskopia konfokalna

Odmiana mikroskopii swietlnej charakteryzujaca
sie powiekszonym kontrastem i rozdzielczoscia.

Uzywana do uzyskania wysokiej jakosci obrazéw
oraz rekonstrukcji obrazéw w trzech wymiarach.

Parametr Ra

Srednie arytmetyczne odchylenie od linii éredniej.



https://pl.wikipedia.org/wiki/Pra%C5%BCenie_(technologia_chemiczna)
https://pl.wikipedia.org/wiki/Zwi%C4%85zek_chemiczny
https://pl.wikipedia.org/wiki/Sie%C4%87_krystaliczna

Parametr Rz

Najwieksza wysoko$é chropowatosé wg.

zmierzonych 10 najwyzszych profili.

Elektroda kalomelowa

Pétogniwo, elektroda drugiego rodzaju, ktérg
stanowi rteé stykajgca sie z chlorkiem
rteci(l)(kalomelem). W celu

zabezpieczenia elektrody przed obecnoscig Hg?*,
do sporzadzenia jej nie uzywa sie czystego
kalomelu, lecz pasty kalomelowe]j zawierajacej
niewielkie ilosci rozdrobnionej rteci w
roztworze chlorku potasu (KCl)

Eo Potencjat stacjonarny, ustalajacy sie w warunkach
bezprgdowych

Exor Potencjat korozji

Ikor Potencjat pradu korozyjnego

S.mutans Streptococcus mutans

Spektrofotometria

Technika pomiarowa polegajgca na ilosciowym

pomiarze transmisji lub odbicia swiatfa przez

probke.
TSB Bulion tryptozowo-sojowy
TSA Agar tryptozowo-sojowy
Samopasywacja Proces chemiczny lub elektrochemiczny

powodujgcy zwiekszenie odpornosci korozyjnej
metalu w wyniku wytworzenia na jego
powierzchni bardzo cienkiej, szczelnej i dobrze
zwigzanej z podtozem warstewki tlenkéw lub soli;

Metoda ekstrapolacji prostych Tafela

W badaniach korozyjnych metoda ekstrapolacji
prostych Tafela wykorzystywana jest gtdwnie do
wyznaczania wartosci pradu korozyjnego ikor, aby

nastepnie obliczy¢ szybkos¢ zachodzgcej korozji.

CFU

Jednostka tworzaca kolonie; jednostka
okreslajaca liczbe mikroorganizméw lub komérek
w materiale badanym przy

zastosowaniu posiewu polegajgcego na mozliwie
rownomiernym rozprowadzeniu prébki materiatu
na lub w pozywce w taki sposéb, aby (w idealnym
przypadku) wszystkie mikroorganizmy lezaty
samotnie i w oddaleniu od siebie, tworzgc przez
rozmnazanie kazdorazowo jedng kolonie.



https://pl.wikipedia.org/wiki/Rt%C4%99%C4%87
https://pl.wikipedia.org/wiki/Chlorek_rt%C4%99ci(I)
https://pl.wikipedia.org/wiki/Chlorek_rt%C4%99ci(I)

L. acidophilus

Lactobacillus acidophilus

Fotokataliza

Zmiana szybkosci reakcji chemicznej lub jej
inicjacji w wyniku dziatania promieniowania

UV, promieniowania

widzialnego lub podczerwieni, w obecnosci
substancji (fotokatalizatora), ktéra absorbuje
Swiatto i jest zaangazowana w przemiany
chemiczne reagentow. Fotokatalizatorami moga
by¢ miedzy

innymi pétprzewodniki szerokopasmowe, takie

jak tlenek tytanu(1V), siarczek cynku, siarczek

kadmu.

Bulion BHI BHI Bulion (Brain Heart Infusion); Podtoze do
hodowli mikroorganizmoéw o wysokich
wymaganiach odzywczych

Bulion MRS Podtoze wybidrcze do namnazania, hodowli,

izolacji oraz okreslania liczby bakterii mlekowych,
szczegolnie z rodzaju Lactobacillus we wszystkich

typach materiatow




1. WSTEP

Ortodoncja jest dziedzing stomatologii zajmujgca sie zapobieganiem oraz leczeniem
wad zgryzu, wad szczekowo-twarzowych (czesci twarzowej czaszki) a takze korygowaniem
nieprawidtowosci zebowych. Juz od czaséw starozytnych sttoczone, nieréwne, ,wystajace”
zeby stanowity problem, ktéry za pomoca bardzo prymitywnych aparatéw ortodontycznych
probowano rozwigzac. Pozostatosci starozytnych Grekdéw czy Etruskow sprzed 1000 lat p.n.e.
pokazujg, ze spoteczenstwa te stosowaty réinego rodzaju metale i ,druty” do regulacji
pozycji zebow.

Pierwsze usystematyzowane informacje na temat ortodoncji pochodzg z XIX wieku m.
in. z prac Normana N. Kingsleya (1829- 1913), Johna Farrara (1839- 1913) czy Waltera
Coffina (1853- 1916) natomiast gtdwny rozwdj tej dziedziny zawdziecza sie Edwardowi H.
Angle’owi, ktérego bezsprzecznie mianowano ,0jcem wspodiczesnej ortodoncji”. Pod koniec
XIX wieku Angle jako pierwszy zaproponowat klasyfikacje wad zgryzu opierajgcg sie na
wzajemnym stosunku pierwszych zebow trzonowych oraz ustanowit prostg i jasng definicje
prawidtowej okluzji. Jego klasyfikacja stosowana jest do dzi$ oraz stanowi wzér dla bardziej
zaawansowanych metod rozpoznawania wad zebowo-zgryzowych.

Z uptywem czasu stato sie jasne, Zze osiggniecie idealnej okluzji nie jest
satysfakcjonujgce jesli nie idzie w parze z zapewnieniem odpowiedniej estetyki twarzy.
Ortodonci coraz czesciej szukali metody leczenia gwarantujgcej wieloletnig stabilnos¢ wraz z
polepszeniem aparycji pacjenta. Prawidtowa relacja trzonowcowa przestata by¢ priorytetem.
Wyglad twarzy, piekny usmiech, wptyw ustawienia zebéw na tkanki miekkie oraz prawidtowa
funkcja stawéw skroniowo-zuchwowych staty sie priorytetem leczenia ortodontycznego w
XXI wieku.

Obecnie gtdbwnym powodem, dla ktérego pacjenci rozpoczynajg leczenie

ortodontyczne jest che¢ poprawy estetyki usmiechu. Nie od dzi$ wiadomo, Ze nieleczona
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wada zgryzu moze negatywnie wptyngc¢ na jako$¢ zycia oraz poczucie wtasnej wartosci w
szczegodlnosci w spoteczenstwie gdzie proste zeby oraz piekny, $nieznobiaty usmiech
postrzegane s3 jako znak sukcesu i szczescia. Z tego powodu, planujac leczenie
ortodontyczne, lekarz musi braé¢ pod uwage nie tylko czynniki morfologiczne pacjenta ale
takze szeroki zakres czynnikdw psychospotecznych. Niestety, jak wiekszo$é dziatan
medycznych, réwniez terapia ortodontyczna niesie za sobg ryzyko powiktan. Czesé z nich ma
podtoze jatrogenne, czes¢ wynika z samej mechaniki leczenia, a cze$¢ jest wynikiem
niedostatecznej higieny jamy ustnej. Zeby, dzigsta, btona sluzowa - to podtoza stwarzajace
warunki do osiedlania sie réznych kolonii drobnoustrojow tworzacych tzw. ptytke nazebng,
ktéra zorganizowana w kompleksie biofilmu, zapewnia sktadniki odzywcze oraz ochrone dla
bakterii. Obecno$¢ i konstrukcja elementédw aparatu statego w jamie ustnej stwarza
dodatkowe miejsce retencyjne dla ptytki nazebnej. Niedostateczna higiena jamy ustnej
prowadzi do tworzenia aktywnego metabolicznie biofilmu zaburzajgcego réwnowage
proceséw demineralizacji i remineralizacji co prowadzi¢ moze do powstania biatych plam na
szkliwie, préchnicy oraz standéw zapalnych dzigsta oraz przyzebia. Tym samym efekt jaki
otrzymujemy po leczeniu czesto jest niesatysfakcjonujgcy zaréwno dla pacjenta jak i dla
lekarza. Uzasadnione jest zatem wdrozenie wszelkich dziatan aby zapobiec tym negatywnym
zjawiskom. Co zatem mozemy zrobi¢ aby maksymalnie pomdc pacjentowi w uzyskaniu
pozadanego, pieknego usmiechu?

[Angle, 1907; Shaw et al., 1985; Corruccini & Pacciani, 1989; Al-Anezi & Harradine, 2012; Lin
et al., 2016; Parrini et al., 2016]
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2. PRZEGLAD PISMIENNICTWA

2.1. Aparaty state cienkotukowe

2.1.1. Elementy aparatu statego

Konstrukcja aparatu ortodontycznego ewoluowata przez dziesieciolecia - od systemu
wielopierscieniowego wprowadzonego przez Angle’a w 1906r. po system typu Incognito, w
ktérym to pacjent otrzymuje indywidualnie odlane zamki oraz system tukdéw na cate leczenie.
Obecnie gtéwnymi elementami statego aparatu ortodontycznego sg tuki, elementy mocujace
(pierscienie i zamki) oraz elementy dodatkowe.

Pierscienie sg to wykonane ze stali chromoniklowe]j obrecze, grubosci okoto 0,1 mm,
cementowane na zebach, gtéwnie pierwszych i drugich trzonowcach. Posiadajg one od
strony policzkowej specjalne rurki - potrdjne w szczece (przeznaczone dla tuku
podstawowego, tuku dodatkowego oraz Headgeara- wyciggu zewnatrzustnego) i podwdjne
w zuchwie (przeznaczone dla tuku podstawowego i dodatkowego). Pierscienie rdznig sie
takze strong oraz rozmiarem. Obecnie pierscienie czesto wypierane sg przez rurki
ortodontyczne, ktére podobnie jak zamki, umocowane sg od strony policzkowej zeba. Rurki,
w pordwnaniu z pierscieniami, zajmujg mniejszg powierzchnie na zebie, co znaczgco wpltywa
na utatwienie higieny w rejonie trzonowcowym.

Zamki ortodontyczne stuzg do przeniesienia sity generowanej przez tuk ortodontyczny
na zab. Zazwyczaj zamek mocowany jest bezposrednio do zeba, moze byé takze sktadowa
czescig pierscienia ortodontycznego. Niezaleznie od rodzaju zamka musi on zawieraé miejsce
na tuk ortodontyczny oraz elementy umozliwiajgce jego utrzymanie. W budowie zamka
wyrdzniamy: szczeline poziomg (tzw. slot) w ktérej biegnie tuk ortodontyczny, szczeline

pionowg, skrzydetko zamka, haczyk oraz kolorowe oznaczenie strony zamka zazwyczaj

12



znajdujgce sie na dystalnym, dodzigstowym skrzydetku. Ze wzgledu na budowe zamki
dzielimy na: zamki pojedyncze (posiadajace tylko jedng pare skrzydetek), zamki blizniacze
(posiadajace dwie pary skrzydetek - obecnie najczesciej stosowane), zamki Begga, zamki
Keslinga, zamki samoligaturujace (pasywne oraz pasywno-aktywne) oraz zamki lingwalne. Ze
wzgledu na materiat, z ktérego zostaty wykonane wyrdézniamy zamki: metalowe, ceramiczne,
plastikowe i ztote. Zamki moga posiada¢ w swojej budowie wpisane elementy 1°, 2°, 30 .
Elementy 1°to offset i inset (zagiecia do wewnatrz oraz na zewnatrz), uzyskiwane poprzez
réznej grubosci podstawy zamkow; elementy 2° — angulacja (zagiecia w ptaszczyznie
pionowej) - otrzymane poprzez nachylenie szczeliny zamka w stosunku do jego podstawy w
kierunku mezjodystalnym; zagiecia 3°- tork - osiggniete przez nachylenie szczeliny zamka w
kierunku zgryzowo-dzigstowym w stosunku do jego podstawy badz nachylenie catego zamka,
umozliwiajgce kontrole osi policzkowo-jezykowych zebdw. Aby maksymalnie wykorzystaé
wtasciwosci zamkdédw powinny one byé prawidtowo wyprodukowane, prawidtowo
umieszczone na zebie a takze powinny mie¢ odpowiednig szerokosé. Zamki z wiekszymi
kanatami (slotami)- 0,022 sg bardziej polecane niz te z mniejszymi- 0,018 gdyz na poczatku
leczenia generowane sg delikatniejsze sity a w podzniejszych etapach mozliwe jest
zastosowanie grubszego tuku roboczego. W ostatnich latach dazy sie do zmniejszania
rozmiaréw zamkdéw przez co zwieksza sie komfort pacjenta oraz utatwia zabiegi higieniczne.
Jesli w mniejszym zamku mozna zapewni¢ wymagang, prawidtowg kontrole pozycji zeba to
jego wybor bedzie lepszym rozwigzaniem niz wybdr zamka duzego i bardziej
skomplikowanego. [Cash et al., 2004; Bennett & MclLaughlin, 2014; Kartowska, 2016]

Elementy dodatkowe to wszelkiego rodzaju artykuty stosowane w trakcie terapii poza
zamkami oraz tukami, m.in. ligatury (metalowe, elastomerowe), sprezyny (otwarte,
zamkniete), tancuszki elastomerowe, wyciagi elastyczne, guziki, kliny rotacyjne czy
mikroimplanty ortodontyczne.

Zasadniczg role w leczeniu ortodontycznym petnig fuki, ktdére generujg site
przenoszong przez zamki na zeby co powoduje ich przemieszczanie. Niestety w codziennej
praktyce nie istnieje tuk idealny, pasujgcy do wszystkich etapow leczenia. W zaleznosci od
potrzeb uwarunkowanych etapem leczenia oraz ustawieniem zebow stosuje sie fuki
wykonane z réznych materiatéw i w rdéznych rozmiarach. Podczas doboru odpowiedniego
tuku ortodonta powinien bra¢ pod uwage szereg czynnikdw takich jak: wtasciwy dobér sity,

elastycznos¢, tatwosé manipulacji czy mozliwos¢ lutowania i zgrzewania. Ostatnie dwie
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dekady to czas ciggtego rozwoju technologicznego, ktory doprowadzit do wprowadzenia
wielu nowych produktéow stosowanych w trakcie leczenia. Zasadnicza jest wiec znajomos¢
stosowanych materiatéw stomatologicznych oraz witasciwa selekcja i wykorzystanie w

praktyce klinicznej. [Brantley & Eliades, 2003; Komorowska et al., 2009]

2.1.2. Stopy metali uzywane do produkcji ftukdw ortodontycznych

W pierwszych dekadach XX wieku do produkcji fukéw stosowano gtéwnie stopy
metali szlachetnych (potaczenie ztota z platyng lub miedzig). Austeniczna stal nierdzewna
(SS), charakteryzujaca sie wiekszg wytrzymatoscig, wyzszym modutem sprezystosci, dobrg
odpornoscig na korozje i umiarkowanymi kosztami zostata wprowadzona do ortodoncji w
1929r. i szybko zyskata na popularnosci, skutecznie wypierajgc ztoto. Od tego czasu
wprowadzonych zostato wiele innych stopdéw, z ktérych najczesciej uzywane s3a: stal
chromowo-kobaltowa (CrCo), stopy niklowo-tytanowe (NiTi) oraz stopy tytanowo-
molibdenowe (TMA). Dzieki duzej réznorodnosci dostepnych tukéw, ortodonta moze wybrac
taki, ktéry najlepiej spetnia wymagania konkretnej sytuacji klinicznej. [Kapila & Sachdeva,

1989; Kusy, 1997]

2.1.2.1. Stal nierdzewna chromowo-niklowa (SS)

Stal nierdzewna chromowo-niklowa jest jednym 2z powszechniej stosowanych
materiatow do produkcji fukow. tatwo sie formuje i zgina, daje sie lutowac i spawac oraz,
dzieki gtadkiej powierzchni, generuje mate tarcie w trakcie przemieszczania zebéw. Zawiera
w swoim sktadzie 18% chromu, 8% niklu oraz niewielkie ilosci manganu, krzemu, fosforu i
siarki. Zawartos¢ chromu powyzej 13% gwarantuje odpornos¢ tukdw na korozje poprzez
wytworzenie cienkiej pasywujacej warstwy tlenku Cr,0s, ktéry blokuje dyfuzje tlenu do
gtebszych warstw stopu. tuki stalowe charakteryzujg sie duzg sztywnoscig, niewielka
elastycznoscig i sprezystoscia, a takze matym zakresem pracy. Dzieki dobrym witasciwosciom
mechanicznym oraz doskonatej formowalnosci tuki ze stali nierdzewnej majg zastosowanie w
kazdej fazie leczenia ortodontycznego. [Kusy et al., 1988; Brantley & Eliades, 2003;

Komorowska et al., 2009]
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2.1.2.2. Stal chromowo-kobaltowa (CrCo)

Stop chromowo-kobaltowy zostat wprowadzony na rynek w latach 50. XX wieku pod
nazwa Elgiloy. W swoim sktadzie zawiera 40% kobaltu, 20% chromu, 15% niklu, 16% zelaza,
7% molibdenu i 2% manganu. Stop jest dostepny w 4 wersjach réznigcych sie poziomem
sprezystosci: niebieskiej (miekki), zottej (gietki), zielonej (pOtsprezysty) i czerwonej
(sprezysty). W praktyce ortodontycznej najczesciej wykorzystywany jest wariant niebieski
pod nazwa Elgiloy Blue. Moze on by¢ fatwo doginany, a nastepnie poddany dziataniu ciepta
co zwieksza jego wytrzymatosc¢ i elastycznosé. Obecnie, wraz z wprowadzeniem nowych
stopow, tuki te stracity na popularnosci. Wykorzystywane sg jeszcze do wykonywania
grubych tukéw chirurgicznych oraz indywidualnych przerzutéw podniebiennych. [Fillmore &

Tomlinson, 1979; Brantley & Eliades, 2003; Komorowska et al., 2009]

2.1.2.3. Stop niklowo-tytanowy (NiTi)
Stop ten zostat wprowadzony na rynek w latach 70. XX w. przez Unitek Corporation

I”

pod zastrzezong nazwag ,nitinol” pochodzacg od angielskich wyrazéw: nickel, titanium oraz
Naval Ordnance Laboratory. W swoim sktadzie zawiera okoto 55% niklu i 45% tytanu. tuki
NiTi charakteryzujg sie duzg sprezystoscig, wytrzymatoscia, niskg wartoscig wytwarzanej sity.
Nie nadajg sie do spawania czy lutowania, a takze nie mozna na nich wykonywa¢ dogiec. tuki
NiTi nie koroduja, w niskich temperaturach mogg by¢ wyginane, a podgrzane wracajg do
oryginalnego ksztattu (tzw. pamieé ksztattu). Stop niklowo-tytanowy moze wystepowaé w
dwéch rodzajach struktury krystalicznej - w formie martenzytu (w temperaturach niskich)
oraz w formie austenitu (w temperaturach wysokich). Wspomniana wyzej pamieé¢ ksztattu
jest witasnie zwigzana z odwracalnym przejSciem martenzytu w austenit, ktére zachodzi
szybko poprzez proces krystalograficznego zablizniania na poziomie atomowym.
Temperatura, w ktérej dochodzi do zmiany tych faz jest dla stopu NiTi stosunkowo niska (15-
60°) na co zwrdcit uwage Andreasen i postanowit wykorzystac¢ ciepto jamy ustnej do zmiany
faz, a w konsekwencji do zmiany ksztattu drutu i skorygowania ustawienia zebéw. Dodanie
do stopu NiTi miedzi (5-6%) pozwolito na precyzyjne okreslenie temperatury transformacji.
tuki niklowo-tytanowe stosowane sg we wstepnym etapie leczenia, poniewaz sg zrodtem
matej i statej sity. Chetnie stosuje sie je takze w fazie kofAcowej oraz do tzw. osadzania
zgryzu, czyli doprowadzenia do zaguzkowania zebdéw bocznych. [Andreasen & Morrow,

1978; Harris et al., 1988; Kusy, 2002; Brantley & Eliades, 2003; Lombardo et al., 2019]
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2.1.2.4. Stopy tytanowo-molibdenowe (TMA)

tuki TMA (titanium-molibden alloy) zostaty wprowadzone na rynek przez Ormco
Corporation na poczatku lat 80. XX wieku. W swoim sktadzie zawierajg 77% tytanu, 11%
molibdenu, 6% cyrkonu, 4% cyny. Brak obecnosci niklu czyni tuk TMA najbardziej
biokompatybilnym tukiem w ortodoncji. Doskonata odpornos¢ na korozje jest skutkiem
obecnosci na powierzchni tuku cienkiej, pasywacyjnej warstwy tlenku tytanu (TiOz). tuki
TMA charakteryzuje umiarkowana sztywnos¢ oraz umiarkowana sprezystos¢ (wartosci
posrednie miedzy stalg nierdzewng a stopem NiTi). Mozna je formowa¢, zaginaé, a takze
lutowac i spawac. Mimo, ze tuki TMA s3 najdrozszymi stopami stosowanymi w ortodoncji,
czesto wykorzystywane sg ze wzgledu na potaczenie doskonatej odksztatcalnosci oraz
spawalnosci z posrednim wyzwalaniem sity. tuki te mozina wykorzystaé takie do
wykonywania petli, diwigni, tukéw fragmentarycznych i koncowych. Niestety
zaobserwowano duzg szorstkos¢ zewnetrzng, ktdra przyczynia sie do zwiekszenia wartosci
tarcia pomiedzy tukiem a zamkiem. Trwajg badania nad wprowadzeniem do stopu jonéw N*
co miatoby w znacznym stopniu zredukowaé problem wysokiego tarcia. [Goldberg &

Burstone, 1979; Burstone & Goldberg, 1980; Brantley & Eliades, 2003]

2.1.3. Fazy leczenia ortodontycznego

W trakcie leczenia ortodontycznego wyréznia sie 5 faz: faze niwelacji, prowadzenia,
kontrakcji, wyrdwnania oraz retencji. Faza niwelacji ma na celu pionowe i poziome
wyréwnanie szczelin zamkdw a takze odrotowanie zebdw. W fazie prowadzenia dokonuje sie
przesuniec¢ zebow w bocznym segmencie w kierunku transwersalnym i sagitalnym (dazac do
ustawienia ktéw w | klasie), koryguje sie potozenie linii posrodkowej oraz kontroluje pionowe
ustawienie zebdéw siecznych. Gtéwnym zadaniem w fazie kontrakcji jest ustawienie zebdéw
siecznych w poprawne] pozycji strzatkowej, a w fazie wyrdéwnania zamkniecie Iluk
resztkowych. Zadaniami przechodnimi w kazdej z faz jest kontrola zakotwienia, korekta
ksztattu fuku, harmonia tukéw oraz utrzymanie prawidtowej higieny. Faza retencji ma na celu
utrwalenie wynikdw osiggnietych podczas leczenia aktywnego. Przyjmuje sie, ze czas trwania
retencji nie moze byc¢ krétszy niz potowa okresu aktywnego leczenia, czesto jednak
uzalezniony jest od rodzaju i nasilenia nieprawidtowosci, wybranej metody leczenia oraz

wieku pacjenta. [Andrews, 1976; McLaughlin & Bennett, 1989; Singh, 2007]
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2.2. Biofilm jamy ustnej

Jame ustng zasiedla ponad 700 gatunkéw bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych,
zaréwno tlenowych jak i beztlenowych. Bakterie te mogg wystepowa¢ w formie
planktonicznej lub w postaci zorganizowanej struktury - biofilmu. Biofilm jest to wysoce
wyspecjalizowana, jedno- lub wielogatunkowa forma zycia bakterii trwale umiejscowiona na
podtozu, otoczona warstwg zewngatrzkomoérkowych polisacharydow.

