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Wykaz stosowanych skrotow

BSA — (bovine serum albumin) - albumina bydleca

CA - Candida albicans

C. albicans - Candida albicans

CFU - (colony forming unit) - jednostka tworzaca koloni¢ bakteryjna, okreslajaca
1lo$¢ mikroorganizmoéw w materiale badanym

CHX - chlorheksydyna

CO; - dwutlenek wegla

CrCo - stal chromo-kobaltowa

COX — cyklooksygenaza

DNA - (deoxyribonucleic acid) - kwas dezoksyrybonukleinowy

DPBS — pozbawiona jonéw wapnia i magnezu, zbuforowana fosforanami sol

fizjologiczna

EPO — peroksydaza eozynofilow

E. coli - Escherichia coli

ELISA - (enzyme-linked immunosorbent assay) - test immunoenzymatyczny

EPS — extracellular polimeric substances

FBS - (fetal bovine serum) ptodowa surowica bydleca

FCS — (fetal calf serum) plodowa surowica cielgca

h — (hours) godziny

HBSS — (Hank’s buffered saline solution) - roztwoér soli Hanksa

HO-1 — oksygenaza hemowa-1

HRP — peroksydaza chrzanowa

H,0, - nadtlenek wodoru



H,SO, - kwas siarkowy

HOCI - kwas podchlorowy

IFN — interferon

IL-6, -10, -12 — interleukina 6, 10, 12

LCL - chemiluminescencja zalezna od luminolu

LPS — lipopolisacharyd

MIC - (minimal inhibitory concentration) - minimalne st¢zenie hamujace
MPO — mieloperoksydaza

MTT — bromek 3-(4,5-dimetylo-tiazol-2-ilo)-2,5-difenylotetrazolu
NaBr - bromek sodu

NaNO; - azotyn sodu

NaOBr - podbromin sodu

NaOCI - podchloryn sodu

NO — tlenek azotu

NOS - syntaza tlenku azotu

OZ - opsonizowany zymosan

PGE; - prostaglandyna E,

PCA - parachloroanilina

P. gingivalis - Porphyromonas gingivalis

ROS - (reactive oxygen species) - reaktywne formy tlenu
RUL - jednostki wzglednej intensywnos$ci luminescencji
S. mutans - Streptococcus mutans

S. sanguis - Streptococcus sanguis

Tau — tauryna

TauBr — bromamina tauryny

TauBr;, — dibromamina tauryny

TauCl — chloramina tauryny



TauCl,— dichloramina tauryny
TNF - (tumor necrosis factor) - czynnik martwicy nowotworow

TSB - (Triptic Soy Broth) - bulion tryptonowo sojowy



1. Wstep

1.1 Terapia ortodontyczna — wspolczesne aparaty i stosowane materialy.

Wspotczesna ortodoncja to jedna z najszybciej 1 najprezniej rozwijajacych si¢ dziedzin
stomatologii, a zarazem jedna z najtrudniejszych metod leczniczych, wynikajacych ze ztozonosci
probleméw diagnostycznych, mnogosci stosowanych aparatow leczniczych i metod oraz ,,szko6t”
terapeutycznych. Niezaprzeczalne korzysci funkcjonalno-estetyczne wynikajace z terapii
ortodontycznej, nie powinny przestania¢ skutkéw ubocznych takowej terapii, do ktorej bez
watpienia nalezy znaczny wzrost drobnoustrojow tworzacych biofilm, wynikajacy z obecnosci
dodatkowego ciata obcego w jamie ustnej, ktorym bez watpienia jest aparat ortodontyczny.
Niniejsza praca ma na celu przyjrzenie si¢ problemowi adhezji bakterii prochnicotworczej
Streptococcus mutans do powierzchni materiatow stosowanych w ortodoncji oraz sposobow

zahamowania nadmiernego wzrostu patogennego biofilmu.