Biofilm jamy ustnej mozna podzieli¢ na: biofilm naddzigstowy - zdominowany przez
Gram-dodatnie paciorkowce (Streptococcus mutans, Streptococcus salivarius, Streptococcus
mitis), w giédwnym stopniu odpowiedzialny za powstanie préchnicy oraz biofilm
poddzigstowy - z dominacjg bakterii Gram-ujemnych (Actinobacillus, Campylobacter spp.,
Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gingivalis), ktéry wigze sie z wystgpieniem
chordb przyzebia. [Abusleme et al., 2013; Chatas et al., 2015; Brown et al., 2019]

Ptytka nazebna - klasyczny biofilm zwigzany z powierzchnig zeba - to spoista,
biatozéttawa masa, objetosciowo skfadajgca sie w 70% z bakterii zatopionych w
bezpostaciowej substancji organicznej - macierzy. Macierz ptytki tworzg glikoproteiny
pochodzenia slinowego oraz zewngtrzkomérkowe polisacharydy bedace wynikiem
metabolizmu bakteryjnego. Powstanie ptytki rozpoczyna sie od utworzenia btonki (ostonki)
nabytej. Umozliwia ona adhezje pionierskich bakterii (Streptococcus mutans, Streptococcus
oralis, Streptococcus mitis, Streptococcus sanguis, Actinomyces oraz Haemophilus) do
powierzchni zeba. W krétkim czasie dochodzi do agregacji miedzygatunkowej oraz do
agregacji nowych gatunkéw bakterii z organizmami juz obecnymi. Bakterie rozmnazajg sie i
zaczynajg tworzy¢ uporzadkowane, zrdznicowane, ztozone mikrokolonie oddzielone od
siebie ptynem dostarczajgcym niezbedne sktadniki odzywcze, tlen, metabolity oraz czgsteczki
sygnatowe. Dojrzewanie ptytki bakteryjnej powoduje zmiane warunkéw wewnatrz biofilmu -
wraz ze zwiekszeniem grubosci ptytki dochodzi do obnizania sie w niej tlenu, co prowadzi do
zmiany dominacji bakterii gtéwnie tlenowych i wzglednie beztlenowych wystepujgcych we
wczesnym stadium ptytki do dominacji bakterii beztlenowych. [Kozak & Dunin-Wilczynska,
2014; Chatas et al., 2015]

Nadmierna akumulacja ptytki prowadzi do powstania préchnicy oraz zapalenia dzigset

i chordb przyzebia. Mimo obecnosci wielu gatunkéw paciorkowcéw, najwiekszy udziat w
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inicjacji procesu prochnicowego przypisuje sie bakteriom z rodzaju Streptococcus mutans.
Bakterie te majg wtasciwosci kwasotwércze i kwasoodporne oraz s3 zdolne do
metabolizowania cukrow przy obnizajgcym sie pH. Potrafia produkowaé wewnatrz- i
zewnatrzkomérkowe weglowodany biorgce udziat w tworzeniu macierzy ptytki a takze
stuzgce do pozyskiwania energii lub przemiany w kwasy w przypadku niewystarczajgcego
dostepu cukréw. Bakterie Streptoccocus mutans odpowiedzialne sg za inicjacje prdchnicy
natomiast dalszy jej rozwdj przypisuje sie bakteriom z rodzaju Lactobacillus. Stopniowy
wzrost ilosci ptytki, a co za tym idzie ograniczenie dostepu tlenu do jej poszczegdlnych
warstw, powoduje zmniejszenie sie liczby bakterii z rodzaju Streptococcus na rzecz bakterii z
rodzaju Actinomyces bedacych prekursorami w rozwoju zapalenia dzigset [Marsh &
Bradshaw, 1995; Krawczyk, 2009; Struzycka, 2010; Kozak & Dunin-Wilczyriska, 2014].

Wedtug definicji Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) préchnica jest procesem
patologicznym, miejscowym, pochodzenia zewnatrzustrojowego prowadzagcym do
odwapnienia szkliwa, rozpadu twardych tkanek zeba i w konsekwencji do utworzenia ubytku
[Pawka et al., 2010]. Patologia obejmuje zmineralizowane tkanki zeba tj. szkliwo, zebine oraz
cement, powodujagc odwapnienie (demineralizacje) zawartych w nich substancji
organicznych.

Prochnica zebow powstaje w wyniku interakcji okreslonych bakterii ze sktadnikami
pozywienia w biofilmie zwanym ptytkg nazebng. Sacharoza jest uwazana za najbardziej
kariogenny weglowodan w diecie, poniewaz jest fermentowalna, a takze stuzy jako substrat
do syntezy zewnatrzkomdrkowych (EPS) i wewnatrzkomdrkowych (IPS) polisacharydéw w
ptytce nazebnej. [Newbrun, 1967; Bowen, 2002; Leme et al., 2006]

Wysoka czestotliwo$é spozywania sacharozy lub narazenie na jej dziatanie prowadzi
do powtarzajgcych sie cykli obnizania pH ptytki nazebnej, co powoduje wzrost gatunkow
kwasotwdrczych takich jak Streptococcus mutans czy bakterii z rodzaju Lactobacillus. [Marsh,
2003] Spadki pH, w odpowiednio dfugim czasie, prowadzg do demineralizacji podatnego
miejsca na powierzchni zeba, inicjujgc proces préchnicowy. Ponadto wysoka czestotliwos$é
ekspozycji na sacharoze moze modyfikowac wtasciwosci biochemiczne ptytki nazebnej, ktéra
zawiera woéwczas wysokie stezenie nierozpuszczalnych polisacharydéw oraz niskie stezenie
wapnia, nieorganicznego fosforu (Pi) i fluorkéw. [Cury et al., 1997] Mozna zatem stwierdzi¢,
ze rozwdj zmiany préchniczej uwarunkowany jest nastepujgcymi czynnikami: dietg

prochnicotworczg dostarczajgcg bakteriom substratu (w postaci weglowodandéw) do
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przemian enzymatycznych, obecnoscig bakterii majgcych zdolnos¢ do przetwarzania w
ptytce nazebnej weglowodandéw na kwasy oraz podatnoscia powierzchni szkliwa na
demineralizacje, wynikajacej z jej sktadu chemicznego. Préchnica rozwinie sie w momencie

wspotdziatania powyzszych czynnikéw w odpowiednio dtugim czasie. [Jariczuk et al., 2014]

2.2.1. Biofilm ortodontyczny

Biofiimem ortodontycznym nazywamy biaty nalot powstajacy przy powierzchni
ortodontycznych materiatdw i elementéw aparatéw umieszczanych w jamie ustnej pacjenta.

Poszczegblne elementy aparatu - zamki, pierScienie, rurki, fuki czy ligatury tworza
doskonata przestrzen dla akumulacji resztek pokarmowych oraz znaczaco wptywaja na
wzrost ptytki bakteryjnej przy ich nieregularnej powierzchni. Elementy te ograniczajg takze
przeptyw sliny i mozliwo$¢ naturalnego oczyszczenia zebow, a takze stwarzajg utrudnienie
przy oczyszczaniu zebdw przez pacjenta. Zwiekszong ilos¢ bakterii moze takze indukowac
rodzaj materiatu z jakiego wykonane sg elementy aparatu a takze nadmiar kompozytu wokot
zamkéw ortodontycznych czy stopniowe wykruszanie sie cementu przy pierscieniach. Czas
terapii takze nie pozostaje bez znaczenia - kilkuletnie leczenie ortodontyczne wptywa na
wielkos$¢ powstajgcego biofilmu utatwiajgc przyrost bakterii. Wzrost patogendéw - gtéwnie
Streptococcus mutans oraz Lactobacillus, skutkuje obnizaniem sie pH ptytki, az do poziomu
przy ktérym procesy remineralizacji nie sg juz mozliwe. Dochodzi wtedy do demineralizacji
szkliwa, powstawania biatych plam prochnicowych, a nastepnie gtebokich ubytkow
préchnicowych oraz zapalenia dzigset. Z badan Jabtoriskiej-Zrobek oraz Smiech-Stomkowskiej
(2005) wynika, ze u prawie 50 % osdb po demontazu aparatu zaobserwowano biate plamy.
Inne badania sugeruja wystgpienie tego zjawiska u 2-96% pacjentdw leczonych
ortodontycznie. Badania Naranjo i wsp. (2006) potwierdzajg, ze obecnos¢ statego aparatu
ortodontycznego wptywa na gromadzenie sie ptytki bakteryjnej w okolicy przydzigstowej co
sprzyja rozwojowi stanow zapalnych dzigset. W badaniu, ktére przeprowadzili uwzgledniono
30 oséb, w tym grupe doswiadczalng, ktéra miata rozpoczaé leczenie ortodontyczne oraz
grupe kontrolng, ktéra nie byta leczona. Badanie przeprowadzono przed i 3 miesigce po
zatozeniu aparatu ortodontycznego. W grupie doswiadczalnej zaobserwowano wzrost
wartosci wskaznika ptytki nazebnej Pl (Plague Index) oraz wskaznika dzigstowego Gl

(Gingival Index).
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Whioski ptyngce z analizy pismiennictwa dotyczacej zdolnosci bakterii do adhezji do
réznych materiatéw stosowanych w ortodoncji jednoznacznie pokazujg, ze wszelkie
elementy aparatéw ortodontycznych sprzyjajg tworzeniu sie biofilmu, a takze, ze wielko$é
oraz sktad biofilmu wynikajg z czasu leczenia oraz z wtasciwosci powierzchni zastosowanych
biomateriatdw. Nie bez znaczenia jest takie pozostawienie nadmiaru materiatu
kompozytowego wokdét zamkdéw, co sprzyja rozrostowi bakterii. Wszelkie przestrzenie
powstajgce miedzy szkliwem a zamkiem czy tukiem zwiekszajg zaleganie resztek
pokarmowych utrudniajac jednocze$nie przeptyw sliny oraz higiene jamy ustnej. Autorzy
badan sugerujg, ze najwieksze znaczenie w adhezji bakterii, a tym samym w powstawaniu
biofilmu ma niedostateczna higiena jamy ustnej. [Balenseifen & Madonia, 1970; Larsen,

1990; Mazut et al., 2008; Pasich et al., 2013]

2.2.2. Powiktania leczenia ortodontycznego w zakresie zmian struktury szkliwa i zaburzen

tkanek przyzebia

Jednym z najczesciej wystepujgcych powiktan leczenia ortodontycznego w zakresie
zmian struktury szkliwa jest jego demineralizacja. Odwapnienia szkliwa, pod postacig biatych
plam, moga pojawic sie jako obwddki wokoét zamkow lub jako potksiezycowate odgraniczenie
zmiany w okolicy przydzigstowej. Biate plamy moga pojawié sie juz po 4 tygodniach od
montazu statego aparatu ortodontycznego i nieleczone mogg zwieksza¢ swoje rozmiary oraz
gteboko$¢ oraz prowadzi¢ do powstania ubytkdw préchnicowych (Ryc. 1). Elementy aparatu,
dzieki swojej tréjwymiarowej strukturze i obecnosci licznych zagtebien oraz szczelin tworzg
dotychczas niewystepujgce obszary retencji resztek pokarmowych, ktére przy niedoktadne;j
higienie powodujg odktadanie sie ptytki nazebnej w miejscach, ktére do czasu rozpoczecia
leczenia ortodontycznego bylty mato narazone na rozwdj prdchnicy. Zeby najbardziej
narazone na rozwdj plam prdchnicowych to gérne i dolne siekacze boczne, dolne kty oraz
gorne pierwsze trzonowce. Prawidtowg higiene jamy ustnej utrudniajg takze dogiecia na
tuku, petle czy sprezyny. Istniejg badania sugerujgce odktadanie sie wiekszej ilosci ptytki
nazebnej podczas stosowania ligatur elastomerowych w pordwnaniu z ligaturami
metalowymi. Obecno$¢ biatych plam po leczeniu ortodontycznym moze znaczgco wptyngc

na samopoczucie pacjenta dlatego bardzo wazine jest aby ortodonta podejmowat
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odpowiednie kroki w celu zmniejszania ryzyka ich powstawania. [Ogaard et al., 1988;
Demling et al., 2009; Kraus et al., 2014; Owczarek et al., 2014]

Drugim, réwnie czestym powiktaniem s3 stany zapalne dzigset. Obrzek,
zaczerwienienie dzigsta czy sktonnos¢ do krwawienia to charakterystyczne cechy zapalenia.
Badania Perzynskiej (1996) wykazaty utrzymywanie sie stanu zapalnego przyzebia przez caty
okres leczenia statymi aparatami ortodontycznymi. Elementy aparatu stwarzajg dodatkowe
miejsca retencyjne dla ptytki bakteryjnej co przy niedostatecznej higienie moze miec
negatywne skutki dla tkanek przyzebia. Niezbedne jest wiec utrzymywanie prawidfowej
higieny jamy ustnej przez caty okres leczenia a takie okresowe zabiegi profesjonalnej

higienizacji. [Perzynska, 1996; Dragan, 2005]

Wea

Ryc. 1. Plamy prdéchnicowe, demineralizacja szkliwa i ubytki w szkliwie powstate w
wyniku niedostatecznej higieny w trakcie leczenia ortodontycznego aparatem statym.

Zrédto: materiat wiasny

2.3. Profilaktyka prochnicy

Pojawienie sie elementéw aparatu ortodontycznego w jamie ustnej sprzyja
odktadaniu sie ptytki bakteryjnej oraz utrudnia higiene jamy ustnej pacjenta. Obowigzkiem
lekarza prowadzgcego jest przeprowadzenie szczegdtowego instruktazu higieny jamy ustnej
jeszcze przed montazem aparatu, a takze Scista kontrola higieny w trakcie terapii. Pacjent
musi byé Swiadomy negatywnych nastepstw terapii ortodontycznej oraz musi zostaé
poinstruowany jak do nich nie dopusci¢. Bardzo wazine jest zrozumienie przez pacjenta
wszystkich otrzymanych wskazowek, a takze ciggta motywacja do wykonywania danych
zalecen. W badaniach Smiech-Stomkowskiej i JabtoAskiej-Zrobek (2007) oceniono wptyw

instruktazu higieny jamy ustnej na poziom ptytki nazebnej. W badaniu wzieto udziat 30
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pacjentéw, miedzy 10 a 14 rokiem zycia, poddanych terapii aparatami statymi. Leczenie
poprzedzono profesjonalnym instruktazem higieny jamy ustnej OHI (Oral Hygiene Index), a
stan higieny mierzony byt wskaznikiem ptytki nazebnej Pl (Plaque Index, Silness and Loe,
1964) przed i po miesigcu terapii. Obnizenie sie wartosci Pl u wszystkich badanych
potwierdzito korzystny wptyw OHI na poziom higieny jamy ustnej.

Najwazniejszym elementem zapobiegania tworzenia sie biofilmu jest mechaniczne
usuwanie ptytki bakteryjnej poprzez prawidtowe szczotkowanie powierzchni zebdéw i
elementdéw aparatu. Zaleca sie szczotkowanie zebdw kazdorazowo przez 3-5 minut uzywajac
do tego specjalnie przeznaczonej szczoteczki ortodontycznej. Cze$é pracujaca szczoteczki
powinna dotrze¢ do wszystkich powierzchni zebdw, zaréwno tych z zamkami jak i
wewnetrznych oraz zujgcych. Wtosie nalezy kierowac tak aby weszto pod tuk oraz doktadnie
oczyscito przestrzenie miedzy zamkami. Oprécz prawidtowego stosowania szczoteczki
ortodontycznej wskazane jest wykorzystywanie dodatkowych przyboréow utatwiajgcych
higiene jamy ustnej takich jak: szczoteczki miedzyzebowe, nici dentystyczne czy irygator
wodny.

Mechaniczne usuwanie ptytki nazebnej uzupetnia sie stosowaniem preparatow
zawierajgcych srodki o wtasciwosciach przeciwbakteryjnych oraz wspierajacych procesy
remineralizacji. Najlepiej poznanym S$rodkiem kariostatycznym jest fluor. Szczotkowanie
zebow pastg z fluorem czy stosowanie ptukanek zawierajgcych fluorek sodu,
monofluorofosforan sodu, fluorek cyny czy aminofluorek przyczynia sie do zmniejszenia
czestosci wystepowania biatych plam. W momencie spadku pH obecnos¢ jondow fluoru
umozliwia powstanie fluorohydroksyapatytéow, ktére sg bardziej odporne na dziatanie
kwasdow niz hydroksyapatyty. State, niskie stezenie fluoru prowadzi do powstania
krysztatkéw apatytu i do zahamowania rozpuszczania sie substancji mineralnej. Pacjentom
zaleca sie stosowanie past o stezeniu fluoru 1000 ppm i wyzszym. Niekiedy, przy duzych
problemach z prawidtowa higieng, konieczne jest zastosowanie past o stezeniu fluoru 1500
ppm. Popularnym S$rodkiem przeciwbakteryjnym jest chlorheksydyna jednak nie jest ona
zalecana do codziennego stosowania ze wzgledu na szereg dziatan niepozadanych
(przebarwienia zebéw czy metaliczny posmak w ustach). Moze by¢ jednak stosowana w
formie lakieru chronigcego przed demineralizacjg poprzez obnizanie poziomu bakterii

Streptococcus mutans.
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Waznym czynnikiem jest takze redukcja badz eliminacja diety z cukru biatego oraz
trzcinowego na rzecz ksylitolu. Celowe jest zwalczanie spozywania stodyczy czy stodkich
napojow miedzy positkami, a ograniczenie ich spozycia do deseru po gtéwnym positku, kiedy
to istnieje mozliwo$é oczyszczenia zebdw po positku.

W przypadku progresji zmiany préchnicowej konieczne jest wdrozenie profilaktyki
wtérnej. Stosowanie duzej dawki jonéw fluoru — remineralizacja — mozliwa jest tylko przy
powierzchownych odwapnieniach szkliwa. Zaleca sie stopniowe zwiekszanie ilosci jonow
fluoru co prowadzi do lepszych efektédw estetycznych. Amorficzny zwigzek wapnia (CCP-
ACP), np. ToothMousse (GC) jest drugim, procz fluoru, zwigzkiem umozliwiajgcym
remineralizacje. Zwigzek ten gromadzi sie na bfonce nabytej oraz bakteriach i dzieki
dostarczaniu aktywnego wapnia i fosforanu buforuje kwasny odczyn przywracajgc
rownowage mineralng. Kolejng metodg jest infiltracja zywicg (ICON DMG) polegajgca na
wytrawieniu plamy prdéchnicowej, osuszeniu i infiltracji zywica co powoduje zamkniecie
mikroporowatosci szkliwa oraz daje natychmiastowy efekt kosmetyczny. [Smiech-
Stomkowska, 1996; Lynch et al., 2004; Panuszka et al., 2006; Jariczuk et al., 2014; Kozak &
Dunin-Wilczynska, 2014; Kraus et al., 2014; Chatas et al., 2015]

Obiecujgca strategia w ograniczaniu adhezji bakterii do biomateriatéw jest zastosowanie
powtok wykazujgcych wtasciwosci bakteriostatyczne/bakteriobdjcze. Wykorzystanie do tego
celu antybiotykdw moze stanowi¢ skuteczng profilaktyke jednak niesie za sobg ryzyko
rozwoju szczepdw wieloopornych. Alternatywa moze by¢ zastosowanie powtok wykonanych
z metali szlachetnych. Substancjami wykazujgcymi skuteczne dziatanie
przeciwdrobnoustrojowe i budzace szczegdlne zainteresowanie w zapobieganiu biofilmu sg

nanoczastki srebra i miedzi.

2.4. Wykorzystanie nanoczastek srebra i miedzi w procedurach

medycznych

Antybakteryjne wtasciwosci srebra znane sg od tysiecy lat. Juz w czasach starozytnych
srebro uchodzito za uniwersalny srodek leczniczy zwalczajgcy bakterie, wirusy czy grzyby. W
obecnych czasach srebro znalazto zastosowanie w takich dziedzinach medycznych jak:

dermatologia, urologia, stomatologia czy okulistyka. Nanoczgstki srebra zawierajg 20-15000
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atoméw i nie przekraczajg $rednicg 100 nm. Duzy stosunek powierzchni aktywnej do
objetosci pozwala na osiggniecie wysokiego dziatania przeciwdrobnoustrojowego przy
zastosowaniu matych stezen srebra. Dzieki temu juz niewielka ilos¢ nanoczgstek ma setki
razy wiekszy potencjat biobdjczy od identycznej ilosci w skali makro. Wraz z rozwojem
nanotechnologii rosng nadzieje zwigzane z wykorzystaniem witasciwosci antybakteryjnych
nanosrebra, zwtaszcza, ze bakterie nie wytworzyty przeciw niemu mechanizméw obronnych
a sama ich produkcja jest fatwa i tania. Srebro reaguje z grupami tiolowymi (-SH) btony
komdrkowej bakterii usuwajgc z nich atomy wodoru i powodujgc wytworzenie sie przez
atomy siarki wigzan typu -S-S-. Prowadzi to do zamykania ‘kanatéw’ przenoszacych elektrony
(tancucha oddechowego), a tym samym do obumarcia bakterii. Srebro tgczy sie takze z DNA
bakteryjnym hamujgc tym samym ich rozmnazanie.

Analiza piSmiennictwa wskazuje na liczne wykorzystanie nanoczgsteczek srebra
zaréowno w medycynie jak i stomatologii. Stosowane jest ono w wielu materiatach do
wypetniania ubytkéw a takze w celu impregnacji préchnicowo zmienionych tkanek zeba u
dzieci (10-25% azotan srebra). Badania Kasraei i wsp. (2014) wskazuja, ze dodanie do
kompozytu nawet 1% stezenia nanosrebra hamuje rozwdj bakterii préchnicotwdrczych. W
ostatnich latach popularnos¢ zyskat preparat Nanocare Plus stosowany w celu ostatecznego
przeptukiwania kanatow korzeniowych w trakcie leczenia endodontycznego. Dzieki
zawartosci nanoczgsteczek srebra i ztota utrudniona zostaje ponowna kolonizacja kanatow
korzeniowych przez bakterie co umozliwia zachowanie jatowosci kanatéw. Mikroczastki
srebra zostaty takze zastosowane w nowatorskim preparacie do wypetnienia kanatow
korzeniowych GuttaFlow stwarzajagc tym samym optymalng ochrone przed ponownym
zakazeniem. Preparat ten, dziatajgc bakteriobdjczo, wykazuje mniejszg cytotoksycznosé¢ w
poréwnaniu z pastg AH Plus czy Tubi-Seal [Zoufan et al.,, 2011]. Innym S$rodkiem,
stosowanym gtéwnie w stomatologii zachowawczej oraz protetyce i implantologii, jest
preparat Nanocare Gold. Aplikowany jest on bezposrednio przed zatozeniem wypetnienia lub
zacementowaniem uzupetnienia protetycznego i dzieki zawartosci nanoczgsteczek srebra i
miedzi chroni powierzchnie zeba przed rozwojem préchnicy wtérnej. Preparat ten ogranicza
ryzyko powstania mikroszczelin, nie przebarwia wypetnien a takze pozytywnie wptywa na
adhezje materiatéw kompozytowych do zebiny zwiekszajagc trwato$é wykonywanych
wypetnien. W chirurgii stomatologicznej zastosowanie znalazty specjalne gabki zelatynowe z

zawartoscig 5% srebra koloidalnego. Stosuje sie je w celu utrzymania hemostazy oraz
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wytworzenia skrzepu w zebodole. Srebro nie wyptukuje sie z ggbki, w przeciwienstwie do
innych substancji przeciwbakteryjnych, dzieki czemu zapetnia dtugotrwate dziatanie (az do
zresorbowania sie gabki). [Borczyk et al., 2009; Pokrowiecki & Mielczarek, 2012; Chatas et
al., 2015; Kasraei et al., 2014]

W stezeniu 0,04 mg/g srebro jest skutecznym sktadnikiem past do zebow
eliminujgcym powstawanie ubytkéw préchnicowych; autorzy sugerujg, ze najlepszy efekt
biobdjczy osigga sie, gdy srednia wielkos¢ nanoczagstek wynosi 15nm. [Holladay, 2013; Pulit-
Prociak et al., 2015]

Innym metalem szlachetnym majgcym dziatanie przeciwbakteryjne jest miedz.
Antybakteryjne wtasciwosci miedzi wykorzystywane byty juz w czasach starozytnych.
Egipcjanie stosowali masci z domieszka miedzi w celu zahamowania infekcji, a Greccy
zotnierze zdrapywali miedZz z mieczy i przyktadali ja na rany aby zapobiec zakazeniu.
Zastosowanie miedzi w celach medycznych zostato rozpowszechnione juz w IX wieku, kiedy
to wykorzystywano preparaty z zawartoscia miedzi w stanach zapalnych skéry, leczeniu
gruzlicy i kity, a nawet nerwobdlu twarzy. [Borkow & Gabbay, 2009]

Miedz wykazuje odmienne dziatanie biobdjcze niz srebro. W pierwszym etapie wchodzi
w reakcje z lipidami utleniajgc je i otwierajgc kanaty w btonie komdérkowej bakterii co
powoduje spadek integralnosci btony komodrkowej oraz jej pekniecie i wyptyniecie na
zewnatrz substancji wewnatrzkomodrkowych. Nastepnie przenika do komodrek bakterii i
uszkadzajgc kwasy nukleinowe prowadzi do denaturacji biatka. W wyniku reakcji redox
powstaje rodnik hydroksylowy OH-, ktéry wptywa na DNA i zaburza procesy metaboliczne
biatek, lipidéw, a takze proces oddychania prowadzgc do obumarcia komorki i jej rozpadu.
[Borkow & Gabbay, 2005]

Obecnie miedZ ze wzgledu na swoje witasciwosci stosowana jest przez producentdéw
sprzetéw i artykutdow medycznych. Czysta miedz wykazuje trwate dziatanie
przeciwdrobnoustrojowe a wykonane z niej przedmioty mogg podlegac recyklingowi. Miedz
wykorzystywana jest miedzy innymi do pokrywania powierzchni klamek w szpitalach,
uchwytéw do tézek pacjentdw, stojakow na kropléwki czy dozownikéw do higienicznego
mycia rgk. Ogranicza to w duzym stopniu rozwdj zakazen szpitalnych, ktdre stanowig
znaczacy problem w placéwkach medycznych na catym $wiecie. [Szufranowski, 2012;

Kierzkowska, 2018]
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Podsumowujgc zaréwno miedz jak i srebro znalazty zastosowanie w wielu dziedzinach
medycyny. Mimo, ze nanomateriaty dostepne sg na rynku od kilku lat wazne jest
przeprowadzenie dodatkowych badah majacych na celu zidentyfikowanie ich wtasciwosci

niepozadanych oraz opracowania algorytmdéw postepowania leczniczego.
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3. CEL PRACY

Gtéwnym celem badan byta ocena wptywu powtok z nanoczgstkami srebra na

zmniejszenie rozwoju bakterii Streptococcus mutans na powierzchni konwencjonalnych

stalowych tukéw ortodontycznych.

Cele szczegdtowe przeprowadzonych badan byty nastepujace:

1.

Ocena skfadu chemicznego, analiza stopnia zanieczyszczenia materiatu, ocena
mikrostruktury oraz topografii powierzchni tukéw ortodontycznych od producenta
oraz ponowna ocena topografii powierzchni tych tukéw po naniesieniu powtok
antybakteryjnych.

Analiza pomiaréw twardosci i chropowatosci tukéw  ortodontycznych
przeprowadzona przed i po naniesieniu powtok antybakteryjnych.

Ocena wptywu obecnosci powtok antybakteryjnych na korozje tukow
ortodontycznych.

Ocena adhezji bakterii Streptococcus mutans do powierzchni fukéw bez powtoki oraz
do powierzchni fukéw z powtoka bazowa i aktywnga (po odpowiednim czasie inkubacji
w sztucznej $linie)

Ocena powstajgcego na powierzchni tukdéw bez powtoki oraz do powierzchni tukow z
powtokay (bazowa i aktywng; po odpowiednim czasie inkubacji w sztucznej slinie)
biofilmu bakteryjnego

Ocena stopnia zakwaszenia srodowiska hodowli przez bakterie Streptococcus mutans

rosngce na badanych tukach, tj. ocena pomiaru pH
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4. MATERIAL | METODY

4.1. Materiat badany

Przedmiotem badani byly stalowe tuki ortodontyczne firmy Adenta (tab. 1, ryc. 2).
Przekréj pojedynczej probki w stanie wyjsciowym miat ksztatt prostokgta o wymiarach 0,016” x
0,022”. Do wiekszosci badan uzywano 1 cm fragmentéw tukéw ortodontycznych. W niektérych
badaniach przeprowadzonych na Politechnice Wroctawskiej mozna byto kilkukrotnie
wykorzystac fragment tuku ortodontycznego stad ich ilos¢ w poszczegdlnych grupach wynosita
od 20 do 80, natomiast w przypadku badan mikrobiologicznych do kazdego badania
stosowano po jednej prébce stad tgczna ilos¢ prébek wyniosta 80 dla kazdej grupy.

Szczegdtowa charakterystyka tukdw wykorzystanych do badan widoczna jest w tabeli 2.

Tabela 1. Charakterystyka materiatu wyjsciowego otrzymanego od producenta fukéw

ortodontycznych Adenta

MATERIAL BADANY - tuki ortodontyczne

Materiat stal austenityczna (SS)
Ksztatt przekroju prostokat
Rozmiar przekroju 0,016"x0,022"
Producent Adenta
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Ryc. 2. tuki ortodontyczne producenta Adenta wykorzystane do badan

Tabela 2. Charakterystyka tukéw wykorzystywanych do badan

Grupa Rodzaj powtoki Liczba probek Liczba probek
(dtugosci 1cm) | (dtugosci 1 cm)
wykorzystanych | wykorzystanych do
do badan na badan
Politechnice mikrobiologicznych
Wroctawskiej

1- kontrolna tuki ze stali nierdzewnej (SS) 20-80 80

bez powtoki, ,czyste”; ,C”
2- tuki ze stali nierdzewnej (SS) o | 20-80 80
eksperymentalna | zmodyfikowanej powierzchni-

pokryte cienkg warstwa TiOy;

powtoka , bazowa”; ,B”
3- tuki ze stali nierdzewnej (SS) o | 20-80 80

eksperymentalna

zmodyfikowanej powierzchni-
pokryte cienkg warstwa
TiO2:Ag; powtoka , aktywna”;
oA

29



4.2. Metodyka badan

Badania przeprowadzono przy wspotpracy z Politechnikg Wroctawska oraz Katedra
Mikrobiologii Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slgskich we Wroctawiu. Kooperacja z
Wydziatem Mechanicznym Politechniki Wroctawskiej miata na celu stworzenie aktywnych
powtok antybakteryjnych oraz zbadanie wtasciwosci tukdw ortodontycznych w stanie
dostarczenia przez producenta oraz po natozeniu powtok. Badania przeprowadzone w
Katedrze Mikrobiologii skupiaty sie na ocenie adhezji bakterii Streptococcus mutans do
powierzchni tukéw bez powtoki oraz do powierzchni tukéw z powtoka bazowg i aktywng (po
odpowiednim czasie inkubacji w sztucznej slinie), do oceny powstajgcego na powierzchni
tukow biofilmu oraz na badaniu stopnia zakwaszenia srodowiska hodowli przez paciorkowce
rosngce na badanych tukach, tj. na pomiarze pH.

Badania przeprowadzone na Politechnice Wroctawskiej podzielono na trzy gtéwne
etapy, ktdére przedstawia tabela 3. Pierwszy etap, polegat na syntezie powtoki aktywne;.
Drugi etap dotyczyt testéw na prébkach tukéw ortodontycznych w stanie dostarczenia
(poprodukcyjnym). Badano wiasciwosci tukéw ortodontycznych otrzymanych bezposrednio

od producenta. Celem trzeciego etapu byto zbadanie wtasciwosci fukdw ortodontycznych z

powtoka aktywna.
Tabela 3. Charakterystyka etapdéw badania
Etap 1 Etap 2 Etap 3
Stan dostarczenia Stan eksploatowany
(stan poprodukcyjny) (tuki z powtoka aktywna)
Synteza powtoki aktywnej
Badania metalograficzne Badania mechaniczne

Badania mechaniczne

Badania fizykochemiczne Badania fizykochemiczne

Etap 2 obejmowat trzy rodzaje badan, tj. badania metalograficzne, mechaniczne oraz

fizykochemiczne. Badania metalograficzne miaty na celu zapoznanie sie z materiatem
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dostarczonym, w zwigzku z czym wykonano analize sktadu chemicznego, obserwacje
mikroskopowe powierzchni materiatu oraz analize stopnia zanieczyszczenia materiatu w
stanie dostarczenia (ilo$¢ i rodzaj wtracen niemetalicznych). Badania mechaniczne
obejmowaty pomiar twardosci, chropowatosci oraz topografie powierzchni, natomiast
badania fizykochemiczne to przeprowadzone na tukach ortodontycznych badania
elektrochemiczne (korozyjne, przyspieszone).

Etap 3 obejmowat dwa rodzaje badan, tj. pomiar chropowatosci i topografie powierzchni
oraz badania elektrochemiczne tukéw z powtoka aktywnga. Wiekszos¢ wspomnianych badan
zostata wykonana w laboratoriach Wydziatu Mechanicznego Politechniki Wroctawskiej.

W zaleznosci od przeprowadzonego badania, w rézny sposdb przygotowywano do niego
materiat (zaréwno w stanie wyjsciowym, jak i po eksploatacji). Do badan metalograficznych
oraz do pomiarow twardosci wykorzystano tuki zainkludowane w zywicy Duracryl Plus (Ryc.
3). Tak przygotowany materiat badany, zostat poddany szlifowaniu mechanicznemu na
mokro na tarczach sciernych o wielkosci ziarna: 320 um, 600 um, 800 um, 1200 um, a
nastepnie wypolerowano go na tarczach polerskich z pastg diamentowg o wielkosci ziarna
kolejno 1 um oraz 6 um (Ryc. 4). Obserwacje topografii, pomiar chropowatosci oraz badania

elektrochemiczne przeprowadzono bezposrednio na fragmentach tukéw ortodontycznych.
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Ryc. 3. Kolejne etapy przygotowania prébek losowo wybranych tukéw ortodontycznych do
badan metalograficznych, elektrochemicznych i pomiaréw twardosci; inkludowanie

fragmentow tukéw w zywicy Duracryl Plus
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Ryc. 4. Wykorzystane tarcie $cierne

(Laboratorium Katedry Inzynierii Pojazdéw, Politechnika Wroctawska)

4.2.1. Badania przeprowadzone na Politechnice Wroctawskiej

4.2.1.1 Synteza powtloki aktywnej

Badania przeprowadzono w Katedrze Mechaniki, Inzynierii Materiatowej i Biomedycznej
Politechniki Wroctawskiej. Do badan uzyto tukdw ortodontycznych ze stali nierdzewnej (SS) o
wymiarach 0,016 x 0,022 cala (Adenta). Modyfikacje powierzchni tukéw ortodontycznych ze
stali nierdzewnej przeprowadzono metodg zol-zel cienkowarstwowego powlekania
zanurzeniowego (sol- gel thin film dip-coating method). W badaniu zostaty sprawdzone
rozne kombinacje pokrycia zol-zelem gdzie zmiennymi parametrami byt czas i szybkos¢
wynurzenia materiatu z zol-zelu oraz czas i temperatura wygrzewania probki. Dodatkowa
badang zmienng byta liczba naktadanych warstw. Badanie sktadato sie z trzech etapow.
[Kielan-Grabowska et al., 2021]

Pierwszy etap skupiat sie na przygotowaniu roztworu TiO,. Roztwér TiO; sktadat sie z 6 ml
izopropoksydu tytanu(IV) (97%, Aldrich), 85 ml 2-propanolu (Eurochem BDG, Tarndw, Polska)
i 0,5 ml kwasu octowego (99%, Aldrich). Aby zmniejszy¢é chropowatos¢ powierzchni, do
roztworu TiO, dodano glikol polipropylenowy (PPG, Mw = 1000, Alfa Aesar) w ilosci 1 % mas.
Po dodaniu PPG do roztworu, mieszano go przez 3 h w temperaturze pokojowej za pomoca

mieszadta magnetycznego. Wymieszany zol lezakowat przez 24 h w temperaturze 4°C.
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Nastepnie tuki ortodontyczne oczyszczano przez 15 minut w myjce ultradzwiekowej w
obecnosci azotu, a nastepnie w obecnosci wody destylowanej. Synteze zolu TiO;
przeprowadzono w oparciu o zmodyfikowang metode zol-zel wg Ozyildiz F. i wsp. [Ozyildiz et
al., 2014]

W drugim etapie przygotowano roztwor TiOz:Ag. W badaniach uzyto azotanu srebra
(AgNOs; Sigma-Aldrich). Jeden gram AgNOs rozpuszczono w mieszaninie 2,4 ml wody, 10 ml
kwasu octowego i 12 ml izopropanolu. Nastepnie roztwor mieszano z prekursorem TiO;
przez 3 h w temperaturze pokojowej za pomocg mieszadta magnetycznego. Synteza
roztworu TiO,:Ag zostata oparta na zmodyfikowane] syntezie z Tomds S. i wsp. [Tomas et al.,
2009]

W ostatnim etapie tuki ze stali nierdzewnej zostaty pokryte warstwami TiO; i TiO2:Ag
metoda zol-zel cienkowarstwowego powlekania zanurzeniowego (sol- gel thin film dip-
coating method). W celu uzyskania réwnomiernej powtoki, kazdy tuk ortodontyczny
zanurzano w zolu na 1 min i usuwano ze statg predkoscig 65,8 mm/min (Ryc.5). Podtoza
suszono przez 1 h w temperaturze 120°C z szybkos$cig ogrzewania i chtodzenia 0,5°C/min
(Ryc.6). Procedure te powtarzano dwukrotnie w celu zwiekszenia grubosci cienkiej warstwy.
Nastepnie powleczone tuki poddano kalcynacji przez 2 h w temperaturze 500°C z szybkoscig

nagrzewania i chtodzenia 1°C/min (piece przemystowe Nabertherm LT 5/11/P330).

Ryc. 5. Zanurzanie fukéw w roztworze hydrolizatu
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Ryc. 6. Suszenie tukdw ortodontycznych z naniesiong warstwa

Morfologie probek obserwowano przy uzyciu skaningowego mikroskopu
elektronowego (SEM). Obecnos¢ srebra zostata potwierdzona analizg EDX (energy-dispersive

X-ray spectroscopy) i mapowaniem pierwiastkowym.
4.2.1.2. Badania wtasciwosci tukdw ortodontycznych- badania metalograficzne

4.2.1.2.1. Analiza sktadu chemicznego tuku ortodontycznego
Analize skfadu chemicznego przeprowadzono przy wykorzystaniu elektronowego
mikroskopu skaningowego z dodatkowg funkcjg do analiz EDS (JEOL JSM- 6010A Analytical

_!’;ﬁ", & 4 ,}’
i ——il /

Scanning Electron Microscope — Ryc. 7).

Ryc. 7. Skaningowy mikroskop elektronowy z funkcjg analizy sktadu chemicznego
- JEOL JSM- 6010A Analytical Scanning Electron Microscope

(laboratorium Katedry Inzynierii Pojazdéw, Politechnika Wroctawska)
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4.2.1.2.2. Obserwacje mikroskopowe

W celu oceny stopnia zanieczyszczenia stalowych tukéw ortodontycznych
wtraceniami niemetalicznymi, dokonano obserwacji zgtadéw powierzchni nietrawionych
przy zastosowaniu mikroskopii Swietlnej (model MA200 firmy Nikon) przy 100-krotnym
powiekszeniu (Ryc. 8). Do obserwacji mikrostruktury probek tukéw ortodontycznych po ich
uprzednim wytrawieniu ponownie zastosowano mikroskop $wietlny (model MA200 firmy

Nikon).

Ryc. 8 Mikroskop swietlny MA200 firmy Nikon

(laboratorium Katedry Inzynierii Pojazdéw, Politechnika Wroctawska)

Do analizy zastosowano norme ISO 4967:2013-07-15'" Zanieczyszczenia najczesciej
wystepujgce w stalach lub stopach to wtracenia tlenkdéw, siarczkéw, krzemianéw oraz
azotkdw. W zaleznosci od ich ksztattu irozktadu, norma dzieli powyzsze wtrgcenia na
poszczegdlne grupy:

GRUPA A — wtracenia z grupy siarczkéw,
GRUPA B — wtracenia z grupy glinianéw,
GRUPA C — wtracenia z grupy krzemianéw,
GRUPA D — wtracenia z grupy tlenkow.
Zaprezentowana w normie metoda polega na poréwnywaniu obserwowanych na
mikroskopie $wietlnym obrazéw ze zdefiniowanymi diagramami. W ramach pracy witasnej

zbadano 3 najwazniejsze obszary tuku wg. ponizszego schematu (Ryc. 9).

11SO 4967:2013 - Steel - Determination of content of non-metallic inclusions - Micrographic
method using standard diagrams
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Ryc. 9. Podziat fuku na 3 obszary: odcinki proste- 1,2; najwieksze odksztatcenie- 3

4.2.1.3. Badania wtasciwosci tukéw ortodontycznych- badania mechaniczne

4.2.1.3.1. Pomiar twardosci

Pomiar twardosci metodg Vickers’a przeprowadzono na twardosciomierzu (Ryc. 10)
Vickers Hardness Tester FV- 800 (Future-Tech) przy obcigzeniu 1kgf (doktadnie 9,80N). Kazdy
pomiar trwat 10 sekund i odbywat sie w temperaturze pokojowej. Pomiar twardosci odbywat

sie na 6 prébkach tukéw ortodontycznych. Wykonano po 8 pomiaréw dla kazdej prébki.

Ryc. 10. Twardos$ciomierz Vickers Hardness Tester FV- 800 - Future-Tech (Laboratorium

Katedry Mechaniki, Inzynierii Materiatowe] i Biomedycznej, Politechnika Wroctawska)
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4.2.1.3.2. Pomiar chropowatosci i analiza topografii powierzchni

Pomiar chropowatosci zostat wykonany przy zastosowaniu mikroskopu konfokalnego.
Badania przeprowadzono na 5 tukach z kazdej grupy (tuki bez powtoki, tuki z powtoka
bazowg, tuki z powtoka aktywng). Dla kazdego tuku wykonano 6 pomiaréw, po 3 pomiary dla
kazdego skrajnego, prostego odcinka tuku (Ryc. 11). Z uzyskanych parametréow, do analizy

oraz poréwnania wybrano srednie wartosci parametréw chropowatosci Ra oraz Rz.

Ryc. 11. Miejsca tuku, na ktérych przeprowadzono pomiar chropowatosci

4.2.1.4. Badania wtasciwosci tukéw ortodontycznych- badania elektrochemiczne

tuki ortodontyczne wykonane z biomateriatéw metalicznych, mogg by¢ podatne na
miejscowg korozje wzerowg lub szczelinowg. Dlatego tez w niniejszej pracy wykonano
rowniez badania elektrochemiczne (korozyjne). Badania elektrochemiczne (korozyjne,
laboratoryjne, przyspieszone) zostaty wykonane za pomocy tréjelektrodowego uktadu
pomiarowego. Elektrodg odniesienia byta nasycona elektroda kalomelowa (NEK; nasycony
roztwor KCl), przeciwelektrode stanowit inertny (obojetny chemicznie) metal - platyna oraz
elektroda badang byta kolejna, badana powierzchnia probki. Pomiar zostat przeprowadzony
w roztworze symulujgcym srodowisko jamy ustnej, tj. w sztucznej $linie.

Wykonane badania obejmowaty pomiar potencjatu obwodu otwartego (OC)
i zarejestrowanie zaleznosci i=f(E) podczas badan polaryzacyjnych. Stabilizacja materiatu
podczas OC, odbywata sig¢ w temperaturze pokojowej w czasie 24 godzin. Nastgpnie w tym
samym roztworze, powierzchnie prdbek zostaty poddane polaryzacji w kierunku anodowym
z szybkoécig dE/dt = 1 mV/s. Charakterystyczne parametry, tj. potencjat stacjonarny,

ustalajacy sig w warunkach bezpradowych - Ep, potencjat korozji - Ekor, oraz pradu
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korozyjnego - ikor uzyskano poprzez ekstrapolacje prostych Tafela na uzyskanych krzywych

polaryzacji anodowej. Badania wykonano na 5 tukach z kazdej grupy.

4.2.2. Badania przeprowadzone w Katedrze Mikrobiologii Uniwersytetu Medycznego im.

Piastéw Slaskich we Wroctawiu

4.2.2.1. Charakterystyka szczepu bakteryjnego do badan i warunki hodowli bakterii

Badania badanych powtok wykonano dla referencyjnego szczepu paciorkowca
Streptococcus mutans (S. mutans) ATCC 25175. S. mutans hodowano 12 godzin w bulionie
BHI (Brain Heart Infusion) w temp. 37°C. Jeden ml 18-godzinnej hodowli paciorkowca
odwirowywano (16000 rpm, 10 min, 4°C), osad bakteryjny zawieszano w buforze
fosforanowym, a nastepnie ustalano spektrofotometrycznie gestos¢ zawiesiny bakteryjnej na
6 x10% CFU/ml. Tak przygotowang zawiesine S. mutans rozcieticzano 1:100 w sztucznej $linie
(Lab-lemco 0,05 g, ekstrakt drozdzowy 0,1 g, protease peptone 0,25 g, mucyna 0,125 g, NaCl
0,01 g, KCl 0,01 g, CaCO3 0,015 g/1 ), przygotowanej wg Pratten i wsp. (1998). [Pratten et al.,
1998]

4.2.2.2. Ocena adhezji Streptococcus mutans do badanych powtok tukéw ortodontycznych

Zdolnos¢ S. mutans do adhezji i kolonizacji badanych powtok oceniano w sztucznej
$linie w obecnosci 3% sacharozy lub bez dodatku cukru. Jatowe tuki ortodontyczne pokryte
badanymi powfokami pre-inkubowano w 1 ml jatowej sztucznej $liny w temperaturze
pokojowej z delikatnym mieszaniem na kotysce laboratoryjnej przez 1 godz. Nastepnie
zanurzone w S$linie tuki zakazano zawiesing S. mutans (6 x108 CFU/ml). Kontrole ujemne
stanowity tuki ortodontyczne inkubowane w sztucznej slinie bez bakterii, natomiast tuki
ortodontyczne ze stali stanowity probki referencyjne. Zdolno$é adhezji S. mutans do
badanych lukéw ortodontycznych oceniano po 4 godz. inkubacji w 37°C, w warunkach
mikroaerofilnych (tj. atmosferze wzbogaconej 5-10% CO,). Po zakoriczeniu inkubacji tuki
ortodontyczne delikatnie ptukano 0,9% soli fizjologicznej, aby odptuka¢ niezwigzane
bakterie. Badane fuki ortodontyczne przenoszono do 1 ml bulionu tryptozowo-sojowego
(TSB) i poddawano sonikacji na lodzie (3 x 5 sek. 20 kHz, sonikator Labo-Plus, Vibra Cell
Sonics) w celu usuniecia bakterii zwigzanych z powierzchnig badanych tukéw. Otrzymang po

sonikacji zawiesine bakterii rozciericzano w bulionie TSB i wysiewano po 100 ul z kazdego
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rozcienczenia na agar tryptozowo-sojowy (TSA). Podtoze TSA inkubowano 48 godz. w 37°C w
warunkach mikroaerofilnych (atmosferze wzbogaconej 5-10% CO;). Wyroste kolonie S.
mutans liczono, a otrzymany wynik wyrazono w jednostkach CFU/ml. Badanie powtarzano
trzykrotnie w trzech powtdrzeniach a wyniki przedstawiono jako srednig z wykonanych

pomiaréw.