Pomimo mnogos$ci materiatdéw 1 aparatow stosowanych w leczeniu ortodontycznym, nalezatoby
podja¢ probe prostego 1 praktycznego uszeregowania takowych materiatow. Najbardziej
pragmatycznym podzialem wydaje si¢ by¢ podziat na aparaty zdejmowane 1 aparaty state. [Profit

i wsp. 2010]



Aparaty zdejmowane podzieli¢ mozna na:

e aparaty czynnosciowe do modyfikacji wzrostu

Ryec. 1. Czynno$ciowy aparat ortodontyczny. Regulator funckcji Frankla.

e aparaty stosowane do przemieszczen z¢bow u dzieci

e aparaty szeregujace w postaci szyn przezroczystych typu alinger
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Ryc. 2. Aparat szeregujacy — szyna typu alinger.

10



Do aparatow czynno$ciowych modyfikujacych wzrost nalezg m.in.: bionator Baltersa, Twin-
block, czy regulator funkcji Frankla i bez wzgledu na nazwe¢ kazdy aparat czynno$ciowy jest w
uproszczeniu polgczeniem drutéw wykonanych ze stali nierdzewnej chromo-niklowej i1 czg$ci

akrylowych.

Glownym przedstawicielem aparatow do przemieszczania z¢gbow u dzieci jest ptytowy aparat
Schwartza i jego modyfikacje, gdzie gtdbwnym elementem aparatu jest ptyta akrylowa, w ktorej
osadzone sg $ruby-bedace najczesciej elementem czynnym, oraz sprezyny i1 klamry(Adamsa)

wykonane ze stali nierdzewnej.

Ostatnig grupg zdejmowanych aparatow stanowig przezroczyste szyny typu aligner, bedace
metoda korygowania prostych wad zgryzu przy pomocy kilku kompletow przezroczystych
naktadek wykonanych ze specjalnej termoformliwej folii, indywidualnie dopasowanych do

zebow pacjenta 1 uwzgledniajacych ich odpowiednie przesunigcia.

Wspotczesne aparaty stale [Kartowska 2009] podzieli¢ mozna na aparaty grubotukowe
wykonane z drutdéw ze stali nierdzewnej o przekroju okragltym o $rednicy 0,8 do 1,1 mm i aparaty
cienkolukowe, ktore w wigkszosci sa odmianami aparatu edgewise, ktorych gléwnymi
elementami sktadowymi sg zamki, pierScienie(ewentualnie rurki) i tuki oraz liczne akcesoria

towarzyszace.
Ze wzgledu na material zamki podzieli¢ mozna na [Baczyk-Lopuch i Loster 2010]:

- metalowe (glownie ze stali nierdzewnej, sporadycznie chromo-kobaltowo-molibdenowe i
tytanowe, jako alternatywa u osob uczulonych na nikiel zawarty w stali nierdzewnej)

[Panuszka i wsp. 2003]
- plastikowe ( z poliwgglanu — obecnie mato stosowane)

- ceramiczne (z poli- lub monokrystalicznego tlenku glinu lub z polikrystalicznego tlenku

cyrkonu)
- kompozytowe [Brusca i wsp. 2007]

Pierscienie metalowe wykonane sg ze stali chromoniklowej o grubosci ok 0,1mm.
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Jezeli za$ chodzi o tuki stosowane w ortodoncji to ze wzgledu na rodzaj stopu, z ktorego zostaly

wykonane podzieli¢ je mozna na [Kartowska 2009]:
e luki stalowe ze stali nierdzewne;j
e luki stalowe plecione (twist-flex)
e luki ze stali chromokobaltowej(CrCo)
e luki ze stopu tytanowo-molibdenowego (beta tytanowe)

e luki ze stopu niklowo-tytanowego.

Odrebna grupe stanowig akcesoria w ortodoncji, ktore podzieli¢ mozna zasadniczo na dwie grupy,

w zalezno$ci z jakiego tworzywa zostaly wykonane [Komorowska 2009]:

e pomocnicze materiaty elastyczne, jako elastomery poliuretanowe, do ktérych naleza:
tancuszki elastyczne, gumki regulacyjne, nici i ligatury elastyczne, kliny rotacyjne i

elastomery separacyjne,

e pomocnicze elementy metalowe wykonane z rdéznych stopow metali, do ktorych zaliczy¢
trzeba: haczyki, guziczki, zaczepy, zaciski stopujace, sprezynki spiralne oraz ligatury

metalowe.