4.2.2.3. Ocena biofilmu tworzonego przez Streptococcus mutans metodg posiewu
ilosciowego

Zdolnos¢ S. mutans do tworzenia biofilmu na badanych powtokach oceniano w
sztucznej Slinie w obecnosci 3% sacharozy lub bez sacharozy. Jatowe tuki ortodontyczne
pokryte badanymi powtokami pre-inkubowano w 1 ml jatowej sztucznej Sliny w
temperaturze pokojowej z delikatnym mieszaniem na kotysce laboratoryjnej przez 1 godz.
Nastepnie zanurzone w $linie tuki zakazano zawiesing S. mutans. Kontrole ujemne stanowity
tuki ortodontyczne inkubowane w sztucznej slinie bez bakterii, natomiast fuki ortodontyczne
ze stali stanowity prébki referencyjne. Zdolnosé S. mutans do tworzenia biofilmu oceniano
po 24, 48 i 96 godz. inkubacji w 37°C, w warunkach mikroaerofilnych (atmosferze
wzbogaconej 5-10% CO,). Podczas inkubacji codziennie zmieniano podtoze hodowlane, aby
zneutralizowaé¢ wptyw jego zakwaszenia na rozwdj biofilmu. Ponadto, codziennie podczas
czterodniowej inkubacji w probkach mierzono pH za pomocg pH-metru (pH-meter
SevenEasy, Mettler Toledo). Réwnolegle oceniano biofilm S. mutans na badanych powtokach
tukow ortodontycznych metoda ilosciowg. Badane prébki zakazone paciorkowcem i
inkubowane 24, 48 i 96 godz. ptukano trzykrotnie w soli fizjologicznej i przenoszono do 1 ml
bulionu TSB, a nastepnie sonikowano na lodzie (3 x 5 sek. 20kHz, sonikator Labo-Plus, Vibra
Cell Sonics) w celu usuniecia bakterii zwigzanych z powierzchnig prébek. Otrzymang po
sonikacji zawiesine bakterii rozcienczano w bulionie TSB (bulion tryptozowo-sojowy) i
wysiewano po 100 ul z kazdego rozcieniczenia na agar tryptozowo-sojowy (TSA). Podtoze TSA
inkubowano 48 godz. w 37°C w warunkach mikroaerofilnych. Wyroste kolonie S. mutans
liczcono, a otrzymany wynik wyrazano w jednostkach CFU/ml. Badanie powtarzano
trzykrotnie w trzech powtérzeniach a wyniki przedstawiono jako S$rednig z trzech

wykonanych niezaleznie eksperymentdw dla trzech prébek kazdego tuku ortodontycznego.
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4.2.2.4. Pomiar pH srodowiska bakteryjnego za pomocg pH-metru (pH-meter SevenEasy,
Mettler Toledo)

Doswiadczenie miato na celu obserwacje zmian pH sztucznej sliny w przypadku
tworzenia biofilmu S. mutans na poszczegdlnych powtokach po 24, 48 i 96h z i bez
obcigzenia sacharozg. Grupe kontrolng stanowity tuki bez powtoki, natomiast grupe badang

stanowity tuki z powtokg bazowg oraz z powtoka aktywna.
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5. WYNIKI

5.1. Badania przeprowadzone na Politechnice Wroctawskiej

5.1.1 Synteza powtoki aktywnej

Badania SEM potwierdzity, ze przedstawiona metoda pozwolita na uzyskanie
szczelnej i jednorodnej warstwy TiO2 i TiO2:Ag, ktdra symetrycznie pokryta catg powierzchnie
badanych fukéw (Ryc. 12). Analiza EDS wykazata obecnos¢ agregatéw Ag w strukturze
warstwy pokrywajacej. Rentgenowskie badania dyfrakcyjne (XRD) réwniez wykazaty
obecnos¢ atoméw Ag w badanej prébce. Mozna zatem przyjgé, ze przedstawiona metoda
pozwolita na skuteczne uzyskanie szczelnej i jednorodnej powtoki o potencjalnej aktywnosci

przeciwdrobnoustrojowe;.

Ryc.12. tuk ortodontyczny z powtoka TiOz:Ag
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5.1.2. Badania wtasciwosci tukéw ortodontycznych- badania metalograficzne

5.1.2.1. Analiza sktadu chemicznego tuku ortodontycznego

Przed gtéwnymi badaniami elektrochemicznymi oraz obserwacjami mikroskopowymi
wykonano analize sktadu chemicznego, w celu upewnienia sie, ze tuki ortodontyczne
faktycznie sg wykonane ze stali austenitycznej 304L (Tab. 4). Analize sktadu chemicznego
przeprowadzono dla stanu wyjsciowego tukéow ortodontycznych przy wykorzystaniu
elektronowego mikroskopu skaningowego z dodatkowg funkcjg do analiz EDS (JEOL JSM-

6010A Analytical Scanning Electron Microscope).

Tabela 4. Wyniki analizy chemicznej materiatu dostarczonego do badan

Materiat %C %Mn | %Si | %P %S %Cu | %Cr %Ni | %Mo
Badana prébka | 0,053 | 1,4 0,48 | - - - 17,4 8,28 (0,14
AISI 304* 0,08 |2 0,75 (0,45 [0,03 | O 18-20 | 8-15 | -

*[Lorang & da Cunha Belo, 1994]

5.1.2.2. Obserwacje mikroskopowe
Obserwacje powierzchni tukdw ortodontycznych w stanie nietrawionym wykazaty brak
obecnosci charakterystycznych wtracen niemetalicznych (Ryc. 13). Powierzchnie tukéw po

produkcji charakteryzuja sie gtéwnie czystg, niezmienng topografig powierzchni (Ryc. 14).

Ryc. 13. Przyktadowe obrazy powierzchni nietrawionych wybranych prébek tukéw

ortodontycznych w stanie poprodukcyjnym
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Materiat, z jakiego wykonana byfta prdbka, charakteryzuje sie wyraznie wysoka
odpornoscig na dziatanie agresywnego $Srodowiska, na co wskazuje dtugi czas wytrawiania
powierzchni prébki oraz uzyskane wyniki jej obserwacji. Mimo zastosowania silnego
odczynnika zawierajgcego m.in. kwas HNO3s, podczas obserwacji mikroskopowych, wykazano
jedynie kontury wystepujacych ziaren. Obraz wytrawionej powierzchni wskazuje na
wystepowanie podtuznych igiet, ktére moga Swiadczyé o obecnosci fazy martenzytycznej.

Charakteryzuje ona materiat umocniony, ktéry zostat uprzednio poddany obrébce cieplnej.

Ryc. 14. Powierzchnia tuku ortodontycznego bez powtoki

5.1.3. Badania wtasciwosci tukéw ortodontycznych- badania mechaniczne

5.1.3.1. Pomiar twardosci

Ponizsza tabela 5 przedstawia uzyskane wyniki pomiaréw twardosci wybranych losowo
probek tukéw ortodontycznych w stanie poprodukcyjnym. Uzyskane wyniki pomiaru
twardoséci nie wykazaty wyraznych réznic w twardosci badanych prébek. Srednie wartosci
twardosci wahajg sie miedzy okoto 490 HV a 500 HV. Sg to az o ponad 300HV wyisze
wartosci twardosci od tych, ktére podaje literatura. Wynika to prawdopodobnie z

umocnienia materiatu tuku ortodontycznego po wykonanej obrdbce plastycznej.
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Tabela 5. Uzyskane wyniki pomiaru twardosci probek tukéw ortodontycznych w stanie

poprodukcyjnym
probka 1 2 3 4 5 6
[HV 1] [HV 1] [HV 1] [HV 1] [HV 1] [HV 1]
1 506.50 514.9 521.1 494.40 400.30 474.00
2 506.80 512.5 477.1 510.30 499.10 496.20
3 499.30 525.4 488.9 487.90 500.00 478.40
4 476.20 532.0 518.7 481.60 482.90 497.90
5 486.70 523.1 508.5 488.10 483.60 507.30
6 505.90 513.50 470.4 473.10 505.30 489.60
7 498.50 525.10 485.6 483.90 491.00 501.20
8 501.30 530.40 502.4 487.00 503.40 485.50
Srednia
wartos¢ 497.7 522.1 496.6 488.29 483.20 491.30
twardosci

5.1.3.2. Pomiar chropowatosci i poréwnanie wynikéw chropowatosci dla prébki w stanie

dostarczenia i prébki tuku z powtoka bazowg i aktywna

Pomiar chropowatosci zostat wykonany przy zastosowaniu mikroskopu konfokalnego.

Podczas analizy uzyskanych parametréw chropowatosci Ra i Rz nie zauwazono znaczgcych

réznic w wartosciach obu wspétczynnikéw (Tabela 6, 7). Utworzona powtoka, zaréwno

bazowa jak i aktywna, nie zmienia istotnie topografii powierzchni tuku ortodontycznego (Ryc.

15).
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Tabela 6 Wyniki pomiarow chropowatosci

Parametr
GRUPA LUK Ra-lewa |Ra-prawa| Rz-lewa |Rz- prawa
[pm] [um] [pm] [um]
0,047 0,099 0,354 1,043
pr.1 0,049 0,099 0,389 1,083
0,054 0,103 0,313 1,219
0,039 0,103 0,314 1,351
pr.2 0,044 0,1 0,417 1,321
0,034 0,086 0,377 1,295
0,04 0,114 0,235 1,104
stan wyjsciowy pr.3 0,047 0,11 0,249 1,228
(stal austenityczna) 0,5 0,112 0,263 1,154
0,052 0,096 0,351 1,132
pr. 4 0,053 0,103 0,412 1,056
0,041 0,093 0,387 0,959
0,043 0,096 0,414 0,977
pr.5 0,047 0,089 0,474 0,991
0,053 0,091 0,569 0,872
SREDNIA| 0,076 0,100 0,368 1,119
pr. 1 0,082 0,096 0,867 0,91
0,092 0,101 0,925 1,042
0,9 0,103 0,908 1,067
pr. 2 0,084 0,101 0,844 0,093
0,083 0,102 0,857 1,146
0,096 0,092 0,772 0,868
pr. 3 0,082 0,094 0,293 0,915
$S + powloka bazowa 0,096 0,095 1,243 0,89
0,105 0,084 15 0,747
pr. 4 0,089 0,091 1,008 0,837
0,135 0,101 1,35 1,04
0,139 0,107 1,486 1,023
pr.5 0,073 0,113 1,533 1,027
0,073 0,117 1,544 1,077
0,78 0,123 1,554 1,46
SREDNIA| 0,194 0,101 1,112 0,943
pr.1 0,191 0,116 1,749 1,373
0,187 0,114 1,896 1,537
0,184 0,123 2,013 1,341
pr. 2 0,181 0,139 1,886 0,716
0,178 0,129 1,954 1,304
0,17 0,128 1,902 1,627
pr.3 0,134 0,143 1,555 1,43
S5 + powloka aktywna 0,126 0,151 1,397 1,289
0,133 0,131 1,914 1,371
pr. 4 0,152 0,123 3,361 1,212
0,135 0,127 1,24 1,578
0,138 0,122 1,585 1,589
pr.5 0,126 0,096 1,308 1,507
0,145 0,088 2,279 2,359
0,121 0,113 1,117 3,83
SREDNIA| 0,153 0,123 1,810 1,604
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Tabela 7 Wyniki pomiaréw chropowatosci- zbiorcze

POROWNANI E Ra-lewa |[Ra-prawa|l Rz-lewa |Rz- prawa
[pm] [pm] [pm] [pm]
stan wyjsaowy(stal austenityczna) 0,076 0,100 0,368 1,119
SS + powtoka bazowa 0,194 0,101 1,112 0,943
SS + powtoka aktywna 0,153 0,123 1,810 1,604

0 45.9 91.8 137.7 183.7

229.6

275.5

321.4

367.3 413.2

459.1 505.1 551"

0 596.9

642.8

Ryc. 15. Przyktad pomiaru chropowatosci powierzchni wybranej prébki — tuku z powtoka

aktywna
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5.1.4. Badania wtasciwosci tukéw ortodontycznych- badania elektrochemiczne

Pomiar potencjatu stacjonarnego w funkcji czasu dla obu prébek wykazat finalnie
obnizenie potencjatu w kierunku wartosci ujemnych. Dla prébki tuku w stanie dostarczenia,
Eo = -91 mV vs. NEK, natomiast dla prébek ze zmodyfikowang powierzchnig potencjat
stabilizacji nieznacznie zmalat, tj. dla prébki z powtokg bazowa Eo = -179 mV vs. NEK, a dla

probki z powtokg aktywng Eo = 119 mV (Ryc. 16).

0 CZAS [min]
0 5 10 15 20 25

-150

-200

-250

POTENCJAL STABILIACII EO [mV]

——SS-stabilizacja
-300 BAZOWA-stabilizacja
AKTYWNA-stabilizacja

-350

Ryc. 16. Uzyskane krzywe zaleznosci E(t) podczas pomiaru potencjatu obwodu otwartego

(stacjonarnego; Eq) dla badanych probek w roztworze sztucznej $liny w temperaturze

pokojowej

Poczatkowy przebieg wszystkich uzyskanych krzywych w kierunku dodatnich wartosci,
moze wskazywa¢ na tendencje materiatu do samopasywacji. Co wiecej, najwiekszg
aktywnos¢ powierzchni obserwuje sie w przypadku tukéw ortodontycznych z powtokg
aktywnga. Uzyskany wynik potwierdza fakt, ze powierzchnia tuku nie jest jednorodna, ze
istniejg dodatkowe zwigzki, ktore niejako zaburzajg poczatkowy etap stabilizacji prébki.
Dodatkowo niniejsze testy jednoznacznie wskazujg, ze prébka tuku ortodontycznego z
powtokg aktywng zdecydowanie szybciej osigga petng stabilizacje. Wartos¢ potencjatu Ep jest

wrecz stata w zaleznosci od uptywajgcego czasu. Ustabilizowanie prébki w roztworze
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sztucznej sliny nastepuje po okoto 7h, gdzie w przypadku prébki w stanie dostarczenia oraz
probki z powtokg bazowa czas 24h byt de facto za krotki.

Poprzez kolejny krok badan elektrochemicznych, tj. wyznaczania charakterystycznych
parametréw, korzystajgc z krzywych Tafela, potwierdzono, ze w kazdym przypadku nastgpit
proces pasywacji powierzchni. Swiadczy o tym zaobserwowany obszar plateu dla kazdej
badanej préobki. Zwrécono jednak uwage, ze obszar ten w przypadku prébki z powtoka jest
najkrotszy, co moze Swiadczy¢ o obecnosci niestabilnej powtoki / powierzchni, ktéra —
w poréwnaniu do pozostatych badanych powierzchni — szybciej ulega roztwarzaniu w
srodowisku sztucznej $liny.

Poréwnujgc jedynie uzyskane wartosci kolejnych parametréw, szczegdlnie potencjatu
korozji, nalezy stwierdzi¢, ze modyfikacja powierzchni tukéw ortodontycznych nie zmienia
znaczgco witasciwosci fizykochemicznych materiatu. Mozna wrecz przypuszczaé, ze powtoka
aktywna nieznacznie podwyzsza odpornos¢ korozyjng préobki (wyzsze wartosci Exor).

Szczegbdtowe wyniki podaje tabela 8.
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Tabela 8. Wyniki badan elektrochemicznych

PROBKA WYJSCIOWA I kor E kor EO Rp
[A/cm?] [mV] [mV] [Q*cm?]
prébka 1 2,7-107° | -540 | -75,27 | 3721007
prébka 2 4,5-107% | -520 | -106,72 | 337197
prébka 3 3,4-107® | -521 | -68,80 | 310081
prébka 4 9,7-107° | -539 | -104,93 | 1460269
prébka 5 6,8-107® | -551 | -81,34 | 312168
srednia wartos¢ 3,2-1078 -534 -87,41 | 1228144
+ POWLOKA BAZOWA I kor E kor EO Rp
[A/cm?] [mV] [mV] [Q*cm?]
prébka 1 4,13-107% | -640 | -203 267703
prébka 2 2,87-107° | -610 -154 | 1963060
prébka 3 2,95-1077 | -733 | -321,67 | 48528
prébka 4 4,47-10" | -720 | -192,26 | 337197
prébka 5
$rednia wartosé 9,6:10°% | -610 | -217,71 | 654122
+ POWLOKA AKTYWNA | kor E kor EO Rp
[A/cm?] [mV] [mV] [Q*cm?]
prébka 1 2,5-1078 | -547 -132 519560
prébka 2 3,9-1078 | -517 -107 302168
prébka 3 8,3-107° | -515 -309 124417
prébka 4 8,3-107° | -484 | -252 839069
prébka 5 3,8:1078 | -527 | -149 321081
érednia wartosé 2,4 1078 | -518 -190 421259
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Wyniki (szczegdlnie wartosci Exor) wykazujg, ze:

1) tuki bez powtoki, wykonane ze stali nierdzewnej (austenitycznej) sg z zatozenia
bardzo odporne na dziatanie agresywnego srodowiska. Wida¢ to nie tylko po
potencjale korozyjnym, ale réwniez po wartosciach potencjatu stabilizacji (jest
wysoki, charakterystyczny dla tego typu stali) oraz po wartosci oporu polaryzacji Rp —
ten parametr pokazuje, jak materiat silnie sie broni przed roztworem

2) tuki z powtoka bazowg — w tym wypadku pojawia sie chwilowy spadek odpornosci w
sztucznej $linie. Moze mieé¢ na to wptyw jakis sktadnik w warstwie bazowej, albo
sama powtoka bazowa jest niestabilna / niejednorodna

3) tuki z powtokg aktywng — to taki swoisty ,powrdt” do stanu pierwotnego, co jest
bardzo dobrym wynikiem, poniewaz mimo modyfikacji powierzchni tuku powtoka nie
zmieniamy jego (juz i tak dobrych) wifasciwosci fizykochemicznych. Co wiecej,
minimalny wzrost potencjatu korozyjnego dla tukéw z powtoka aktywng, moze nawet
Swiadczyé o poprawie odpornosci korozyjnej tych produktéw (zapewne z powodu

dodatku srebra, ktéry podnosi odpornos¢ korozyjng materiatow).

5.2. Badania przeprowadzone w Katedrze Mikrobiologii
Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroctawiu.

Wyniki analizy statystycznej

Do weryfikacji postawionych w pracy hipotez wykonano analizy statystyczne przy
uzyciu pakietu Statistica firmy Tibco. Przy jego pomocy wykonano analizy podstawowych
statystyk opisowych wraz z testem Shapiro-Wilka, jednoczynnikowe analizy wariancji oraz

testy t Studenta dla prob niezaleznych. Za poziom istotnosci uznano klasyczny prég a = 0,05.

5.2.1. Podstawowe statystyki opisowe mierzonych zmiennych ilosciowych i ocena
normalnosci rozktadu

W pierwszej kolejnosci policzono podstawowe statystyki opisowe badanych
zmiennych ilosciowych. Przy wykorzystaniu testu Shapiro-Wilka sprawdzono normalnos¢

rozktadu badanych zmiennych. Wykorzystany test jest obecnie uznawany za najlepszy do
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sprawdzenia normalnosci rozktadu zmiennej losowej. Gtdwnym jego atutem jest duza moc,
tzn. dla ustalonego a prawdopodobienstwo odrzucenia hipotezy Ho, jesli jest ona fatszywa,
jest wieksze niz w przypadku innych tego typu testow. Jak mozna zauwazyé w tab. 9 (badania
bez sacharozy) i tab. 10 (badania z sacharozg) dla wiekszosci rozktadéw testowanie nie dato
podstaw do odrzucenia hipotezy zerowej o normalnosci badanego rozktadu empirycznego.
W tej sytuacji spetniony zostat jeden z podstawowych warunkéw da przeprowadzenia
dalszych analiz (testdw) parametrycznych. Szczegétowe wyniki testowania normalnosci wraz

z histogramami dla poszczegdlnych badan zestawiono w Zataczniku 1.
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Tabela 9. Podstawowe statystyki opisowe badanych zmiennych ilosciowych (bez sacharozy)

N M Me SD Sk.  Kurt. Min. Maks. w p
pH

t=24h

A 8 6,07 6,07 0,20 1,36 2,46 5,86 6,49 0,855 0,099
B 10 5,93 5,95 0,13 0,01 -1,96 5,77 6,10 0,872 0,106
C 9 5,76 5,78 0,11 -0,33 -0,72 5,58 5,91 0,959 0,798
t=48h

A 9 5,92 6,00 0,20 -0,89 -0,29 5,54 6,12 0,874 0,139
B 10 5,65 5,68 0,16 -0,37 -1,77 5,44 5,82 0,848 0,056
C 11 5,66 5,67 0,18 0,01 -1,70 5,44 5,90 0,883 0,115
t=96h

A 6 6,24 6,26 0,31 -0,04 -3,22 5,91 6,53 0,753 0,021
B 8 5,94 5,93 0,05 -0,09 -1,37 5,86 6,00 0,947 0,681
C 8 5,99 6,00 0,04 0,15 -0,14 5,94 6,05 0,935 0,567

Posiewy [CFU/ml]

t=24h

A 5 1846000 1300000 1398599,30 1,66 2,73 730000 4200000 0,829 0,138
B 5 1960000 2150000 926957,39 -0,16 -2,76 1000000 3000000 0,868 0,260
C 5 77280000 13400000 98548932,01 0,69 -2,78 1000000 204000000 0,775 0,050
t=48h

A 5 62920000 53000000 39373303,14 0,27 -2,55 19500000 109600000 0,912 0,481
B 5 140500000 153000000 59524154,76  -1,00 1,93 46500000 208500000 0,933 0,622
C 5 230700000 268000000  90126716,35 -0,42 -2,91 126500000 323000000 0,858 0,224
t=96h

A 5 299900000 260000000 149660616,06 -0,08 -1,84 107000000 458000000 0,906 0,450
B 5 143800000 130500000 37946673,11 0,60 -1,71 105000000 195500000 0,923 0,554
C 5 501900000 455000000 199377280,55 -0,34 -1,07 226000000 708500000 0,913 0,486

Adhezja [CFU/ml]
=4h

A 7 188571,43 160000,00 102863,76 1,70 3,49 90000,00 400000,00 0,837 0,093
B 6 423333,33  410000,00 179071,68 0,27 -1,54 220000,00 670000,00 0,943 0,691
C 5 634000,00  610000,00 299299,18 1,31 1,90 360000,00 1120000,00 0,884 0,331

N = liczba pomiaréw; M — $rednia; Me — mediana; SD — odchylenie standardowe; Sk. — skosnos¢; Kurt. — kurtoza; Min i Maks. — najnizsza i

najwyzsza wartos¢ rozktadu; W — wynik testu Shapiro-Wilka; p — istotnos¢; A - powtoka Aktywna (tuki z AgNO3); B - powtoka Bazowa (tuki z

powtoka bazowa); C - stan wyjsciowy (stal SS - tuki bez pokrycia =Czyste); p<0,05 zaznaczono poprzez pogrubienie
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Tabela 10. Podstawowe statystyki opisowe badanych zmiennych ilosciowych (z sacharozg)

N M Me SD Sk. Kurt. Min. Maks. w p
pH

t=24h

A+ 10 4,31 4,27 0,30 -0,38 0,78 3,72 4,75 0,948 0,652
B+ 9 4,32 4,31 0,27 -0,72 1,40 3,77 4,71 0,924 0,429
C+ 9 3,90 3,75 0,24 0,83 -1,72 3,72 4,22 0,679 0,001
t=48h

A+ 9 4,10 4,03 0,16 2,34 5,88 3,98 4,50 0,697 0,001
B+ 10 3,92 3,93 0,10 -1,36 2,57 3,69 4,03 0,886 0,156
C+ 9 3,88 3,96 0,18 -0,60 -1,67 3,64 4,08 0,812 0,029
t=96h

A+ 10 4,22 4,27 0,22 -0,55 -0,37 3,82 4,55 0,941 0,568
B+ 9 3,80 3,78 0,12 1,41 1,88 3,69 4,06 0,858 0,092
C+ 8 3,82 3,87 0,15 -0,26  -1,92 3,64 4,00 0,856 0,111

Posiewy [CFU/mlI]

t=24h

A+ 5 3164000 1700000 3833990,09 2,20 4,87 1100000 10000000 0,625 0,001
B+ 5 5330000 2300000 5046979,29 1,12 -0,38 1550000 13000000 0,813 0,105
C+ 4 14025000 14500000 5142875,33 -0,54 1,55 7300000 19800000 0,959 0,774
t=48h

A+ 4 34662500 24100000 38539879,24 0,97 -0,66 4450000 86000000 0,868 0,291
B+ 5 126720000 148500000 62986244,53 -1,01 1,39 28100000 196000000 0,930 0,597
C+ 4 218750000 214750000 49099389,00 0,48 1,52 163000000 282500000 0,961 0,786
t=96h

A+ 4 2537500 2500000 1776407,89 0,01 -596 1000000 4150000 0,749 0,038
B+ 4 6000000 5500000 2449489,74 0,54 -2,94 4000000 9000000 0,860 0,262
C+ 4 4887500 5275000 1432000,35 -0,91 -1,00 3000000 6000000 0,862 0,268

Adhezja [CFU/m]

T=4h

A+ 4 72500,00 65000,00 46457,87 0,56 -2,48 30000,00 130000,00 0,916 0,519
B+ 4 250000,00 235000,00 167531,09 0,25 -4,06 90000,00  440000,00 0,901 0,437
C+ 4 347500,00 275000,00 162557,68 1,94 3,77 250000,00 590000,00 0,718 0,019

N = liczba pomiaréw; M — $rednia; Me — mediana; SD — odchylenie standardowe; Sk. — sko$nos¢; Kurt. — kurtoza; Min i Maks. — najnizsza i

najwyzsza wartos¢ rozktadu; W — wynik testu Shapiro-Wilka; p — istotnos$¢; A+ - powtoka Aktywna w obcigzeniu sacharoza; B+ - powtoka

Bazowa w obcigzeniu sacharozg; C+ - tuki bez pokrycia w obcigzeniu sacharoza (Czyste); p<0,05 zaznaczono poprzez pogrubienie
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5.2.2. Analiza wptywu powtoki na poziom pH
W kolejnym kroku analizy postanowiono sprawdzié, czy powtoka w sposoéb istotny
wptywa na poziom pH. W celu zweryfikowania jednorodnosci wariancji w badanych grupach

przeprowadzono test Levene’a. Wyniki testu zestawiono w tab. 11.