Ostatnimi czasy wzrasta rowniez popularnos¢ tytanowych mini implantow ortodontycznych,

stuzacych wzmocnieniu zakotwienia szkieletowego podczas leczenia.

Na koniec nalezaloby wspomnie¢ o materiatach pomocniczych shuzacych do cementowania
elementéw stalych aparatow ortodontycznych, do ktorych naleza cementy glasjonomerowe,

fosforanowe, karboksylowe oraz materialy kompozytowe.
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1.2 Skutki uboczne i ryzyko terapii ortodontycznej

W ostatniej dekadzie liczba pacjentéw leczonych ortodontycznie wzrasta gwaltownie. Tylko w
samym USA, w roku ubieglym zarejestrowano 5 mln ortodontycznych pacjentow (w tym 1 min
dorostych). Jednakze wraz ze wzrostem popularnosci i widocznych korzystnych efektow leczenia

ortodontycznego wiedza o skutkach ubocznych nie jest powszechna.

Niewatpliwie najczestszym powiklaniem wynikajacym =z terapii ortodontycznej jest
odwapnienie(demineralizacja) szkliwa w postaci tzw. biatych plam i zapalenia przyzgbia

brzeznego wynikajace z nadmiernego odktadania si¢ ptytki bakteryjnej i resztek pokarmowych.

Ryc. 3. Powiklania terapii ortodontycznej: 3A - zapalenie przyzebia, 3B — biale plamy.

W pracach [Benson i wsp. 2005] pojawiaja si¢ doniesienia, iz zjawisko odwapnienia szkliwa
wystepuje u 50% badanych pacjentéw leczonych ortodontycznie, a ryzyko zainicjowania procesu
préchnicowego wynosi az 80% u badanych pacjentow [Jabtonska-Zrobek i Smiech-Stomkowska
2005]. Budowa aparatu ortodontycznego, a w szczego6lnosci zamkow ortodontycznych, poprzez
wlasciwo$ci materialow uzytych do ich produkcji jak i ztozong budowe ograniczaja przepltyw
sliny, ktora w naturalny sposob dzieki wlasciwosciom buforujagcym oczyszcza powierzchnie
zeboOw. Ponadto zamki utrudniajg mechaniczne usuwanie zlogéw nazebnych obnizajac tym

samym znaczaco stan higieny jamy ustnej.
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Wiele skutkéw ubocznych ma pochodzenie jatrogenne, do ktérych =zaliczy¢ trzeba
uszkodzenia przyzebia poprzez nieodpowiednio stosowane lub zalozone elementy aparatow

ortodontycznych czy tez uszkodzenia szkliwa podczas zdejmowania zamkow czy pierScieni.

Zbyt duze sity stosowane podczas leczenia moga by¢ przyczyng zwigkszonej ruchomosci
zebow a nawet powodowac resorpcje korzeni, na ktora glownie narazone sg sickacze w szczece
gornej. Dodatkowo moze mie¢ miejsce zwyrodnienie lub martwica miazgi zgbowej. W trakcie
leczenia lub nawet po latach po jego zakonczeniu pojawiac si¢ moga rowniez recesje przyzebia z

rozstepami kostnymi i fenestracjami w blaszce kostne;.

Ryec. 4. Liczne recesje dzigslowe.

Leczenie ortodontyczne narazone jest w mniejszym lub wigkszym stopniu na duzy odsetek

recydywy potozenia zebow do pierwotnych warunkow zebowo-twarzowych.

Osobng grupe powiklan stanowig réznego rodzaju wykwity okoto- i wewnatrz ustne begdace
obrazem alergii kontaktowej na alergeny zawarte zard6wno w materialach ortodontycznych
(najczescie] na nikiel zawarty w stopach uzywanych do wyrobu elementow metalowych aparatow
oraz na akryl) jak i w pomocniczych materiatach dentystycznych takich jak chociazby lateks
(wyciagi elastomerowe) czy skfadniki ptukanek do ust. [Dietrich 2004, Mazur 1 wsp. 2008,
Smiech-Stomkowska i Jabtonska-Zrobek 2003]

14



Ryec. 5. Zapalenie blony $luzowej podniebienia na tle alergicznym (uczulenie na akryl).