Tabela 11. Wyniki testu jednorodnosci wariancji Levene’a dla zmiennej zaleznej pH

SS df MS SS df MS

Effect Effect Effect Error Error Error

bez sacharozy

t=24h 0,014 2 0,007 0,174 24 0,007 0,955 0,399
t=48h 0,005 2 0,003 0,196 27 0,007 0,377 0,689
t=96h 0,262 2 0,131 0,011 19 0,001 231,121 0,000

z sacharoza

t=24h 0,004 2 0,00 0,64 25 0,026 0,082 0,922
t=48h 0,034 2 0,017 0,188 25 0,008 2,270 0,124
t=96h 0,034 2 0,017 0,219 24 0,009 1,887 0,173

istotne roéznice dla p<0,05 zaznaczono poprzez pogrubienie

Nastepnie wykonano serie jednoczynnikowych analiz wariancji (ANOVA) w schemacie
miedzygrupowym. W przypadku braku spetnienia zatozenia o jednorodnosci wariancji w
grupach (tylko dla t=96h, bez sacharozy) przeprowadzono testowanie ANOVA 1z

wykorzystaniem poprawki Welch’a. Wyniki analizy zestawiono w tab. 12.
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Tabela 12. Wyniki analizy wariancji jednoczynnikowej (ANOVA) dla zmiennej zaleznej pH

SS df MS SS df MS

Effect Effect Effect Error Error Error

bez sacharozy

t=24h 0,402 2 0,201 0,535 24 0,022 9,010 0,0012
t=48h 0,445 2 0,223 0,880 27 0,033 6,830 0,0040
t=96h 0,350 2 0,175 0,502 9,667 0,026 4,814 0,0354"

z sacharoza

t=24h 1,044 2 0,522 1,844 25 0,074 7,079 0,0037
t=48h 0,243 2 0,122 0,561 25 0,022 5,417 0,0111
t=96h 1,073 2 0,537 0,721 24 0,030 17,865 0,0000

istotne réznice dla p<0,05 zaznaczono poprzez pogrubienie; * - zaznaczono ANOVA z poprawka Welch’a

Jak tatwo zauwazy¢ we wszystkich badanych przypadkach wyniki analizy sktonity nas
do odrzucenia hipotezy zerowej o réwnosci srednich w grupach, czasami na bardzo wysokim
poziomie istotnosci (np., grupy z obcigzeniem sacharozg po 96h). Opisane réznice w grupach
Swiadczg o istotnym wptywie powtoki (lub jej braku) na wartos¢ pH srodowiska imitujgcego
obecnos$é tukéw ortodontycznych w jamie ustnej. W celu dokfadnej analizy i oceny rdznic
miedzy badanymi grupami przeprowadzono testowanie post-hoc z wykorzystaniem testu
Newmana-Keulsa. Test ten nalezy do grupy testéw (jak np. test Duncana) opartych na
studentyzowanym rozstepie. Jest to test o stosunkowo wysokiej czutosci, $rednio
konserwatywny i o stosunkowo duzej mocy (matym btedzie drugiego rodzaju) — Ryc. 17.

[Stanisz, 2007]

TEST TEST TEST TEST TEST TEST
FISHERA DUNCANA NEWMANA BONFERRONIEGO TUKEYA SCHEFFEGO

KEULSA

Ryc. 17. Pordéwnanie testow post-hoc
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Wyniki testow post-hoc dla poszczegdlnych grup doswiadczalnych przedstawiono w
tab. 13 i tab. 14. Jak fatwo zauwazy¢ po 24h wystepujg istotne rdznice w grupie bez
sacharozy i z sacharozg pomiedzy modyfikowanymi tukami (z powtoka aktywng i bazows) a
probg referencyjng (bez powtoki). Po dtuzszym czasie badan (48h i 96h) prébka z powtoka
aktywng wywotuje wyraznie wyzsze pH w $rodowisku, anizeli tuk z powtoka bazowsg i fuk bez
powtoki. Poziom istotnosci odrzucenia hipotezy zerowej jest bardzo wysoki w kazdym ze

wskazanych poréwnan.

Tabela 13. Wyniki testéw post-hoc Newmana-Keulsa dla zmiennej zaleznej pH; proby bez

obcigzenia sacharoza

t=24h
Grupa {1} {2} {3}
A{1} 0,0678 0,0007
B {2} 0,0678 0,0236
C{3) 0,0007 0,0236
t=48h
Grupa {1} {2} {3}
A {1} 0,0067 0,0035
B {2} 0,0067 0,8958
C{3} 0,0035 0,8958
t=96h
Grupa {1} {2} {3}
A{1} 0,0058 0,0084
B {2} 0,0058 0,5474
C{3} 0,0084 0,5474

istotne rdznice dla p<0,05 zaznaczono poprzez pogrubienie;
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obcigzone sacharozg

Tabela 14. Wyniki testéw post-hoc Newmana-Keulsa dla zmiennej zaleznej pH; proby

t=24h
Grupa {1} {2} {3}
A+ {1} 0,9353 0,0035
B+ {2} 0,9353 0,0075
C+ {3} 0,0035 0,0075

t=48h
Grupa {1} {2} {3}
A+ {1} 0,0176 0,0117
B+ {2} 0,0176 0,5602
C+ (3} 0,0117 0,5602

t=96h
Grupa {1} {2} {3}
A+ {1} 0,0002 0,0002
B+ {2} 0,0002 0,7863
C+ {3} 0,0002 0,7863

istotne réznice dla p<0,05 zaznaczono poprzez pogrubienie;

Opisane powyzej rdzinice pomiedzy badanymi grupami (zarowno bez, jak i z

obcigzeniem sacharozg) dobrze ilustrujg wykresy box-plot (Zatgcznik 2).
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pH t=24h

6,1

5,9
58
_
5,6
A B C

Ryc. 18. Srednie wartosci pomiaru pH $rodowiska hodowli po 24 h bez obcigzenia sacharoza.

pH biofilm 24 h

A- powtoka aktywna, B- powtoka bazowa, C- brak powtoki

pH t=48h

5,9
5,8
5,7
H B
5,5
A B C

Ryc. 19. Srednie wartosci pomiaru pH $rodowiska hodowli po 48 h bez obciagzenia sacharoza.

pH biofilm 48 h

A- powtoka aktywna, B- powtoka bazowa, C- brak powtoki

pH t=96h

A B C

Ryc. 20. Srednie wartosci pomiaru pH $rodowiska hodowli po 96 h bez obciagzenia sacharoza.

ph biofilm 96h
A o o0 o
0 W oL, N W

o
~

A- powtoka aktywna, B- powtoka bazowa, C- brak powtoki
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pH t=24h
4,4

4,2

3,8

pH biofilm 24 h
N

3,6

A+ B+ C+
Ryc. 21. Srednie wartoéci pomiaru pH $rodowiska hodowli po 24 h z obcigzeniem sacharoza.
A+- powtoka aktywna w obecnosci sacharozy, B+- powtoka bazowa w obecnosci sacharozy,

C+- brak powtoki w obecnosci sacharozy

pH t=48h
4,2
4,1

3,9
3,8
3,7

pH biofilm 48 h

A+ B+ C+

Ryc. 22. Srednie wartosci pomiaru pH $rodowiska hodowli po 48 h z obcigzeniem sacharoza.
A+- powtoka aktywna w obecnosci sacharozy, B+- powtoka bazowa w obecnosci sacharozy,

C+- brak powtoki w obecnosci sacharozy

pH t=96h
4,4
S 42

3,8

H biofilm 96

S 36
3,4
A+ B+ C+
Ryc. 23. Srednie wartosci pomiaru pH $rodowiska hodowli po 96 h z obcigzeniem sacharoza.

A+- powtoka aktywna w obecnosci sacharozy, B+- powtoka bazowa w obecnosci sacharozy,

C+- brak powtoki w obecnosci sacharozy
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Na zatgczonych wykresach (ryc. 18-23) dobrze widaé, ze w kazdej badanej grupie,
zaréwno z obcigzeniem jak i bez obcigzenia sacharozg, tuki z powtoka aktywng znacznie

podwyzszajg pH w poréwnaniu do tukow bez powtoki.

5.2.3. Analiza wptywu powtoki na tukach ortodontycznych na posiewy bakterii
Streptococcus mutans

W kolejnym kroku analizy zweryfikowano, czy wynik posiewéw jest zalezny od
naniesionej powtoki na powierzchni tukéw ortodontycznych. Na poczatku (podobnie jak
powyzej) sprawdzono jednorodnos$¢ wariancji w badanych grupach. Wyniki zestawiono w

tab. 15.

Tabela 15. Wyniki testu jednorodnosci wariancji Levene’a dla posiewu bakterii

SS df MS SS df MS
Effect Effect Effect Error Error Error ] P
bez sacharozy
t=24h 2,380E+16 2 1,190E+16 2,406E+15 12 2,005E+14 59,352 0,0000
t=48h 5,534E+15 2 2,767E+15 9,498E+15 12 7,915E+14 3,496 0,0636
t=96h 4,128E+16 2 2,064E+16 5,465E+16 12 4,554E+15 4,532 0,0342
z sacharozg
t=24h 4,926E+12 2 2,463E+12 7,189E+13 11 6,536E+12 0,377 0,6945
t=48h 7,378E+14 2 3,689E+14 9,337E+15 10 9,337E+14 0,395 0,6837
t=96h 1,576E+12 2 7,881E+11 3,213E+12 9 3,569E+11 2,208 0,1659

istotne réznice dla p<0,05 zaznaczono poprzez pogrubienie

Wyniki testu Levene’a wskazujg na brak jednorodnosci wariancji w dwéch
przedziatach czasowych (254h i 96h) dla préb bez obcigzenia sacharozg. W przypadku
pozostatych préb homogenicznos$é wariancji zostata potwierdzona, a w przypadku prob z
sacharozg poziom nieodrzucenia hipotezy zerowej (szczegdlnie dla czaséw 24h i 48h) jest
bardzo wysoki.

Po przeprowadzeniu testowania zatozenia o jednorodnosci wariancji wykonano serie
jednoczynnikowych analiz wariancji (ANOVA) w schemacie miedzygrupowym. Dla grup, dla

ktorych zostata negatywnie zweryfikowana homogenicznos¢ wariancji zastosowano
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testowanie ANOVA z poprawka Welch’a. Wyniki analiz zestawiono w tab. 16. Wyniki testéw

z poprawka wyraznie zostaty zaznaczone.

Tabela 16. Wyniki analizy wariancji jednoczynnikowej (ANOVA) dla posiewu bakterii

SS df MS SS df MS

Effect Effect Effect Error Error Error

bez sacharozy

t=24h 1,894E+16 2 9,470E+15 3,886E+16 6,769 3,238E+15 1,341 0,3231
t=48h 7,051E+16 2 3,525E+16 5,286E+16 12 4,405E+15 8,002 0,0062
t=96h 3,223E+17 2 1,612E+17 2,544E+17 5,828 2,120E+16 8,928 0,0168"

z sacharoza

t=24h 2,849E+14 2 1,424E+14 2,400E+14 11 2,182E+13 6,528 0,0135
t=48h 6,778E+16 2 3,389E+16 2,756E+16 10 2,756E+15 12,30 0,0020
t=96h 2,500E+13 2 1,250E+13  3,362E+13 9 3,735E+12 3,346 0,0819

istotne réznice dla p<0,05 zaznaczono poprzez pogrubienie; * - zaznaczono ANOVA z poprawka Welch’a

Wyniki testéw wskazujg na istotnie réznice w badanych dwdch grupach w prébach
bez sacharozy i z sacharoza. Czas 48h uznaje sie, ze jako najbardziej wtasciwy (z punktu
widzenia biologicznego) do oceny odpornosci danego materiatu na wzrost kolonii
bakteryjnych. W obydwu seriach eksperymentalnych po czasie 48h wyniki ANOVA wskazuja
na mozliwos¢ odrzucenia hipotezy o réwnosci srednich w badanych grupach. W przypadku
badan z obcigzeniem sacharozg istotne rdéznice pojawiajg sie niemal w kazdej grupie
czasowej. Co prawda po 96h obliczona wartos¢ statystyki F nie wchodzi do obszaru
krytycznego to jednak obliczony poziom istotnosci jest bardzo bliski wartosci 0,05, a jak
pokazujg bardziej szczegdtowe testy i wykresy badane grupy materiatowe mocno sie miedzy
sobg rdznig. Jedynie w pierwszej z badanych grup dla eksperymentéw bez sacharozy (24h)
wyraznie nie ma podstaw do odrzucenia hipotezy zerowej na rzecz alternatywnej. Wynika to
zapewne z duzego zrdznicowania wartosci w grupie referencyjnej (stad tez wysoki poziom
odrzucenia hipotezy zerowej o rownosci wariancji w grupach dla testu Levene’a — Tab. 7).

Aby zbadac istotne rdznice w parach przeprowadzono testy post-hoc Newmana-
Keulsa (szczegdtowo opisane wczesniej). Zasadnos$é realizacji tego typu testéw warunkuje

odrzucenie hipotezy zerowej w pierwszym kroku ANOVA. Jednak z uwagi na duze rdznice
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miedzy grupami zrealizowano rowniez test post-hoc w trzeciej z badanych grup dla badan z

obcigzeniem sacharozg. Wyniki testéw Newmana-Keulsa zestawiono w tab. 17 i tab. 18.

Tabela 17. Wyniki testow post-hoc Newmana-Keulsa dla posiewu bakterii; préby bez

obcigzenia sacharoza

t=48h
Grupa {1} {2} {3}
A {1} 0,0895 0,0048
B {2} 0,0895 0,0529
C{3) 0,0048 0,0529

t=96h
Grupa {1} {2} {3}
A {1} 0,1159 0,0488
B {2} 0,1159 0,0058
C{3} 0,0488 0,0058

istotne réznice dla p<0,05 zaznaczono poprzez pogrubienie;
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Tabela 18. Wyniki testow post-hoc Newmana-Keulsa dla posiewu bakterii; préby obcigzone

sacharozg

t=24h
Grupa {1} {2} {3}
A+ {1} 0,4960 0,0121
B+ {2} 0,4960 0,0166
C+ {3} 0,0121 0,0166

t=48h
Grupa {1} {2} {3}
A+ {1} 0,0282 0,0013
B+ {2} 0,0282 0,0282
C+ (3} 0,0013 0,0282

t=96h
Grupa {1} {2} {3}
A+ {1} 0,0749 0,1198
B+ {2} 0,0749 0,4368
C+ {3} 0,1198 0,4368

istotne réznice dla p<0,05 zaznaczono poprzez pogrubienie;

Jesli kolonie bakterii po 48h sg wazne dla zréznicowania badanych powierzchni tukéw
ortodontycznych to tatwo zauwazyé, ze dla badan bez sacharozy niemal wszystkie grupy sg
istotnie rézne (wysoki poziom odrzucenia hipotezy zerowej miedzy grupa z powtoka aktywna
i referencyjng; miedzy grupa B i C mamy poziom istotnosci 0,0529, czyli na granicy). Jeszcze
mocniej jest to widoczne dla badan przy obcigzeniu probek sacharozg. Wszystkie
poréwnania miedzygrupowe sg istotnie rézne, a w przypadku poréwnania probki aktywnej i
referencyjnej istotne zréznicowanie potwierdzono na poziomie 0,0013 na korzy$é oczywiscie
tej pierwszej. Z punktu widzenia eksploatacji tukédw ortodontycznych w $rodowisku jamy
ustnej ta witasnie czes¢ badan wydaje sie by¢ najbardziej uzyteczna. Jak wida¢ powtoka

aktywna w sposéb istotny ograniczyta kolonie bakteryjne. Opisane zrdznicowania miedzy
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badanymi prébkami przy podziale na grupy czasowe i obcigzone sacharozg doskonale widac
na wykresach typu box-plot (Zatacznik 3). Dobrze tez wida¢ zréznicowanie (cho¢ nie jest
istotne statystycznie) dla badan z sacharozg po 96h.

W tej grupie badan, z uwagi na niewielkg liczebnos$¢ préb przeprowadzono analize
mocy testow dla wybranych grup. Poziom mocy docelowe] testu (P) przyjeto jako co
najmniej 0,7 (P =1 — f; gdzie f — btad Il rodzaju). Szczegdétowe wyniki obliczen mocy

testow dla wybranych grup badawczych zestawiono w tab. 19.

Tabela 19. Wyniki testéw post-hoc Newmana-Keulsa dla posiewu bakterii; préby obcigzone

sacharozg
Grupa bez sacharozy z sacharoza
Warto$¢ t = 48h t=96h t=24h t = 48h
Liczba grup 3
Wskaznik RMSSE 1,333 1,392 1,230 1,833
Parametr niecentralnosci (Delta) 35,520 38,744 30,242 67,215
Wartos¢ btedu typu | (alfa) 0,05
Moc docelowa 0,7
Wymagana wielkos¢ prébki (N) 0,815 0,848 0,747 0,872
Rzeczywista moc dla
4 4 4 3
wymaganego N
Wyliczone wymagane liczebnosci prob oraz moc rzeczywista wskazujg, ze

wykorzystane do analiz wartosci posiewdw mogg byé podstawg do rzetelnych i
wiarygodnych dociekan statystycznych. W Zatgczniku 4 umieszczono wykresy mocy testow w
funkcji liczebnosci préby oraz w funkcji btedu | rodzaju. Kolejnos¢ wykreséw odpowiada
kolejnosci préb w tab. 18.

Ponizej

wykresy przedstawiajgce $rednie wartosci powstajgcego biofilmu w

okreslonym czasie (ryc. 24-29).
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Biofilm po 24 h
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Ryc. 24. Biofilm oznaczony po 24 godz. metodq ilosciowego posiewu bez obcigzenia

sacharozg. A- powtoka aktywna, B- powtoka bazowa, C- brak powtoki

Biofilm po 48 h
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Ryc. 25. Biofilm oznaczony po 48 godz. metodg iloSciowego posiewu bez obcigzenia

sacharoza. A- powtoka aktywna, B- powtoka bazowa, C- brak powtoki

Biofilm po 96 h
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Ryc. 26. Biofilm oznaczony po 96 godz. metodg iloSciowego posiewu bez obcigzenia

CFU/ml

sacharozg. A- powtfoka aktywna, B- powtoka bazowa, C- brak powtoki

66



Biofilm po 24 h
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Ryc. 27. Biofilm oznaczony po 24 godz. metodg ilosciowego posiewu z obcigzeniem

sacharoza. A+ - powtoka aktywna w obecnosci sacharozy, B+ - powtoka bazowa w obecnosci

sacharozy, C+ - brak powtoki w obecnosci sacharozy

Biofilm po 48h
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Ryc. 28. Biofilm oznaczony po 48 godz. metodg ilosciowego posiewu z obcigzeniem

sacharoza. A+ - powtoka aktywna w obecnosci sacharozy, B+ - powtoka bazowa w obecnosci

sacharozy, C+ - brak powtoki w obecnosci sacharozy

Biofilm po 96 h
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Ryc. 29. Biofilm oznaczony po 96 godz. metodg ilosciowego posiewu z obcigzeniem

sacharoza. A+ - powtoka aktywna w obecnosci sacharozy, B+ - powtoka bazowa w obecnosci

sacharozy, C+ - brak powtoki w obecnosci sacharozy
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Jak wida¢ na powyzszych wykresach, powtoka aktywna w sposdb istotny ograniczyta

ilos¢ kolonii bakteryjnych.

5.2.4. Analiza i ocena adhezji bakterii Streptococcus mutans do badanej powierzchni

w zaleznosci od wykorzystanej powtoki

Waznym parametrem z punktu widzenia obecnosci fukéw ortodontycznych w jamie
ustnej jest ich poziom adhezji. Poziom ten badano po 4h prowadzenia eksperymentu.
Podstawowe miary statystyczne dla tego typu badan umieszczono w tab. 9 i 10. W celu
okreslenia mozliwosci wykorzystania analizy wariancji w pierwszym kroku zweryfikowano
zatozenie o réwnosci wariancji w grupach. Podobnie jak poprzednio przeprowadzono
testowanie z wykorzystaniem testu Levene’a. Wyniki tego testu dla badanych grup

przedstawiono w tab. 20.

Tabela 20. Wyniki testu jednorodnosci wariancji Levene’a dla oceny adhezji powierzchni

SS df MS ) df MS
Effect Effect Effect Error Error Error ] P
bez sacharozy
t=4h 5,435E+10 2 2,718E+10 2,151E+11 15 1,434E+10 1,896 0,1845
z sacharoza
t=4h 2,383E+10 2 1,191E+10 2,712E+10 9 3,013E+09 3,954 0,0586

istotne réznice dla p<0,05 zaznaczono poprzez pogrubienie

Wyniki testdw wskazujg na brak mozliwosci odrzucenia hipotezy zerowej o
homogenicznosci wariancji w badanych grupach. Widaé jednak, ze w przypadku badan z
sacharozg poziom istotnosci jest bliski przyjetemu poziomowi granicznemu wskazujgcemu na
poczagtek obszaru krytycznego.

W dalszej czesci analiz przeprowadzono serie jednoczynnikowych analiz wariancji
(ANOVA) w schemacie miedzygrupowym. Wpierw wzieto pod uwage wariant bez obcigzenia
sacharozg, a nastepnie analizie poddano wyniki eksperymentu z wykorzystaniem sacharozy.

Wyniki analizy wariancji zestawiono w tab. 21.

68



Tabela 21. Wyniki analizy wariancji jednoczynnikowej (ANOVA) dla oceny adhezji

powierzchni
SS df MS SS df MS
F p
Effect Effect Effect Error Error Error

bez sacharozy

t=4h 5,884E+11 2 2,942E+11 5,821E+11 15 3,881E+10 7,580 0,0053

z sacharoza

t=4h 1,555E+11 2 7,776E+10 1,700E+11 9 1,888E+10 4,118 0,0537

istotne réznice dla p<0,05 zaznaczono poprzez pogrubienie;

Nie ma watpliwosci jesli chodzi o odrzucenie hipotezy zerowej (o braku réwnosci
$rednich w badanych grupach) dla eksperymentu bez sacharozy. Wskazuje na to wysoki
poziom istotnosci (o rzad dalej niz poziom progowy). W przypadku eksperymentu z
wykorzystaniem sacharozy juz takiej sytuacji nie mamy. Warto jednak zauwazyé, ze
podobnie jak w poprzednim rozdziale (odnos$nie posiewu) poziom istotnosci jest bliski
przyjetemu poziomowi granicznemu. Moglibysmy w takim przypadku odrzuci¢ hipoteze
zerowa na poziomie istotnosci 0,0537, dla ktérego obszar krytyczny bytby nieco przesuniety
w lewg strone. W takim przypadku warto przeanalizowaé poréwnania wielokrotne (parami) i
warto przyjrze¢ sie bardziej szczegétowo wykresom. Wyniki testow post-hoc Newmana-

Keulsa przedstawiono w tab. 22.
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Tabela 22. Wyniki testow post-hoc Newmana-Keulsa dla posiewu bakterii; préby bez

obcigzenia sacharozg

bez sacharozy, t = 4h
Grupa {1} {2} {3}
A {1} 0,0590 0,0041
B {2} 0,0590 0,0866
C{3} 0,0041 0,0866
z sacharoza, t = 4h
Grupa {1} {2} {3}
A+ {1} 0,1012 0,0472
B+ {2} 0,1012 0,3420
C+ {3} 0,0472 0,3420

istotne réznice dla p<0,05 zaznaczono poprzez pogrubienie;

W przypadku eksperymentu bez sacharozy widaé¢ mocng istotnos¢ réznicy srednich w
grupach A oraz C (poziom istotnosci znacznie odlegly od poziomu progowego) na korzysé
grupy z powtfokg aktywng. Rowniez warto zauwazy¢, ze rdznice pomiedzy pozostatymi
grupami w tym eksperymencie sg znaczne, cho¢ nie sg istotne.