1.3 Adhezja drobnoustrojow do aparatow ortodontycznych

W piSmiennictwie dostepne sa liczne opracowania poddajace ocenie przyleganie
patogendw do materiatow ortodontycznych, a w szczegodlnosci bakterii z rodzaju Streptococcus
mutans, ktore s3 odpowiedzialne za inicjacj¢ procesu prochnicowego i sg najczesciej izolowanym

szczepem Streptococcus w jamie ustnej [Janczuk 2004(A)].

Z glownych czynnikow wptywajacych na adhezje roznych czastek do materiatow nalezy

wymieni¢ szorstko$¢ materiatu i swobodng energie powierzchniowg (surface free energy).

Szorstko$¢ to inaczej nierowno$¢ powierzchni materialu 1 im jest wigksza tym wigksza jest
adhezja. Jednak gtéwnym czynnikiem sprzyjajacym przyleganiu bakterii do podtoza jest warto§¢
swobodnej energii powierzchniowej, rozumianej jako miara sily przyciggania do podtoza, i im
jest wyzsza tym lepsza przyczepnos¢ miedzy badanymi elementami. Bakterie z rodzaju S. mutans
charakteryzujace si¢ wysoka swobodng energia powierzchniowa, preferuja materiaty rowniez o
wysokiej swobodnej energii powierzchniowej [Busscher i wsp. 1984, Eliades i wsp. 1995].
Badania przeprowadzone przez Lee i wsp. [Lee 2009] oceniajace swobodng energi¢ i szorstkosé¢
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powierzchni réznych materiatow ortodontycznych stwierdzity, iz najnizsza swobodng energi¢
powierzchniowg a tym samym adhezj¢ S. mutans uzyskano dla stali nierdzewnej. Potwierdzenie
powyzszych wynikéw uzyskat Fournier i wsp. [Fournier i wsp. 1998] uzyskujac najmniejsze
przyleganie S. mutans do zamkow metalowych w porownaniu do plastikowych czy ceramicznych
1 to w obecnosci $liny jak 1 jej braku. W podobnych badaniach Eliadesa i wsp. [Eliades 1995]
oraz Lindla i wsp. [Lindel 2011] uzyskano sprzeczne wyniki uzyskujac najnizsza wartos¢
swobodnej energii powierzchniowej dla mono- i polikrystalicznego tlenku glinu zamkow
ceramicznych. Wykazano ponadto, ze nie tylko rodzaj materiatu, ale 1 sam ksztaltt zamkow ma
wplyw na przyleganie bakterii do powierzchni zamkoéw [van Gastel i wsp. 2007]. Nie mozna
zapomnie¢ o materiatach pomocniczych stosowanych w ortodoncji, ktére rowniez maja znaczacy
wplyw na tworzenie si¢ biofilmu. W badaniach Garceza i wsp. [Garcez 2011] wykazano, iz na
zamkach ligaturowanych przy pomocy ligatur elastycznych wzrost biofilmu jest duzo wigkszy
niz na zamkach ligaturowanych przy pomocy tradycyjnych ligatur stalowych. Ciekawych
wynikow dostarczajg badania China [Chin 2007] analizujace wptyw czterech ro6znych
ortodontycznych materialow do cementowania na formowanie si¢ biofilmu. Okazata si¢ w nich,
ze najmniej skolonizowanym materialem byla chemoutwardzalna zywica kompozytowa,
nieznacznie gorzej wypadl chemoutwardzany cement glassionomerowy, a najbardziej
skolonizowane przez bakterie okazaty si¢ by¢ cementy glassionomerowe modyfikowane zywicg i
Swiatloutwardzane zywice kompozytowe. Liczne badania zostaly takze poczynione [Pathak 1
Sharma 2013, Peixoto i wsp. 2011] nad znacznym wptywem akrylowych plyt aparatow
zdejmowanych na wzrost tworzenia si¢ biofilmu bakteryjnego w jamie ustnej, oraz zauwazono
tendencj¢ do czestszego wystgpowania kamienia nazgbnego przy stosowaniu aparatow

zdejmowanych, a ptytki bakteryjnej w przypadku aparatow staltych [Wites 1 wsp. 2003].