Dla eksperymentdéw z sacharozg widaé istotng réznice miedzy grupami A oraz C, cho¢
jak pamietamy takich rdéznic nie zaobserwowano w tescie ANOVA. Dyskusja nad istotnoscia
réznic w tym przypadku bytaby za daleko idgca (test Newmana-Keulsa jest po prostu bardziej
czuty) jednak ta wartosc¢ sktania do stwierdzenia, ze w przypadku wskazanych grup mamy do
czynienia ze znacznymi zréznicowaniami wartosci adhezji, przy czym nizszg wartos¢ tego
parametru odnotowano dla prébek z powtoka aktywng. Te rdéznice dobrze sg widoczne na
wykresach box-plot (Zatacznik 5). Dosy¢ interesujgce jest rowniez zestawienie wynikow
obydwu eksperymentdw (z sacharozg i bez) na wspdlnym wykresie box-plot (Ryc. 30). Widac
wyraznie, ze obcigzenie sacharozg wyraznie wptywa na obnizenie adhezji. W kazdym z
badanych przypadkéw prébki z naniesiong powtoka aktywng (A) wykazujg znacznie nizszg

adhezje, anizeli probki referencyjne (bez jakiejkolwiek powtoki). Ponadto prébki z powtokg
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aktywng pozwolity na uzyskanie wynikow ze znacznie mniejszym zréznicowaniem w

pordwnaniu z pozostatymi grupami.
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Ryc. 30. Wyniki badania adhezji powierzchni tukéw ortodontycznych w warunkach

zrdznicowania powtok dla eksperymentdw bez obcigzenia sacharozg i z obcigzeniem.

Ponizej wykresy (ryc. 31 i 32) przedstawiajace Srednie wartosci adhezji S. mutans do

badanych powtok po 4 h bez i z obcigzeniem sacharozg.
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Ryc. 31. Czterogodzinna adhezja S. mutans do badanych powtok fukéw ortodontycznych bez

CFU/ml

obcigzenia sacharozgy. A- powtoka aktywna, B- powtoka bazowa, C- brak powtoki
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Adhezja po 4 h
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Ryc. 32. Czterogodzinna adhezja S. mutans do badanych powtok tukéw ortodontycznych z
obcigzeniem sacharozg. A+ - powtoka aktywna w obecnosci sacharozy, B+ - powtoka bazowa

w obecnosci sacharozy, C+ - brak powtoki w obecnosci sacharozy

Jak juz wyzej wspomniano, prébki z naniesiong powtfokg aktywng (A) wykazuja
znacznie nizszg adhezje, anizeli probki referencyjne (bez jakiejkolwiek powtoki).
Jednoczesnie, na zatgczonym nizej obrazie mikroskopowym, widac¢ ze biofilm na powtoce A
wykazuje fragmentacje i sktonno$¢ do odrywania sie natomiast biofilm na ‘czystym’ tuku C
tworzy tréjwymiarowe skupiska miedzy warstwa nieskupionych przylegajacych bakterii (Ryc.
33,34,35). Sugeruje to tatwo$¢ odrywania sie biofilmu od fuku z powilokg A w

przeciwienstwie do zwartego biofilmu z czystego tuku.
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BEZ SACHAROZY Z SACHAROZA
]

i§¢

48 godz. 24 godz. 4 godz.

96 godz.

Ryc. 33. Powtoka A ,,aktywna”. Mikroskop fluorescencyjny Olympus BX51.

BEZ SACHAROZY Z SACHAROZA

Ryc. 34. Powtoka B ,,bazowa”. Mikroskop fluorescencyjny Olympus BX51



BEZ SACHAROZY Z SACHAROZA

a

Ryc. 35. Powierzchnia C ,czysta”. Mikroskop fluorescencyjny Olympus BX51
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6. OMOWIENIE WYNIKOW | DYSKUSJA

Préchnica zebow i choroby przyzebia — jedne z najbardziej rozpowszechnionych
choréb dotykajgcych ludzkos¢ - wigzg sie z przyleganiem bakterii i rozwojem biofilmu
zaréwno na naturalnej, jak i odbudowywanej powierzchni zeba. W tym kontekscie biofilm
sklasyfikowany jest jako skupisko mikroorganizmoéw, w ktérym komorki przylegaja do siebie i
do atakowanej powierzchni. [P. Marsh & Martin, 2009] Zmiany o charakterze biatych plam
prochnicowych, demineralizacja szkliwa wokot aparatéw ortodontycznych, préchnica zebdéw
czy rozwoj chordb przyzebia sg czestym, zauwazalnym w codziennej pracy, efektem
ubocznym leczenia ortodontycznego aparatami statymi, co sktonito autorke do szukania
rozwigzania majgcego na celu zminimalizowanie tychze efektow.

Prochnica zebdw jest destrukcyjnym stanem twardych tkanek zeba, ktéry moze
prowadzi¢ do zapalenia i obumierania miazgi, a nieleczona moze doprowadzi¢ do
rozprzestrzenienia sie infekcji na powierzchnie okotowierzchotkowa zeba i dalej. W procesie
chorobowym biorg udziat bakterie kwasotwodrcze ptytki nazebnej, w tym Streptococcus
mutans, Streptococcus sobrinus i Lactobacillus spp. [Hardie, 1992] Choroby przyzebia mogg
dotyczy¢ zaréwno tkanek miekkich, jak i twardych. Inicjowane sg przez sktadniki biofilmu
ptytki nazebnej, ktére rozwijajg sie na twardej powierzchni korzenia przylegajacej do tkanek
miekkich podtrzymujgcych ozebng. Choroba przyzebia moze ograniczaé sie do dzigset
(gingivitis) lub obejmowac gtebiej potozone struktury podporowe ze zniszczeniem wiezadet
przyzebia i kosci wyrostka zebodotowego, ktére stanowig podpore dla zebdow (periodontitis).
Taka utrata przyczepu, z towarzyszacym jej tworzeniem kieszonek przyzebnych, moze
ostatecznie doprowadzi¢ do rozchwiania i utraty dotknietych choroba zebéw. Srodowisko
jamy ustnej stwarza idealne warunki do kolonizacji drobnoustrojéw a co za tym idzie
predysponuje do rozwiniecia sie prdchnicy czy choréb przyzebia. Poszczegdlne elementy

statego aparatu ortodontycznego tworzg doskonatg przestrzen dla akumulacji resztek
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pokarmowych oraz znaczgco wptywajg na wzrost plytki bakteryjnej przy ich nieregularnej
powierzchni. Sposréd réznych elementéw statych aparatéw ortodontycznych tuki moga
odgrywaé istotng role w zainicjowaniu demineralizacji szkliwa. Obszary kontaktu pomiedzy
tukiem a zamkami stanowig wyjgtkowe Srodowisko, ktére utrudnia prawidtowy dostep do
powierzchni zebdw w celu ich oczyszczenia. Wsréd wielu materiatow uzywanych w
stomatologii stal nierdzewna jest najczesciej uzywana do budowy elementéw aparatéw
ortodontycznych. W badaniu przeprowadzonym przez Eliadesa i wsp. zaobserwowano
jednak, ze stal nierdzewna ma najwyzsze krytyczne napiecie powierzchniowe oraz energie i
mozna oczekiwac, ze bedzie miata wyzszg zdolnos¢ zatrzymywania ptytki nazebnej. [Eliades
et al., 1995] Ponadto stwierdzono, ze stal nierdzewna wywotuje specyficzne zmiany w
Srodowisku jamy ustnej takie jak obnizenie pH, zwiekszong akumulacje ptytki nazebnej
[Balenseifen & Madonia, 1970; Chatterjee & Kleinberg, 1979; Menzaghi et al., 1991] oraz
zwiekszong kolonizacje bakterii Streptococcus mutans i Lactobacillus acidophilus. [Mattingly
et al., 1983; Scheie et al., 1984; Rosenbloom & Tinanoff, 1991; Ahn et al., 2007]

Sposréd wielu patogennych drobnoustrojéow, ktdre gromadzg sie i kolonizujg w
postaci ptytki nazebnej pateczki kwasu mlekowego nie odgrywajg gtdéwnej roli w inicjacji, ale
sg istotne w progresji zmian. Bakterie Streptoccocus mutans odpowiedzialne sg wiec za
inicjacje préchnicy, natomiast dalszy jej rozwdj przypisuje sie bakteriom z rodzaju
Lactobacillus. Przy ustalonym niskim pH wzrasta liczba bakterii Lactobacillus, a maleje liczba
S. mutans co przyczynia sie do demineralizacji powierzchni zebéw po powstaniu zmian.
Zapobieganie tym zmianom jest waznym zagadnieniem dla ortodonty, poniewaz sg one
nieestetyczne, potencjalnie nieodwracalne i stanowig stadium poczatkowe préchnicy.

Intensyfikacja akumulacji ptytki nazebnej i obszaréw retencyjnych naraza pacjenta na
zwiekszone ryzyko demineralizacji szkliwa w sgsiedztwie aparatu oraz nasila skutki
istniejgcych wczesniej, poczatkowych zmian prochnicowych. Demineralizacja szkliwa i
choroby przyzebia po statym leczeniu ortodontycznym mogg dotyczyé nawet 50%
pacjentéw. [Mizrahi, 1982; Artun & Brobakken, 1986; Mhaske et al., 2015] Marcusson i wsp.
stwierdzili wzrost liczby biatych zmian z 7,2% przed leczeniem do od 24% do 40,5% po
leczeniu w zaleznosci od rodzaju zastosowanego srodka wigzgcego. [Marcusson et al., 1997]
Niepokoi¢ moze fakt, ze wystepowanie biatych plam zmian wokét zamkdéw ortodontycznych
wykazano juz w ciggu 1 miesigca od rozpoczecia leczenia. [Gorelick et al., 1982; Artun &

Brobakken, 1986]
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Obiecujgcg strategia w ograniczaniu adhezji bakterii do biomateriatow jest
zastosowanie powtok wykazujgcych wtasciwosci bakteriostatyczne/bakteriobdjcze. Wraz z
pojawieniem sie antybiotykoopornych szczepéw bakterii niektére metale, szczegélnie w
postaci nanoczastek, zyskaty na uwadze. Nanoczgstki to nierozpuszczalne czasteczki o
rozmiarach mniejszych niz 100 nm. Bakterie s3 mniej podatne na rozwdj opornosci na
nanoczgstki metali w poréwnaniu z konwencjonalnymi antybiotykami. Nanoczgstki mogg by¢
stosowane zarowno w pofaczeniu z materiatami stomatologicznymi, jak i poprzez pokrycie
ich powierzchni co ma na celu zmniejszenie adhezji drobnoustrojéw i zapobieganie
prochnicy. Sposréd réznych metali szlachetnych srebro od wiekdw znane jest ze swojej
aktywnosci antybakteryjnej wobec bakterii Gram-dodatnich (w tym takie wobec
kariogennego Streptococcus mutans) i Gram-ujemnych, grzybow, pierwotniakéw i niektérych
wiruséw, w tym szczepow odpornych na antybiotyki. [Hernandez-Sierra et al., 2008] Ze
wzgledu na te wtasciwosci srebro jest szeroko stosowane w leczeniu miejsc poparzonych, w
urzgdzeniach medycznych, tkaninach oraz jako srodek do oczyszczania wody. Stosowane jest
ono w licznych materiatach do wypetniania ubytkéw préchnicowych, a takze w celu
impregnacji préchnicowo zmienionych tkanek zeba u dzieci (10-25% azotan srebra). Ahn i
wsp. badali efekt dodawania réznych stezen nanoczgstek srebra do eksperymentalnego kleju
kompozytowego zawierajgcego nanonapetfniacze krzemionkowe. Na podstawie tych badan
stwierdzono, ze dodatek nanoczastek srebra znaczaco zmniejszyt adhezje paciorkowcow
kariogennych do kleju ortodontycznego w pordwnaniu z klejami konwencjonalnymi bez
pogorszenia ich wtasciwosci fizycznych. [Ahn et al., 2009]

W wielu badaniach wykazano wptyw nanoczgstek srebra na zahamowanie rozwoju
mikroorganizmow. [Yamamoto et al., 1996; Borzabadi-Farahani et al., 2014] Niewiele jest
jednak badan, w ktérych powierzchnie tukéw ortodontycznych modyfikowane sg srebrem i
badane pod katem ich wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowych.

Gtéwnym celem przeprowadzonych badad byla ocena czy pokrycie
konwencjonalnych stalowych tukéw ortodontycznych powtokami z nanoczastkami srebra
wptynie korzystnie na zmniejszenie na ich powierzchni rozwoju bakterii Streptococcus
mutans. Do przeprowadzenia badan wykorzystano 3 rodzaje tukéw: tuki ze stali nierdzewnej
(SS) bez powtoki (grupa kontrolna), tuki ze stali nierdzewnej (SS) o zmodyfikowanej
powierzchni- pokryte cienkg warstwg TiO2 (grupa eksperymentalna; powtoka , bazowa”), tuki

ze stali nierdzewnej (SS) o zmodyfikowanej powierzchni- pokryte cienkg warstwg TiO2:Ag
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(grupa eksperymentalna; powtoka ,aktywna”). Metodologia badan byta wieloczynnikowa,
wyrdzniajaca sie na tle innych publikacji. Przed gtéwnymi badaniami mikrobiologicznym,
ktére w ocenie autorki byly najwazniejsze, wykonano szereg badan sprawdzajgcy badany
materiat oraz wptyw badanych powtok na wtasciwosci mechaniczne i fizykochemiczne tukéw.
W celu zapoznania sie z materiatem dostarczonym wykonano: analize sktadu chemicznego,
obserwacje mikroskopowe powierzchni materiatu oraz analize stopnia zanieczyszczenia
materiatu w stanie dostarczenia (ilos¢ i rodzaj wtrgcen niemetalicznych). Przeprowadzono
takze badania mechaniczne, ktére obejmowaty pomiar twardosci, chropowatosci i topografie
powierzchni oraz badania fizykochemiczne czyli badania elektrochemiczne (korozyjne,
przyspieszone) tukéw z grupy kontrolnej. Nastepnie, po wytworzeniu powitoki o
potencjalnym dziataniu przeciwdrobnoustrojowym, wykonano pomiar chropowatosci i
topografie powierzchni oraz badania elektrochemiczne tukéw z powtoka bazowa i aktywna.
Modyfikacje powierzchni tukéw ortodontycznych ze stali nierdzewnej przeprowadzono
metoda zol-zel cienkowarstwowego powlekania zanurzeniowego (sol- gel thin film dip-
coating method). W badaniu zostaty sprawdzone rézne kombinacje pokrycia zol-zelem gdzie
zmiennymi parametrami byt czas i szybko$¢ wynurzenia materiatu z zol-zelu oraz czas i
temperatura wygrzewania prébki. Dodatkowa badang zmienng byta liczba naktadanych
warstw. W celu potwierdzenia badz wykluczenia przeciwdrobnoustrojowego dziatania
powtoki aktywnej przeprowadzono serie szczegdétowych badann mikrobiologicznych takich
jak: zdolnos¢ S. mutans do adhezji i kolonizacji badanych powtok, zdolnos¢ S. mutans do
tworzenia biofilmu na badanych powtokach oraz obserwacje zmian pH sztucznej Sliny w
przypadku tworzenia biofilmu S. mutans na poszczegblnych powitokach. Badania
przeprowadzone byty w srodowisku sztucznej $liny, z i bez obcigzenia sacharozg co wyrdznia
badania wtasne od wiekszosci dostepnych publikacji. [Cao et al., 2016; Amini et al., 2017;
Ghasemi et al., 2017; Metin-Girsoy et al.,, 2017; Gongalves et al., 2020; Mollabashi et al.,
2020]

Prochnica zebdow jest chorobg wieloczynnikows, a jej rozwdéj wigze sie z obecnoscia
drobnoustrojow kariogennych takich jak S. mutans i pateczki mlekowe oraz wysokim
spozyciem weglowodandéw. [van Houte, 1994; Bowen, 2002] Sposréd weglowodandw
sacharoza jest uwazana za najbardziej kariogenng, a ceche te przypisuje sie czesciowo jej roli
jako substratu do syntezy zewnatrzkomodrkowych polisacharyddéw. [Rélla et al.,, 1985]

Obecnos¢ zewnatrzkomorkowych polisacharydéw zwieksza porowatos¢ biofilmu nazebnego
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i utrzymuje niskg wartos¢ pH spowodowang przez kwasy organiczne pochodzgce z
metabolizmu bakterii. [Zero et al.,, 1986] Tak wiec wysoka czestotliwos¢ spozywania
sacharozy lub ekspozycja na nig prowadzi do powtarzajgcych sie cykli obnizania pH ptytki
nazebnej, co powoduje wzbogacanie sie gatunkdow kwasotwérczych takich jak S. mutans i
bakterie z rodzaju Lactobacillus. Ponadto, wysoka czestotliwos¢ ekspozycji na sacharoze
moze modyfikowac¢ witasciwosci biochemiczne ptytki nazebnej, ktéra prezentuje woéwczas
wysokie stezenie nierozpuszczalnych polisacharydéw i niskie stezenie wapnia,
nieorganicznego fosforu (Pi) i fluorkéw. [Cury et al., 1997; Aires et al., 2006] Z tego wzgledu
przeprowadzanie badan na tukach ortodontycznych, nawet w srodowisku sztucznej $liny,
natomiast bez dodatku sacharozy, jest w ocenie autorki mato wiarygodne. Dlatego tez, co
znaczaco wyrdznia badania wifasne od innych dostepnych publikacji, to szczegétowe
sprawdzenie zachowania bakterii (zaréwno adhezji do fukéw, tworzenia biofilmu jak i zmian
pH) w obecnosci czynnika kariogennego.

W badaniach prowadzonych na przestrzeni ostatnich kilkunastu lat mdéwigcych o
antybakteryjnym dziataniu powtok zauwazy¢ mozna spore rozbieznosci. Dotyczg one
gtownie: wykorzystanego elementu aparatu ortodontycznego oraz materiatu z jakiego jest
wyprodukowany (badane byty zaréwno tuki ortodontyczne - stalowe badz niklowo-tytanowe
- jak i zamki ortodontyczne), a takze sposobu nanoszenia powtok (wykorzystywano metode
zol-zel cienkowarstwowego powlekania zanurzeniowego: sol- gel thin film dip-coating
method, odparowania jako metody osadzania cienkowarstwowego: thermal vacuum
evaporation, fizycznego osadzania powtoki z fazy gazowej: physical vapor deposition- PVD
czy metody hydrotermalnej: hydrothermal synthesis. Réznice w dostepnych publikacjach
dotyczyly takze uzytej aktywnej nanoczatki: badane byty nanoczastki srebra jak réwniez
pokrycia srebrowo-tytanowe czy tez pokrycia TiO,. Sprawdzano takze reakcje na dane
powtoki réznych szczepdw bakterii: gtdwnie S. mutans ale takze Lactobacillus acidophilus,
Aggregatibacter actinomycetemcomitans czy Staphylococcus aureus.

Podobnie jak w niniejszej pracy powleczone tuki ortodontyczne analizowano pod
wzgledem wiasciwosci fizykochemicznych za pomocga skaningowej mikroskopii elektronowej
(SEM) oraz dyfrakcji rentgenowskiej (XRD). [Cao et al., 2016; Ghasemi et al., 2017; Gongalves
et al.,, 2020; Mollabashi et al.,, 2020] Do naniesienia powtok stosowano rdézne metody:
odparowania jako metody osadzania cienkowarstwowego - thermal vacuum evaporation

[Mhaske et al., 2015], fizycznego osadzania powtoki z fazy gazowej - physical vapor
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deposition PVD [Amini et al.,, 2017; Ghasemi et al., 2017; Mollabashi et al., 2020], metody
hydrotermalnej - hydrothermal synthesis [Gongalves et al., 2020], czy tak jak w przypadku
pracy autorki - metody zol-zel cienkowarstwowego powlekania zanurzeniowego - sol- gel
thin film dip-coating method [Chun et al., 2007; Cao et al., 2016]. Elementem rdznicujgcym
badania wtasne na tle innych dostepnych publikacji jest porownanie wartosci chropowatosci
tukéw bez powtoki oraz tukéw z powtokami a takze przeprowadzone na tukach bez powtoki i
z powloka badania elektrochemiczne majgce na celu zbadanie wptywu powtok na
wtasciwosci mechaniczne i fizykochemiczne tukdw.

Przedstawiona w badaniach metoda pozwolita na uzyskanie szczelnej i jednorodnej
powtoki aktywnej TiO2:Ag, ktéra symetrycznie pokryta cata powierzchnie badanych tukéw
ortodontycznych. Analiza EDS wykazata obecnos¢ agregatow Ag w strukturze warstwy
pokrywajgcej. Rentgenowskie badania dyfrakcyjne (XRD) rdéwniez wykazaty obecnosc
atoméw Ag w badanej prébce. Powtoka nie zmienita wtasciwosci mechanicznych ani
fizykochemicznych tukdéw. Zmieniata jedynie ich kolor.

Tworzenie biofilméw bakteryjnych na powierzchniach abiotycznych jest procesem,
ktory zalezy zaréwno od wtasciwosci powierzchni (np. porowatosci, chropowatosci, zdolnosci
adsorpcji wody etc ), jak i wtasciwosci komérek bakteryjnych. Pierwszym etapem tworzenia
biofilmu jest adhezja. Dlatego tez w pierwszym etapie badarn mikrobiologicznych oceniano
zdolnos¢ S. mutans do adhezji i kolonizacji badanych powtok. Badania przeprowadzono w
sztucznej $linie w obecnosci 3% sacharozy lub bez dodatku cukru. Zdolnos¢ adhezji S. mutans
do badanych lukéw ortodontycznych oceniano po 4 godz. inkubacji w 37°C, w warunkach
mikroaerofilnych (tj. atmosferze wzbogaconej 5-10% COz), a wyniki oceny adhezji bakterii do
poszczegblnych powtok przedstawiono ilosciowo i wyrazono jako CFU/ml. Poréwnujac
wyniki otrzymane dla naszej powtoki A ,aktywnej” (TiO2:Ag) w stosunku do powtoki C
»czystej” (bez powioki) zaobserwowano, ze zarowno w przypadku eksperymentu bez
sacharozy, jak i z jej dodatkiem, widaé mocng istotno$é rdznicy Srednich w grupach A oraz C
na korzys$é grupy z powtokg aktywng (p= 0,0041 bez dodatku sacharozy; p= 0,0472 z
sacharozg). W kazdym z badanych przypadkéw probki z naniesiong powtoky aktywng (A)
wykazujg znacznie nizszg adhezje anizeli probki referencyjne (bez jakiejkolwiek powtoki).
Ponadto prébki z powtoka aktywng pozwolity na uzyskanie wynikdw ze znacznie mniejszym
zréznicowaniem w poréwnaniu z probkami bez powtoki. Oczywiste jest to, ze po pewnym

czasie biofilm zaczyna sie tworzyé, natomiast przywiera go znacznie mniej do tukéw z
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powtokg aktywng niz do tukéw bez powtoki. Jednoczesnie na obrazie mikroskopowym, widac
ze biofilm na powtoce A wykazuje fragmentacje i sktonnos¢ do odrywania sie, natomiast
biofilm na ‘czystym’ fuku C tworzy tréjwymiarowe skupiska miedzy warstwga nieskupionych
przylegajgcych bakterii. Sugeruje to fatwos¢ odrywania sie biofilmu od tuku z powtokg A w
przeciwienstwie do zwartego biofilmu z czystego tuku. Mozna zatem stwierdzi¢, ze powtoka
A bedzie promowac obnizanie adhezji to tukdw ortodontycznych, a tym samym obnizac
ryzyko powstania ubytkéw prochnicowych nawet u pacjentdow nieprzestrzegajgcych higieny,
natomiast znacznie lepiej sprawdzi sie u oséb, ktére starannie szczotkujg zeby z tatwoscig
»wyptukujac” powstaty, ,luzny” biofilm. Pokarmy oraz napoje zawierajgce w swoim sktadzie
duze ilosci cukru przyczyniajg sie do obnizenia pH w ptytce nazebnej. Bakterie metabolizujgc
weglowodany do kwaséw powodujg obnizenie pH do wartosci krytycznej wynoszacej 5,0.
Jezeli nie zadziata system buforowy sliny przywracajgc pH do poziomu neutralnego 6,5 —-7,0 i
nie nastgpi eliminacja kwaséw moze dojs¢ do zainicjowania demineralizacji szkliwa. Z tego
powodu kolejnym badanym aspektem byto zaobserwowanie zmian pH sztucznej sliny w
momencie tworzenia biofilmu S. mutans na poszczegdlnych powtokach po 24, 48 i 96h z i
bez obcigzenia sacharoza. Zaobserwowano, ze po 24h wystepujg istotne rdznice w grupie
bez sacharozy i z sacharozg pomiedzy modyfikowanymi fukami, a préba referencyjng (bez
powtoki). Po dtuiszym czasie badan (48h i 96h) prdobka z powtoky aktywng wywotuje
wyraznie wyzsze pH w srodowisku anizeli fuk bez powtoki. Podsumowujac, w kazdej badane;j
grupie - zaréwno z obcigzeniem jak i bez obcigzenia sacharozg - tuki z powtoka aktywna
znacznie podwyzszajg pH w poréwnaniu do tukéw bez powtoki.