Jak wida¢ na podstawie powyzszych badan, w pismiennictwie brak jednoznacznych
wnioskow, do ktorego materialu ortodontycznego adhezja bakterii jest najstabsza. Wiele
drobnych czynnikoéw wynikajacych zarowno z réznorodno$ci materiatowej i fakturowej aparatow
ortodontycznych jak zmieniajacej si¢ dynamiki $rodowiska jamy ustnej, moze wptywac na
wyniki badan. Dlatego tez uzasadnione wydaje si¢ by¢ prowadzenie dalszych badan i1 uzyskanie
najbardziej wiarygodnych wynikéw, pozwalajacych wybra¢ do leczenia ortodontycznego takie

materiaty, ktore ograniczaja mozliwo$¢ adhezji bakterii jamy ustnej i tworzenie biofilmu.
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1.4 Biofilm

Bakterie moga wystepowa¢ w formie planktonicznej (zbioru rozproszonych komoérek
bakteryjnych) lub w formie biofilmu, przestrzennej, zorganizowanej struktury zawierajacej
bakterie otoczone macierzg pozakomoérkowa zbudowang gléwnie z polimerdw cukrow i biatek

oraz zewnatrzkomorkowego DNA (extracellular polimeric substances — EPS).

A.

Ryc. 6. Formy wzrostu bakterii — a) forma planktoniczna, b) biofilm.

Obecnie wiadomo, ze biofilm (bakteryjny, grzybiczy) moze powsta¢ na powierzchni
zywych komorek, a formowanie biofilmu jest cecha naturalng wszystkich bakterii tworzacych
mikroflore skory i btony $luzowej. Réwniez bakterie chorobotworcze wnikajace do organizmu W
formie planktonicznej, po wstgpnym etapie adhezji do komoérek gospodarza, tworza we wrotach

zakazenia biofilm.
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Ryc. 7. Etapy powstawania biofilmu.

Faza odwracalnej adhezji (adherencji).

Komorki bakterii (forma planktoniczna) tworza skupiska osiadajac na podtozu 1
przyczepiajac si¢ do niego. Poszczegdlne komorki facza si¢ ze soba w wyniku
oddziatywania elektrostatycznego i sit van der Waalsa lub za pomoca specyficznych

receptorow znajdujacych si¢ na komodrkach gospodarza lub biomateriatu.

Nieodwracalna adherencja.

W drugim etapie nastgpuje produkcja macierzy, ktorej gléwnymi sktadnikami sg
polisacharydy $ciany komorkowej (EPS) zawierajace reszty glikozydowe i1 mannoze

prowadzace do nieodwracalnego zwigzania bakterii z powierzchnia.
| etap dojrzewania biofilmu: kolonizacja i wzrost.

Nastepuje dalsza synteza EPS do momentu catkowitego otoczenia powstatych kolonii i
stworzenia przestrzennej, trojwymiarowej struktury macierzy biofilmu.
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e |l etap dojrzewania biofilmu.

Do istniejacych mikrokolonii przytaczajg si¢ kolejne komorki bakteryjne i drobnoustroje
innych gatunkow, rodzajéw. Drobnoustroje wysylaja substancje sygnatowe (Quorum
sensing) stymulujace dalszy wzrost i rozwdj biofilmu. Na tym etapie biofilm tworza,
oprocz zywych drobnoustrojow, takze komorki martwe i substancje organiczne, produkty

metabolizmu bakterii i wchionigtych substancji odzywczych.

e Rozpad biofilmu: rozproszenie bakterii i tworzenie nowych skupisk.

Cze$¢ zywych komorek odlacza si¢ od starego biofilmu 1 bierze udziat

w tworzeniu nowych kolonii i nowego biofilmu.