Biofilm jest wysoce wyspecjalizowang, jedno- lub wielogatunkowg forma Zzycia
bakterii trwale umiejscowiong na podfozu oraz otoczong warstwg zewngtrzkomérkowych
polisacharydéw. Zdolnos¢ S. mutans do tworzenia biofilmu na badanych powtokach
oceniano w sztucznej $linie w obecnosci 3% sacharozy lub bez sacharozy (podobnie jak
adhezje). Wyniki oceniano po 24, 48 i 96 godz. inkubacji w 37°C, w warunkach
mikroaerofilnych (atmosferze wzbogaconej 5-10% CO;). Podczas inkubacji codziennie
zmieniano podtoze hodowlane aby zneutralizowaé wptyw jego zakwaszenia na rozwdj
biofilmu. Wyroste kolonie S. mutans liczono, a otrzymany wynik wyrazano w jednostkach
CFU/ml. Wyniki pokazujg, ze na tukach w powtoka aktywng prawie w kazdym wariancie
osadzato sie najmniej bakterii. Specjalisci z obszaru mikrobiologii wskazujg na czas 48h jako

ten najbardziej wtasciwy (z punktu widzenia biologicznego) do oceny odpornosci danego
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materiatu na wzrost kolonii bakteryjnych. Jesli kolonie bakterii po 48h sg waine dla
zréznicowania badanych powierzchni tukéw ortodontycznych to tatwo zauwazy¢, ze dla
badan bez sacharozy niemal wszystkie grupy sg istotnie rézne (wysoki poziom odrzucenia
hipotezy zerowej miedzy grupa z powtokg aktywng i referencyjng; miedzy grupg B i C mamy
poziom istotnosci 0,0529, czyli na granicy). Jeszcze mocniej jest to widoczne dla badan przy
obcigzeniu prébek sacharozg. Wszystkie poréwnania miedzygrupowe sg istotnie rézne, a w
przypadku porédwnania probki aktywnej i referencyjnej istotne zréznicowanie potwierdzono
na poziomie 0,0013 na korzy$¢ oczywiscie tej pierwszej. Z punktu widzenia eksploatacji
tukow ortodontycznych w $rodowisku jamy ustnej ta wtasnie cze$¢ badan wydaje sie byé
najbardziej uzyteczna. Jak wida¢ powtoka aktywna w sposdb istotny ograniczyta kolonie
bakteryjne.

Zaznaczy¢ trzeba, ze niniejsza praca znaczaco rézni sie na tle innych dostepnych
publikacji, zwtaszcza w zakresie metodologii badan mikrobiologicznych. Wszystkie badania
wykonano w sztucznej $linie symulujgc naturalne $rodowisko jamy ustnej. Elementem
rzadko spotykanym w innych badaniach jest wykonanie préby przy obcigzeniu sacharoza. Nie
jest to metoda czesto spotykana w innych publikacjach, a w opinii autorki wiarygodniej
odzwierciedla rzeczywiste warunki jamy ustnej i pozwala oceni¢ potencjat bakteriostatyczny i
kariostatyczny analizowanej powtoki. W nielicznych pracach [Chun et al., 2007; Shah et al.,
2011; Chhattani et al., 2014; Mhaske et al., 2015] do badan adhezji bakterii przenoszono
10% wyhodowanego przez noc bulionu do 10 mL bulionu MRS lub bulionu BHI
zawierajgcego 10% sacharozy i inkubowano przez 24h. Autorzy nie poréwnywali jednak
zachowania bakterii w warunkach bez i z obcigzenia cukrem co w przypadku badan witasnych
byto jednym z celdéw przeprowadzonych analiz. Kolejnym elementem rdznigcym badania
wiasne od innych autoréw byta obserwacja zmian pH sztucznej $liny w przypadku tworzenia
biofilmu S. mutans na poszczegdlnych powtokach.

W badaniu z 2015 roku Mhaske i wsp. oceniali wtasciwosci antyadherencyjne i
antybakteryjne tukéw ortodontycznych ze stali nierdzewnej i NiTi modyfikowanych
powierzchniowo srebrem wobec Lactobacillus acidophilus. Badania przeprowadzono na 80
probkach tukdw ortodontycznych (kazda o dtugosci 5 cm) wykonanych ze stali nierdzewne;j i
NiTi. Prébki zostaty podzielone na osiem grup badawczych. Kazda grupa skfadata sie z 10
prébek. Grupy zawierajgce druty niepowlekane stanowity grupe kontrolng dla odpowiedniej

grupy doswiadczalnej zawierajgcej druty powlekane. Modyfikacje powierzchni drutéw
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przeprowadzono metodg termicznego odparowywania prézniowego z uzyciem srebra
(thermal vacuum evaporation method). Do uzyskania cienkiej powtfoki na drucie
ortodontycznym uzyto czystego srebra (99,9%). Srebro podgrzewano do temperatury
parowania w zamknietej komorze, a pary przepuszczano przez zawor, ktéry mozna byto
regulowaé w zaleznosci od pozgdanej grubosci. W tym badaniu srebrna powtoka o grubosci
10 nm zostata natozona na tuki ortodontyczne aby unikngé znaczacych zmian w ich
wymiarach. Nastepnie fuki poddano badaniom mikrobiologicznym w celu oceny wtasciwosci
antyadherencyjnych i antybakteryjnych powtoki srebrowej wobec L. acidophilus. Zmiane
masy podczas testu adhezji bakterii rejestrowano za pomocg wagi analitycznej, natomiast
aktywnos¢ antybakteryjng opisano jako wskaznik przezywalnosci w jednostkach tworzacych
kolonie (CFU) dla bakterii z rodzaju Lactobacillus. Autorzy zauwazyli, ze niepowlekane druty
niklowo-tytanowe wykazaty 20,5% wzrostu wagi, podczas gdy druty modyfikowane
powierzchniowo wykazaty tylko 4,4% wzrostu wagi. Z kolei niepowlekane druty ze stali
nierdzewnej wykazaty 35,4% wzrost masy, podczas gdy druty modyfikowane
powierzchniowo wykazaty tylko 4,08% wzrost masy. Mozna wiec stwierdzié, ze
niepowlekane tuki ortodontyczne wykazaty statystycznie istotny wzrost wagi w poréwnaniu z
drutami ortodontycznymi modyfikowanymi powierzchniowo. Jednoczesnie w grupach
zawierajgcych tuki modyfikowane powierzchniowo stwierdzono statystycznie istotne
obnizenie przezywalnosci L. acidophilus wyrazonej jako CFU w pordéwnaniu do grup
zawierajacych fuki niepowlekane. Mozna zatem wnioskowaé, ze powtoka srebra zapobiegata
przyleganiu L. acidophilus do tukéw ortodontycznych, wykazujgc tym samym wtasciwosci
antyadherencyjne, a takie wykazywata dziatanie antybakteryjne wobec L. acidophilus.
[Mhaske et al., 2015]

Mimo zastosowania w powyzszej pracy innej metodologii badan i innego szczepu
bakterii uzyskano, tak jak w pracy wtasnej, zmniejszenie ilosci bakterii osadzajgcych sie na
tukach.

Dziatanie antybakteryjne zastosowanych powtok wobec bakterii Lactobacillus
acidophilus badali takze Shah i wsp. (2011) oraz Cao i wsp. (2015). W obu publikacjach
autorzy oceniali wtasciwosci antyadhezyjne i antybakteryjne powierzchniowo
zmodyfikowanych zamkdéw ortodontycznych fotokatalitycznym tlenkiem tytanu (TiO2). Shah i
wsp. przeprowadzili modyfikacje powierzchni zamkéw ortodontycznych ze stali nierdzewnej

fotokatalitycznym tlenkiem tytanu metoda rozpylania magnetronowego z wykorzystaniem
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czestotliwosci radiowej (radiofrequency -RF- magnetron sputtering method), natomiast Cao i
wsp. nakfadali cienkie warstwy TiO, przygotowane metodg zanurzeniowg (sol-gel dip coating
method) na powierzchnie zamkdéw ceramicznych. W obu badaniach, pomimo uzycia réznych
metod nanoszenia powtok oraz innych materiatéw, z ktérych wykonano zamki
ortodontyczne wykazano, ze powtoka z TiO; posiada dziatanie antyadherencyjne i
antybakteryjne wobec bakterii Lactobacillus acidophilus. [Shah et al., 2011; Cao et al., 2016]

Dziatanie fotokatalicznego tlenku tytanu (TiO2) tym razem wobec bakterii
Streptococcus mutans oraz Porphyromonas gingivalis sprawdzali Chun i wsp. w publikacji z
2007 roku. Modyfikacje powierzchni fukéw ortodontycznych ze stali nierdzewnej
przeprowadzono metodg zol-zel cienkowarstwowego powlekania zanurzeniowego (sol- gel
thin film dip-coating method). Adhezje bakterii do tukédw oceniano na podstawie zmiany ich
masy. Badanie to, jako nieliczne, przeprowadzono bez i z udziatem 10% sacharozy.
Aktywnos¢ fotokatalityczna TiO; jest aktywowana przez swiatto UV (380 nm) dlatego tez tuki
ortodontyczne pokryte TiO; zostaty zanurzone w zawiesinie bakterii a nastepnie naswietlone
Swiattem UV-A. W celu wstepnego zbadania zdolnosci adhezyjnych S.mutans tuki
ortodontyczne pokryte TiO, zanurzono w bulionie BHI z 10% sacharozg lub bez niej. Bez
naswietlania UV-A S. mutans wyhodowane w bulionie BHI zawierajgcym 10% sacharozy
wykazywaty wyrazng agregacje i adhezje do tukédw ortodontycznych — ich masa zwiekszyta
sie 0 6,1%. Nie zaobserwowano natomiast zadnych zauwazalnych zmian gdy fuki zanurzono
w bulionie hodowlanym S. mutans bez sacharozy. W celu poréwnania aktywnosci
fotokatalitycznej tuki ze stali nierdzewnej pokryte TiO2 oraz tuki bez powtoki zanurzono w
bulionie hodowlanym S. mutans zawierajagcym 10% sacharozy. Po 24-godzinnej inkubacji w
Swietle UV-A zaobserwowano jedynie 0,33% zmiane masy tukow pokrytych TiO2, podczas
gdy w przypadku tukdw bez powtoki nastgpit 4,97% wzrost masy. Mozna zatem stwierdzi¢, ze
modyfikacja powierzchni tukéw ortodontycznych za pomocy fotokatalitycznego TiO2
wykazata efekt antyadherencyjny wobec S. mutans (w porédwnaniu z tukami bez powtoki),
dzieki czemu moze by¢ ona wykorzystana do zapobiegania rozwojowi ptytki nazebnej
podczas leczenia ortodontycznego. [Chun et al., 2007] Podobne wnioski ptyng z pracy autorki
gdzie mimo innej metodologii badan, badano zachowanie bakterii S. mutans wobec powtoki
TiO2 (powtoka ,, bazowa”) w obecnosci lub braku cukru.

Kolejnym wartym omowienia artykutem jest ten opublikowany w 2017 roku przez

Amini i wsp. Celem pracy byta ocena in vivo adhezji bakterii na tukach ortodontycznych ze
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stali nierdzewnej pokrytych TiN (azotek tytanu) u 20 pacjentow (wiek 15-25 lat) poddanych
statemu leczeniu ortodontycznemu ze wskazaniem do zatozenia tukéw ze stali nierdzewnej
0,019 x0,025 cala w obu szczekach. Powtoki TiN wytwarzano na ortodontycznych tukach ze
stali nierdzewnej metodg fizycznego osadzania z fazy gazowej (physical vapor deposition -
PVD). Badanie przeprowadzono na wydziale ortodontycznym Islamic Azad University of
Medical Sciences, (Teheran, Iran). Badaniem objeto 20 pacjentéw leczonych ortodontycznie.
U kazdego pacjenta zastosowano dwa rodzaje tukéw ortodontycznych (powlekane i
niepowlekane), przy czym powlekany tuk zostat losowo przypisany do jednej szczeki, a
szczeka przeciwna otrzymata tuk niepowlekany. tuki zostaty wyjete po 4 tygodniach i pociete
na odcinki 20 mm. Zgodnie z wynikami, wykryto znaczacg réznice w liczbie kolonii na
ortodontycznym tuku ze stali nierdzewnej pokrytym TiN (4 + 3.4 x10%) w poréwnaniu do
niepowlekanego ortodontycznego tuku ze stali nierdzewnej (8 + 7.4 x 10%) (p = 0.03). Wyniki
te sugeruja, ze ortodontyczny tuk ze stali nierdzewnej z powtoka TiN zmniejsza wzrost
bakterii i poprawia higiene jamy ustnej. [Amini et al., 2017]

Z kolei w badaniach przeprowadzonych in vivo przez Mollabashi i wsp. (2020)
uczestniczyty cztery grupy po 17 pacjentow (n=68) w wieku 12-25 lat. Warstwe powtoki
dwutlenku tytanu (TiO2) osadzono na tukach ortodontycznych ze stali nierdzewnej metoda
fizycznego osadzania z fazy gazowe] (physical vapor deposition method). Powlekane tuki
zostaty losowo przydzielone do jednej szczeki, a przeciwna szczeka otrzymata niepowlekany
tuk jako kontrole. Pacjentdw podzielono na grupy w zaleznosci od czasu przez jaki tuki
znajdowalty sie w ich jamie ustnej: A) 1 tydzien, B) 2 tygodnie, C) 3 tygodnie i D) 4 tygodnie.
Pod koniec doswiadczenia wycinano 20 mm z kazdego tuki (obszar miedzy ktami) i hodowano
w podtozu specyficznym dla S. mutans. Wyniki wykazaty, ze nie bylo statystycznie istotnej
roznicy w szybkosci kolonizacji w réznych tygodniach, ale srednia liczba kolonii bakterii w
niepowlekanych drutach byta znaczaco rézina, szczegdlnie w grupie A. Pokazuje to, ze
maksymalny efekt antybakteryjny drutu powlekanego TiO; jest widoczny podczas zaktadania
tuku i jest korzystny dla pacjentow, ktdrzy niedawno rozpoczeli leczenie ortodontyczne i nie
nabyli jeszcze wystarczajgcych umiejetnosci w zakresie higieny jamy ustnej. [Mollabashi et
al., 2020]. W badaniach Chhattaniego i wsp. z 2014 roku wykorzystano 80 prébek tukow
ortodontycznych o dtugosci 5 cm kazda. Probki podzielono na osiem grup badawczych, z
czego cztery grupy wykorzystano do testu antyadhezyjnego, a pozostate cztery grupy do

testu antybakteryjnego. Kazda grupa sktadata sie z 10 prébek. Grupy zawierajace
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niepowlekane tfuki ze stali nierdzewnej i niepowlekane fuki niklowo-tytanowe stanowity
grupe kontrolng dla odpowiedniej grupy doswiadczalnej, zawierajgcej powlekane tuki ze stali
nierdzewne;j i niklowo-tytanowe. Modyfikacje powierzchni tukéw ortodontycznych zaréwno
ze stali nierdzewnej, jak i tytanowo-niklowych fotokatalitycznym tlenkiem tytanu (TiO>)
przeprowadzono metodg zanurzeniowego powlekania cienkiej warstwy zolu zelowego (sol-
gel dip coating method), podobnie jak w pracy autorki. Nastepnie w pracy autoréw tuki
ortodontyczne poddano badaniom mikrobiologicznym w celu oceny wifasciwosci
antyadherencyjnych i antybakteryjnych fotokatalitycznej powtoki tlenku tytanu wobec S.
mutans. Zmiane masy drutédw podczas testu adhezji bakterii rejestrowano za pomocg wagi
analitycznej, w odréznieniu od badan wtasnych, w ktérych liczono namnazajgce sie kolonie
bakteryjne. Podobnie jak w badaniach wtasnych stwierdzono zwiekszenie wagi biofilmu na
tukach bez powtoki, natomiast na tukach z powlokg zaobserwowano spadek wagi masy
biofilmu. Niepowlekane fuki ze stali nierdzewnej wykazaty 35,4% wzrostu masy, podczas gdy
tuki modyfikowane powierzchniowo wykazaty tylko 4,08% wzrostu masy. Niepowlekane tuki
niklowo-tytanowe wykazaty 20,5% wzrostu wagi, podczas gdy tuki modyfikowane
powierzchniowo wykazaty tylko 4,4% wzrostu wagi. Tak wiec niepowlekane fuki
ortodontyczne wykazaty statystycznie istotny wzrost wagi w poréwnaniu z tukami
ortodontycznymi modyfikowanymi powierzchniowo. [Chhattani et al., 2014]. Ghasemi i wsp.
(2016) sprawdzali efekt antybakteryjny zamkoéw ortodontycznych ze stali nierdzewnej
pokrytych nanoczgstkami srebra i tlenku tytanu. Pie¢dziesigt pie¢ zamkdéw wykonanych ze
stali nierdzewnej podzielono na 5 grup po 11 zamkdéw: zamki niepowlekane, zamki
powlekane 60 mm warstwg srebra, 100 mm warstwg srebra, 60 mm warstwg tytanu i 100
mm warstwg tytanu. Powloki wykonano metodg fizycznego osadzania z fazy gazowej
(physical vapor deposition method). Kolonie bakterii Streptococcus mutans byty liczone po 3,
6, 24 i 48 godzinach od kontaktu. Wyniki badan autoréw potwierdzity rezultaty badan
wiasnych i wykazaty, ze wszystkie cztery powtoki mogg zmniejszy¢ akumulacje bakterii w
poréwnaniu z kontrolg, w ktérej liczba bakterii wzrastata wyktadniczo. [Ghasemi et al.,
2017]. Badania in vivo przeprowadzone w Turcji przez Metin-Glrsoy i wsp. w 2017 roku
miaty na celu ocene witasciwosci antybakteryjnych i uwalniania jonow srebra przez zamki
ortodontyczne pokryte nanosrebrem w poréwnaniu z zamkami konwencjonalnymi. Proces
powlekania nanosrebrem (metoda fizycznego osadzania z fazy gazowej - physical vapor

deposition method) zastosowano na standardowych zamkach ortodontycznych
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umieszczonych na siekaczach zuchwy szczuréw rasy Wistar Albino w grupie badanej oraz na
zamkach konwencjonalnych w grupie kontrolnej. W réznych dniach od szczuréw pobierano
ptytke nazebng, wymazy z btony sluzowej przedsionka jamy ustnej, $line oraz prébki krwi.
Zmierzono ilos¢ jondéw nanosrebra we krwi i $linie oraz przeprowadzono ocene
mikrobiologiczng na obecno$é Streptococcus mutans. Zamki pokryte nanosrebrem sprzyjaty
hamowaniu S.mutans w 30. Dniu, a ilo$¢ nanosrebra w prébkach sliny i surowicy byta istotnie
wyzsza w grupie badanej w 7. dniu. Autorzy sugerujg, ze zamki ortodontyczne pokryte
nanosrebrem, jako s$rodek antybakteryjny bez koniecznosci stosowania sie do zalecen
pacjenta, mogg byé pomocne w zapobieganiu powstawania biatych plam prdchnicowych
podczas statego leczenia ortodontycznego, co potwierdza celowos¢ przeprowadzonych
badan witasnych. [Metin-Girsoy et al., 2017]. W badaniu z 2020r. przeprowadzonym przez
Gongalves i wsp. zastosowano hydrotermalng synteze w celu przytgczenia nanoczastek
srebra (AgNPs) do powierzchni dwdéch réznych marek stalowych tukéw ortodontycznych
(Abzil® i Orthometric®). Powleczone materiaty poddano analizie wfasciwosci
fizykochemicznych za pomocg skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM), dyfrakcji
rentgenowskiej (XRD) i skaningowej kalorymetrii rdéznicowej (DSC), ktdra wykazata
rozmieszczenie AgNPs wzdtuz drutdw bez zmiany ich wifasciwosci. Podobnie jak w pracy
autorki nie zaobserwowano zmian w chropowatosci tukdéw. Goncalves i wsp. nie
zaobserwowali takze zmiany koloru tuku, co jednak nastgpito w badaniach wtasnych. W
tescie mikrobiologicznym jedna z marek (Abzil®) wykazata statystycznie istotng réznice w
adhezji drobnoustrojow i tworzeniu biofilmu przez Staphylococcus aureus i Streptococcus
mutans. Wyniki prowadzg do wniosku, ze tuki ortodontyczne pokryte nanoczgstkami srebra
w procesie syntezy hydrotermalnej sg obiecujgcym materiatem dla poprawy pewnych
skutkdéw ubocznych leczenia ortodontycznego. [Gongalves et al., 2020]

Uwaza sie, ze odpowiednia higiena jamy ustnej jest podstawowg metodg profilaktyki
chordéb jamy ustnej, ktéra utrzymuje i przywraca stan zdrowia dzigset i struktur przyzebia w
trakcie leczenia. Jednym ze sposobdw zapobiegania rozwojowi zmian i ubytkéw jest
bezsprzecznie mechaniczne usuwanie ptytki bakteryjnej. Obecnie wielu badaczy opracowuje
jednak dodatkowe metody majgce na celu zapobieganie adhezji i kolonizacji
drobnoustrojow, takie jak powtoki z aktywnymi nanoczgstkami. Z analizy pi$miennictwa
wynika, ze pomimo zastosowania réznych metod nanoszenia powtok z réznymi czgstkami

aktywnymi, na rdzne materiaty, powtoki wykazywaty dziatanie przeciwdrobnoustrojowe
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wobec wielu szczepow bakterii. Takie same wnioski ptyng z niniejszej pracy — powtoka
aktywna TiO2:Ag spowodowata obnizenie adhezji bakterii S. mutans do powierzchni tukéw
ortodontycznych, a takze zmniejszyta osadzajgcy sie na powierzchni tukow biofilm
bakteryjny. Nakfadanie powtok na powierzchnie tukéw ortodontycznych przy uzyciu réznych
technik i materiatéw oraz poprzez modyfikacje ich powierzchni mozna wiec uznac za jedna
ze strategii opracowanych w celu wzmocnienia mechanicznych, a takze biologicznych
wtasciwosci materiatéw metalicznych wykorzystywanych w ortodoncji.

Podsumowujac, mozna $Smiato stwierdzi¢, ze zaprezentowana w badaniach wtasnych
powtoka dziata antybakteryjnie. Zmniejsza ona adhezje bakterii S. mutans do tuku, zmniejsza
tworzacy sie na powierzchni tukéw biofilm, a takze podnosi pH srodowiska (w poréwnaniu
do tukéw referencyjnych- bez powtoki). Trzeba zaznaczyé, ze stosowanie tukéw z powtoka
antybakteryjng nie zastgpi mechanicznego usuwania biofilmu w trakcie prawidtowego
szczotkowania zebdw, natomiast bedzie promowaé zahamowanie rozwoju préchnicy,
znacznie lepiej u oséb dbajgcych o wtasciwg higiene niz zaniedbujgcych ten codzienny
obowigzek. Powtoka wymaga dalszych badan przed zastosowaniem jej w jamie ustnej
pacjenta. Kolejnym krokiem powinny by¢ badania nad potencjalng cytotoksycznoscig tukéw z
powtoka. Jezeli potwierdzi sie brak cytotoksycznosci bedzie mozna rozpoczgé badania

biokompatybilnosci oraz badania in vivo.
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7. WNIOSKI

Rezultaty badan odpowiadajg zatozeniu gtéwnemu i potwierdzajg, ze powtoka z

nanoczastkami srebra wptywa na zmniejszenie rozwoju bakterii Streptococcus mutans na

powierzchni konwencjonalnych stalowych tukéw ortodontycznych i potencjalnie ogranicza

powstawanie biatym plam préchnicowych.

Na podstawie przeprowadzonych badan sformutowano nastepujgce wnioski szczegétowe:

1.

6.

Powtoka TiO2:Ag nie wptywa na wiasciwosci mechaniczne ani fizykochemiczne tukéw
ortodontycznych od producenta, zmienia jedynie ich kolor.

Powtoka TiO2:Ag nie zmienia w znaczacym stopniu twardosci ani chropowatosci
badanych fukéw ortodontycznych.

Powtoka TiO2:Ag nie wptywa negatywnie na zjawiska elektrochemiczne — tworzenie
korozji

Powtoka TiO2:Ag obniza adhezje bakterii do fukéw ortodontycznych

Przedstawiona w pracy powtoka TiO,:Ag dziata antybakteryjnie obnizajgc powstajacy
biofilm na powierzchni badanych tukéw

Powtoka TiO2:Ag zwieksza pH srodowiska

Whioski z przeprowadzonych badan staly sie inspiracjg do kolejnych eksperymentdéw

zwigzanych z ulepszeniem witasciwosci powtoki oraz z badaniem jej potencjalnej

cytotoksycznosci.
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8. STRESZCZENIE

Préchnica zebow i choroby przyzebia — jedne z najbardziej rozpowszechnionych
choréb dotykajgcych ludzkos¢ - wigzg sie z przyleganiem bakterii i rozwojem biofilmu
zarébwno na naturalnej, jak i odbudowywanej powierzchni zeba. Zmiany o charakterze
biatych plam préchnicowych, demineralizacja szkliwa wokdét aparatéw ortodontycznych,
prochnica zebdw czy rozwdj chordb przyzebia sg czestym efektem ubocznym leczenia
ortodontycznego aparatami  statymi. Poszczegdlne elementy statego aparatu
ortodontycznego tworzg doskonatg przestrzen dla akumulacji resztek pokarmowych oraz
znaczgco wptywajg na wzrost ptytki bakteryjnej przy ich nieregularnej powierzchni. Sposréd
roznych elementéw statych aparatéw ortodontycznych tuki mogg odgrywac istotng role w
zainicjowaniu demineralizacji szkliwa. Obszary kontaktu pomiedzy tukiem a zamkami
stanowig wyjgtkowe srodowisko, ktére utrudnia prawidtowy dostep do powierzchni zebow
w celu ich oczyszczenia. Najwazniejszym elementem zapobiegania tworzenia sie biofilmu jest
mechaniczne usuwanie ptytki bakteryjnej poprzez prawidtowe szczotkowanie powierzchni
zebow i elementéw aparatu. Obiecujgcg strategia w ograniczaniu adhezji bakterii do
biomateriatow jest zastosowanie powtok wykazujgcych wtasciwosci
bakteriostatyczne/bakteriobdjcze.

Rozprawa doktorska miata na celu ocene czy pokrycie konwencjonalnych stalowych
tukow ortodontycznych powtokami z nanoczgstkami srebra wptynie korzystnie na
zmniejszenie na ich powierzchni rozwoju bakterii Streptococcus mutans. Cele szczegétowe
przeprowadzonych badan byty nastepujace:

1. Ocena skfadu chemicznego, analiza stopnia zanieczyszczenia materiatu, ocena

mikrostruktury oraz topografii powierzchni tukow ortodontycznych od producenta

oraz ponowna ocena topografii powierzchni tych tukéw po naniesieniu powtok

antybakteryjnych.
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2. Analiza pomiaréw twardosci i chropowatosci tukéw  ortodontycznych
przeprowadzona przed i po naniesieniu powtok antybakteryjnych.

3. Ocena wptywu obecnosci powtok antybakteryjnych na korozje tukdw
ortodontycznych.

4. Ocena adhezji bakterii Streptococcus mutans do powierzchni fukéw bez powtoki oraz
do powierzchni fukéw z powtoka bazowg i aktywng (po odpowiednim czasie inkubacji
w sztucznej Slinie)

5. Ocena powstajgcego na powierzchni tukéw bez powtoki oraz do powierzchni tukéw z
powtoka (bazowg i aktywna; po odpowiednim czasie inkubacji w sztucznej $linie)
biofilmu bakteryjnego

6. Ocena stopnia zakwaszenia Srodowiska hodowli przez bakterie Streptococcus mutans
rosngce na badanych tukach, tj. ocena pomiaru pH

Materiat badany stanowity tuki ze stali nierdzewnej (SS) o zmodyfikowanej powierzchni -
pokryte cienkg warstwg TiO; oraz fuki ze stali nierdzewnej (SS) o zmodyfikowanej
powierzchni - pokryte cienkg warstwg TiO;:Ag; grupe kontrolng stanowity fuki ze stali
nierdzewnej bez powtoki. Badania przeprowadzono przy wspétpracy z Politechnika
Wroctawska oraz Katedrg Mikrobiologii Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slaskich we
Wroctawiu. Metodologia badan byta wieloczynnikowa, wyrdzniajgca sie na tle innych
publikacji. Kooperacja z Wydziatem Mechanicznym Politechniki Wroctawskiej miata na celu
stworzenie aktywnych powlok antybakteryjnych oraz zbadanie wtasciwosci tukow
ortodontycznych w stanie dostarczenia oraz po natozeniu powtok. Badania przeprowadzone
w Katedrze Mikrobiologii skupiaty sie na ocenie adhezji bakterii Streptococcus mutans do
powierzchni fukéw bez powtoki oraz do powierzchni tukéw z powtoka bazows i aktywnga (po
odpowiednim czasie inkubacji w sztucznej $linie), do oceny powstajgcego na powierzchni
tukow biofilmu oraz na badaniu stopnia zakwaszenia sSrodowiska hodowli przez paciorkowce
rosngce na badanych tukach, tj. na pomiarze pH.

Badania przeprowadzone na Politechnice Wroctawskiej podzielono na trzy gtéwne etapy:
etap pierwszy obejmowat synteze powtoki aktywnej. Modyfikacje powierzchni fukdéw
ortodontycznych ze stali nierdzewne] przeprowadzono metodg zol-zel cienkowarstwowego
powlekania zanurzeniowego (sol- gel thin film dip-coating method). W badaniu zostaty

sprawdzone rézne kombinacje pokrycia zol-zelem gdzie zmiennymi parametrami byt czas i
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szybkos¢ wynurzenia materiatu z zol-zelu oraz czas i temperatura wygrzewania probki.
Dodatkowg badang zmienng byta liczba naktadanych warstw.

Drugi etap dotyczyt testdw na probkach tukéw ortodontycznych w stanie dostarczenia
(poprodukcyjnym). Badano wifasciwosci tukéw ortodontycznych otrzymanych bezposrednio
od producenta. Wykonano badania metalograficzne, mechaniczne oraz fizykochemiczne.
Celem trzeciego etapu byto zbadanie wtasciwosci tukéw ortodontycznych z powtoka
aktywng. W tym celu przeprowadzono badania mechaniczne oraz fizykochemiczne. W
zaleznosci od przeprowadzonego badania, w réiny sposdb przygotowywano do niego
materiat (zaréwno w stanie wyjsciowym, jak i po eksploatacji). Zdolnos¢ S. mutans do adhezji
i kolonizacji badanych powtok oceniano w sztucznej $linie w obecnosci 3% sacharozy lub bez
dodatku cukru po 4 godz. inkubacji w 37°C, w warunkach mikroaerofilnych (tj. atmosferze
wzbogaconej 5-10% CO,). Zdolnos¢ S. mutans do tworzenia biofilmu oceniano po 24, 48 i 96
godz. inkubacji w 37°C w sztucznej $linie w obecnosci 3% sacharozy lub bez sacharozy.
Obserwacji zmian pH sztucznej $liny w przypadku tworzenia biofilmu S. mutans na
poszczegdlnych powtokach dokonywano po 24, 48 i 96h z i bez obcigzenia sacharoza. Grupe
kontrolng stanowity tuki bez powtoki, natomiast grupe badang stanowity tuki z powtoka
bazowg oraz z powtoka aktywna. Co znaczgco wyrdznia badania wiasne od innych
dostepnych publikacji, to szczegétowe sprawdzenie zachowania bakterii (zaréwno adhezji do
tukéw, tworzenia biofilmu jak i zmian pH) w obecnosci czynnika kariogennego. Co jeszcze
bardziej wyrdznia dang prace od innych dostepnych publikacji to badania obserwacji zmian
pH sztucznej sliny w przypadku tworzenia biofilmu S. mutans na poszczegdlnych powtokach
czego nie badali inni autorzy.

Mozna $miato stwierdzié, ze zaprezentowana w badaniach wtasnych powtoka dziata
antybakteryjnie. Zmniejsza ona adhezje bakterii S. mutans do tuku, zmniejsza tworzacy sie na
powierzchni fukéw biofilm a takze podnosi pH sSrodowiska (w poréwnaniu do tukéw
referencyjnych- bez powtoki). Trzeba zaznaczyé, ze stosowanie tukéw z powtoka
antybakteryjng nie zastgpi mechanicznego usuwania biofilmu w trakcie prawidtowego
szczotkowania zebdw, natomiast bedzie promowaé zahamowanie rozwoju prdochnicy,
znacznie lepiej u osdb dbajgcych o wtasciwg higiene niz zaniedbujacych ten codzienny
obowigzek. Powtoka wymaga dalszych badan przed zastosowaniem jej w jamie ustnej

pacjenta. Kolejnym krokiem powinny by¢ badania nad potencjalng cytotoksycznoscig tukow z

92



powtoka. Jezeli badania potwierdzg brak cytotoksycznosci, po zgodzie komisji bioetycznej,
bedzie mozna rozpocza¢ badania biokompatybilnosci oraz badania in vivo.

Rezultaty badan odpowiadajg zatozeniu gtdwnemu i potwierdzajg, ze powtoka z
nanoczgstkami srebra wptywa na zmniejszenie rozwoju bakterii Streptococcus mutans na
powierzchni konwencjonalnych stalowych tukéw ortodontycznych i potencjalnie ogranicza
powstawanie biatym plam préchnicowych.

Na podstawie przeprowadzonych badan sformutowano nastepujace wnioski
szczegotowe:
1. Powtoka TiO2:Ag nie wptywa na wiasciwosci mechaniczne ani fizykochemiczne tukéw
ortodontycznych od producenta, zmienia jedynie ich kolor.
2. Powtoka TiO2:Ag nie zmienia w znaczgcym stopniu twardosci ani chropowatosci
badanych fukéw ortodontycznych.
3. Powtoka TiO2:Ag nie wptywa negatywnie na zjawiska elektrochemiczne — tworzenie
korozji
4. Powtoka TiO;:Ag obniza adhezje bakterii do fukéw ortodontycznych
5. Przedstawiona w pracy powtoka TiO2:Ag dziata antybakteryjnie obnizajgc powstajacy
biofilm na powierzchni badanych tukéw
6. Powtoka TiO2:Ag zwieksza pH Srodowiska
Whioski z przeprowadzonych badan staty sie inspiracjg do kolejnych eksperymentdéw
zwigzanych z ulepszeniem witasciwosci powtoki oraz z badaniem jej potencjalnej

cytotoksycznosci.
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9. ABSTRACT

Tooth decay and periodontal disease - one of the most common diseases affecting
mankind - are associated with bacterial adhesion and biofilm development on both the
natural and restored tooth surface. White spot lesions, demineralization of enamel around
braces, tooth decay or development of periodontal disease are common side effects of
orthodontic treatment with fixed orthodontic appliance.

The various components of fixed orthodontic appliance create an excellent space for
the accumulation of food debris and significantly affect the growth of bacterial plaque with
their irregular surfaces. Among the various components of fixed orthodontic appliances, the
arches may play an important role in initiating enamel demineralization. The contact areas
between the arch and brackets provide a unique environment that makes it difficult to
properly access the tooth surface for cleaning. The most important element in preventing
biofilm formation is mechanical plaque removal through proper brushing of the tooth
surfaces and appliance components. A promising strategy in reducing bacterial adhesion to
biomaterials is the use of coatings that exhibit bacteriostatic/bactericidal properties.

The aim of this thesis was to evaluate whether coating of conventional steel
orthodontic arches with silver nanoparticles would have a beneficial effect on reducing the
growth of Streptococcus mutans bacteria on their surface. The specific objectives of the
conducted research were as follows:

1. To evaluate the chemical composition, analyze the degree of material
contamination, evaluate the microstructure and surface topography of orthodontic arches
from the manufacturer and re-evaluate the surface topography of these arches after
application of antibacterial coatings.

2. Analysis of hardness and roughness measurements of orthodontic arches

conducted before and after application of antibacterial coatings.
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3. Evaluation of the effect of the presence of antibacterial coatings on the corrosion
of orthodontic arches.

4. Evaluation of adhesion of Streptococcus mutans bacteria to the surface of
uncoated arches and to the surface of arches with base and active coatings (after
appropriate incubation time in artificial saliva)

5. Evaluation of bacterial biofilm formation on the surface of uncoated arches and
coated arches (basal and active; after appropriate incubation time in artificial saliva)

6. Evaluation of the degree of acidification of the culture environment by
Streptococcus mutans bacteria growing on the tested arches, i.e. evaluation of pH
measurements.

The study material consisted of stainless steel (SS) arches with modified surface -
coated with a thin TiO; layer and stainless steel (SS) arches with modified surface - coated
with a thin TiO2:Ag layer; the control group consisted of stainless steel arches without
coating. The study was performed in cooperation with Wroctaw University of Technology
and Department of Microbiology, Wroctaw Medical University. The cooperation with the
Department of Mechanical Engineering (Wroctaw University of Technology), aimed at
creating active antibacterial coatings and examining the properties of orthodontic arches in
the as-delivered state and after the application of coatings. The research carried out in the
Department of Microbiology (Wroctaw Medical University) focused on the evaluation of
Streptococcus mutans bacteria adhesion to the surface of the arches without coating and to
the surface of the arches with base and active coating (after an appropriate time of
incubation in artificial saliva), to the evaluation of the biofilm formed on the surface of the
arches and to the study of the degree of acidification of the culture environment by
streptococci growing on the studied arches, i.e. pH measurement.

The research conducted at the Wroctaw University of Technology was divided into
three main stages: the first stage involved the synthesis of the active coating. Surface
modification of stainless steel orthodontic arches was carried out using sol-gel thin film dip-
coating method. In this study, different combinations of sol-gel coatings were tested, where
the variable parameters were the time and rate of material emergence from the sol-gel and
the time and temperature of annealing the specimen. An additional variable tested was the

number of layers applied.
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The second stage concerned tests on samples of orthodontic arches in delivery (post-
production) state. The properties of orthodontic arches received directly from the
manufacturer were tested. Metallographic, mechanical and physicochemical tests were
performed. The aim of the third stage was to study the properties of orthodontic arches with
active coatings. For this purpose, mechanical and physicochemical tests were performed.
Depending on the test performed, the material was prepared for the test in different ways
(both in the initial state and after operation).

The ability of S. mutans to adhere and colonize the tested coatings was evaluated in
artificial saliva in the presence of 3% sucrose or without added sugar after 4 hours of
incubation at 37°C, under microaerophilic conditions (i.e., an atmosphere enriched with 5-
10% CO2). The biofilm-forming ability of S. mutans was evaluated after 24, 48, and 96 h of
incubation at 37°C in artificial saliva in the presence of 3% sucrose or without sucrose.
Changes in the pH of artificial saliva for S. mutans biofilm formation on coatings were
observed after 24, 48, and 96h with and without sucrose loading. The control group
consisted of arches without coating, while the test group consisted of arches with basecoat
and with active coating. What significantly distinguishes the own research from other
available publications is the detailed examination of the bacterial behavior (both adhesion to
the arches, biofilm formation and pH changes) in the presence of a cariogenic agent. What
further distinguishes this work from other available publications is the study of the
observation of pH changes of artificial saliva in the case of biofilm formation of S. mutans on
individual coatings which was not studied by other authors.

It is safe to say that the coating presented in our study has an antibacterial effect. It
reduces the adhesion of S. mutans bacteria to the arch, reduces the formation of biofilm on
the surface of the arches and also raises the pH of the environment (compared to the
reference arches - without coating). It should be noted that the use of arches with
antibacterial coating will not replace the mechanical removal of biofilm during proper tooth
brushing, but will promote the inhibition of caries development, much better in people who
care about proper hygiene than neglecting this daily duty. The coating requires further
research before it can be applied to the patient's mouth. The next step should be research
into the potential cytotoxicity of coated arches. If the study confirms the absence of

cytotoxicity, biocompatibility and in vivo studies can begin.
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The results of the study correspond to the main assumption and confirm that the
coating with silver nanoparticles has an effect on reducing the growth of Streptococcus
mutans bacteria on the surface of conventional steel orthodontic arches and potentially
reduces the formation of white spot lesions.

Based on the study, the following specific conclusions were made:

1. The TiO:Ag coating does not affect the mechanical or physicochemical properties
of orthodontic arches from the manufacturer, it only changes their color.

2. The TiO2:Ag coating does not significantly change the hardness or roughness of the
orthodontic arches studied.

3. The TiO2:Ag coating does not adversely affect electrochemical phenomena - the
formation of corrosion

4. The TiO2:Ag coating reduces bacterial adhesion to orthodontic arches

5. The TiO,:Ag coating presented in this study has an antibacterial effect reducing
biofilm formation on the surface of the arches tested

6. The TiO2:Ag coating increases the pH of the environment

Conclusions from the conducted studies inspired further experiments related to

improving the properties of the coating and investigating its potential cytotoxicity.
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Zatacznik 1. Testy normalnosci — histogramy

Al. Poziom pH w zaleznosci od wykorzystanej powtoki (bez sacharozy)

No. of obs.

No. of obs.

No. of obs.

group=A, time=24h
Histogram: pH
K-S d=,26997, p> .20; Lilliefors p<,10
Shapiro-Wilk W=,85176, p=,09926

group=B, time=24h
Histogram: pH
K-S d=,22090, p> .20; Lilliefors p<,20
Shapiro-Wilk W=,87206, p=,10563

4
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z
\\

5% 58 59 6,0 6,1 6,2 63 6.4 65 57 58 59 6,0 6,1
X <= Category Boundary X <= Category Boundary
group=C, time=24h group=A, ime=48h

Histogram: pH Histogram: pH
K-S d=',1666_7, p> .20; Lilliefors p> .20 K-S d=,22283, p> .20; Lilliefors p> .20
SIEEATSU R R Shapiro-Wilk W=87491, p=13872

3

g2

o

S

=]

z
1 /

55 56 57 58 59 6,0 54 55 56 57 58 59 6,0 6,1 6,2
X <= Category Boundary X <= Category Boundary
group=B, time=48h group=C, ime=48h
Histogram: pH Histogram: pH
K-S d=,19175, p> .20; Lilliefors p> .20 K-S d=,19537, p> .20; Lilliefors p>.20
Shapiro-Wilk W=,84885, p=,05629 Shapiro-Wilk W=,88349, p=,11521

4
3

4

I3

S

g 2
1
0

54 55 5,6 57 58 59 53 54 55 5,6 57 58 59

X <= Category Boundary
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group=A, time=96h group=B, ime=96h
Histogram: pH Histogram: pH
K-S d=,30953, p> .20; Lilliefors p<,10 K-S d=,19096, p> .20; Lilliefors p>.20
Shapiro-Wilk W=,75328, p=,02144 Shapiro-Wilk W=,94705, p=,68145

No. of obs.
N
No. of obs.

[

58 59 6,0 6,1 6,2 6,3 6,4 6,5 6,6 5,84 5,86 5,88 5,90 5,92 5,94 5,96 5,98 6,00
X <= Category Boundary X <= Category Boundary

group=C, time=96h
Histogram: pH
K-S d=,15198, p> .20; Lilliefors p> .20
Shapiro-Wilk W=,93542, p=,56667

No. of obs.

5,92 5,94 5,96 5,98 6,00 6,02 6,04 6,06

X <= Category Boundary

A2. Poziom pH w zaleznosci od wykorzystanej powtoki (z sacharoza)

group=A+, time=24h group=B+, time=24h
Histogram: pH Histogram: pH
K-S d=,16967, p> .20; Lilliefors p> .20 K-S d=,22739, p> .20; Lilliefors p<,20
Shapiro-Wilk W=,94864, p=,65248 Shapiro-Wilk W=,92430, p=,42903

No. of obs.
No. of obs.

3.6 3.8 4,0 42 44 46 4.8 36 38 4,0 4,2 4.4 4,6 4.8
X <= Category Boundary X <= Category Boundary
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No. of obs.

No. of obs.

No. of obs.

group=C+, time=24h group=A+, time=48h

Histogram: pH Histogram: pH
K-S d=,33648, p> .20; Lilliefors p<,01 K-S d=,28296, p> .20; Lilliefors p<,05
Shapiro-Wilk W=,67912, p=,00081 Shapiro-Wilk W=,69789, p=,00134
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3,6 37 38 3.9 4,0 4,1 42 43 3.9 4,0 4,1 42 43 4.4 45
X <= Category Boundary X <= Category Boundary
group=B+, time=48h group=C+, time=48h
Histogram: pH Histogram: pH
K-S d=,17058, p> .20; Lilliefors p> .20 K-S d=,25407, p>.20; Lilliefors p<,10
N Shapiro-Wilk W=,81275, p=,02852
Shapiro-Wilk W=,88675, p=,15583
4 4
3
4
o
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g2
1
36 37 3.8 3,9 4,0 4,1 ®
8 b 8 8 8 o 35 3.6 37 3.8 39 4,0 4,1
X <= Category Boundary X <= Category Boundary
group=At+, time=96h group=B+, time=96h
Histogram: pH Histogram: pH
K-S d=,21247, p> .20; Lilliefors p> .20 K-S d=,23257, p> .20; Lilliefors p<,20
Shapiro-Wilk W=,94131, p=,56770 Shapiro-Wilk W=,85816, p=,09155

No. of obs.

N
B N

37 38 39 4,0 4,1 4,2 4,3 4.4 4,5 4,6 3,6 3,7 38 39 4,0 4,1
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group=C+, ime=96h
Histogram: pH
K-S d=,23903, p> .20; Lilliefors p<,20
Shapiro-Wilk W=,85658, p=,11098

No. of obs.

36 37 38 3.9 4,0

X <= Category Boundary

B1. Wyniki posiewdw w zaleznosci od wykorzystanej powtoki (bez sacharozy)

group=A, time=24h
Histogram: posiew
K-S d=,25616, p> .20; Lilliefors p> .20
Shapiro-Wilk W=,82954, p=,13801

group=B, ime=24h
Histogram: posiew
K-S d=,24982, p> .20; Lilliefors p>.20

Shapiro-Wilk W=,86830, p=,25959
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X <= Category Boundary X <= Category Boundary
group=C, time=24h group=A, time=48h
Histogram: posiew Histogram: posiew
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No. of obs.

No. of obs.

group=B, time=48h group=C, time=48h

Histogram: posiew Histogram: posiew
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B2. Wyniki posiewéw w zaleznosci od wykorzystanej powtoki (z sacharoza)

No. of obs.

No. of obs.

No. of obs.

group=At, time=24h
Histogram: posiew
K-S d=,43704, p> .20; Lilliefors p<,01
Shapiro-Wilk W=,62559, p=,00134

group=B+, time=24h
Histogram: posiew
K-S d=,32587, p> .20; Lilliefors p<,10
Shapiro-Wilk W=,81393, p=,10473
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group=At, time=96h group=B+, ime=96h
Histogram: posiew Histogram: posiew
K-S d=,30662, p> .20; Lilliefors p<,20 K-S d=,29289, p> .20; Lilliefors p> .20
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C1. Poziom adhezji po 4h w zaleznosci od wykorzystanej powtoki (bez sacharozy)
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group=C
Histogram: adheza
K-S d=,26539, p> .20; Lilliefors p> .20
Shapiro-Wilk W=,88476, p=,33145
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Zatacznik 2. Wykresy box-plot dla poréwnan wielokrotnych; zmienna zalezna pH

A. Préby bez obcigzenia sacharozg
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B. Préby obcigzone sacharozg
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Zatacznik 3. Wykresy box-plot dla poréwnan wielokrotnych dla posiewdéw bakterii

A. Préby bez obcigzenia sacharozg
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B. Préby obcigzone sacharozg
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Zatacznik 4. Wykresy liczebnosci prob w funkcji mocy testéw i btedu | rodzaju

A. Préby bez obcigzenia sacharozg

1-Way ANOVA: Sample Size Calculation 1-Way ANOVA: Sample Size Calculation
1-Way ANOVA (Fixed Effects); t = 48h 1-Way ANOVA (Fixed Effects); t = 48h
N vs. Power (RMSSE = 1,33267, Groups = 3, Alpha = 0,05) N vs. Alpha (RMSSE = 1,33267, Groups = 3, Power =0,7)
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Required Sample Size (N)

1-Way ANOVA: Sample Size Calculation 1-Way ANOVA: Sample Size Calculation

1-Way ANOVA (Fixed Effects); t = 48h 1-Way ANOVA (Fixed Effects); t = 48h
N vs. Power (RMSSE = 1,83323, Groups = 3, Alpha = 0,05) N vs. Alpha (RMSSE = 1,83323, Groups = 3, Power =0,7)
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Zatacznik 5. Wykresy box-plot dla poréwnan wielokrotnych dla badania adhezji

Préby bez obcigzenia sacharozg (wyzej) i z obcigzeniem sacharozg (nizej)
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