Zakazenia wywotane przez drobnoustroje ukryte w biofilmie sg trudne do eliminacji, takze przy
sprawnym funkcjonowaniu uktadu odpornosciowego gospodarza. Sktadniki macierzy biofilmu
(EPS) chronig bakterie przed atakiem immunologicznym (np. fagocytoza) oraz przed wnikaniem
chemioterapeutykow (antybiotykow). W zaleznos$ci od rodzaju bakterii EPS moze zawieraé
polisacharydy, biatka i DNA. Gléwna rolg¢ w opornosci bakteryjnej odgrywa egzopolisacharyd
(EPS) izolujacy wigkszos¢ bakterii od substancji mikrobojczych (antybiotykow, antyseptykow) i
komorek uktadu immunologicznego. Sugeruje si¢, ze EPS moze tworzy¢ barier¢ dyfuzyjna lub

wigzac 1 neutralizowac niektdre substancje przeciwbakteryjne.
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Ryec. 8. Przyklady przewleklych stanéw zapalnych z towarzyszacym biofilmem.

1.5 Mikrobiom jamy ustnej

Jama ustna kolonizowana jest przez rozne drobnoustroje Gram dodatnie i Gram ujemne.
Warunki ekologiczne w jamie ustnej nigdy nie sg trwate przez dluzszy okres. Ekosystem jamy
ustnej podlega znacznym wahaniom podczas wymiany uzebienia mlecznego na uzgbienie stale.
Dodatkowo na ekologie jamy ustnej wpltywaja ekstrakcje zebow, uzupelnienia protetyczne i
aparaty ortodontyczne oraz wszystkie zabiegi stomatologiczne, tacznie z usuwaniem kamienia
nazgbnego 1 osadu oraz zakladaniem wypetnien. Przejsciowe zmiany stabilnosci ekosystemu
jamy ustne] moga by¢ wywotywane czestotliwoscig spozywania 1 rodzajem przyjmowanego
pokarmu, zmienno$cig przeptywu $liny czy dhugotrwalym stosowaniem antybiotykéw.[Marsh i
Martin 1994]

Na zebach wystepuja glownie bakterie Gram dodatnie, aerotolerancyjne beztlenowce

takie jak Streptococcus sangius i Streptococcus mutans. W kieszonce przyzebnej mogag
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wystepowac catkowicie beztlenowe warunki, co ma duzy wplyw na rodzaj drobnoustrojow
kolonizujacych te miejsca. Do bezwzglednych beztlenowcow zalicza si¢ bakterie z rodzaju
Actinomyces czy Porphyromonas gingivalis.

Streptococcus mutans jest Gram dodatnim paciorkowcem, stanowigcym fizjologiczng
flore jamy ustnej. Nalezy do glownych czynnikow etiologicznych odpowiedzialnych za
prochnice jamy ustnej. Jako bakteria mlekowa w obecnosci cukrow produkuje kwas mlekowy,
ktéry powoduje uszkodzenie szkliwa. Dieta bogata w weglowodany pozwala im na produkcje
zewnatrzkomorkowych zwigzkéw polisacharydowych, co umozliwia komorkom przyleganie do
szkliwa i do siebie wzajemnie. Bakterie Streptococcus mutans na powierzchni zgbow wystepuja
w formie biofilmu.

Porphyromonas gingivalis jest Gram ujemna pateczka, nalezaca do fizjologicznej flory
jamy ustnej. Jest wysoce zjadliwym gatunkiem, bytuje gtdéwnie w kieszonkach dzigstowych.
Wytwarza rézne enzymy i cytotoksyczne metabolity, ktore odpowiedzialne sa za powstawanie
chorob przyzebia [Heczko 2007, Salyers i Whitt 2001, Samaranayake 2002]. P. gingivalis jest
bakterig charakterystyczng dla srodowiska jamy ustnej i poza nig praktycznie nie wystepuje,
sporadyczne izolacje stwierdza si¢ podczas takich infekcji, jak przewlekle zapalenie ucha

srodkowego czy tez perforacja w przebiegu zapalenia wyrostka robaczkowego.

1.6 Plytka nazebna, biofilm bakteryjny a stany zapalne i infekcyjne jamy

ustnej

Obecnie wiadomo, ze ptytka nazebna jest naturalng forma kolonizacji powierzchni zebodw
1 stanowi wielogatunkowa posta¢ biofilmu tworzonego w okreslonej kolejnosci przez rozne
bakterie. Interesujgce jest, ze te same bakterie plytki nazebnej sg izolowane zaréwno od 0s6b bez
proéchnicy, jak i z rozwinigta prochnica zebdw i chorobami przyzebia. Natomiast u pacjentéw z
chorobami jamy ustnej wzrasta liczba bakterii takich gatunkoéw jak Streptococcus mutans (w
prochnicy) czy Porphyromonas gingivalis (w zapaleniu przyzgbia). Zatem bakterie flory statej
jamy ustnej w przypadku ich nadmiaru lub zachwianej rownowagi z innymi bakteriami stajg si¢
czynnikiem etiologicznym prochnicy i stanéw zapalnych tkanek migkkich jamy ustnej[He i Shi

2009, Marsh i wsp. 2011, Struzycka 2010].
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Plytka nazg¢bna, biofilm bakteryjny jamy ustnej (Dental plaque) jest migkkim osadem
mocno przylegajacym do powierzchni zeboéw lub innych twardych powierzchni znajdujacych si¢
w jamie ustnej, wlaczajac w to uzupetnienia protetyczne i aparaty ortodontyczne. Ptytka nazgbna
zbudowana jest z macierzy pozakomorkowej 1 komoérek mikroorganizméw. Macierz sktada si¢ z
elementéw pochodzenia bakteryjnego (polisacharydy) oraz skladnikéw pochodzacych od
gospodarza (glikoproteiny §liny, obumarte komorki, biatka surowicy).

Plytka nazebna (biofilm) jest wielokomorkowym 1 wielogatunkowym organizmem.
Sktada si¢ przede wszystkim z bakterii, ale moze rowniez zawiera¢ grzyby z rodzaju Candida.
Jeden gram ptytki zawiera oko 2 x 10™* drobnoustrojow. Ptytka nazebna moze wystepowaé jako
ptytka naddzigstowa lub poddzigstowa w zaleznosci od potozenia w stosunku do brzegu dzigsta.

Rozw¢j plytki jest procesem wieloetapowym. W krotkim czasie po dokladnym
oczyszczeniu zgbow ich powierzchnia pokrywa si¢ warstwa adsorbowanych ze $liny biatek
bogatych w proling, tyrozyne, histydyng¢ oraz mucyne, ktére maja powinowactwo do
hydroksyapatytow szkliwa. Powstajagca warstwa nazwana jest ostonka nabytg (aquired pellicle),
tzw. pelikulg. Ostonka stanowi doskonate podtoze dla wzrostu wielu gatunkéw drobnoustrojow,
bowiem juz po kilku godzinach pellikule zaczynaja zasiedla¢ bakterie. Bakterie kolonizuja ja
dzigki obecnym na swoje powierzchni adhezynom, ktorych rola polega na rozpoznawaniu
receptorow znajdujacych si¢ na komorkach nabtonka szczeliny dzigstlowej 1 na powierzchni
szkliwa (zjawisko adhezji). Nie wszystkie drobnoustroje posiadajg zdolnos¢ adhezji.

Te bakterie, ktore tej zdolnosci nie posiadaja wykorzystuja zjawisko koagregacji,
polegajace na przyczepianiu mikroorganizmow do bakterii, ktoére wczesniej si¢ przyczepity.
Dodatkowymi czynnikami utatwiajacymi si¢ tworzenie masy plytkowej sa wypustki bakteryjne
- fimbrie oraz glikokaliks - ostonka weglowodanowo-biatkowa wytwarzana przez bakterie.
Wyrdznia si¢ dwa rodzaje fimbrii bakteryjnych: zwykle, ktére biorg udzial w kolonizacji
powierzchni zgba oraz rozrodcze, odpowiedzialne za rozmnazanie. [Janczuk 2004(B)]

Przy powstawaniu ptytki znaczenie majg rowniez mechanizmy fizykochemiczne: zar6wno
dodatnie, jak 1 uyjemne oddziatywania elektrodynamiczne oraz sity van der Waalsa.

W pierwszej fazie tworzenia plytki nazebnej (1-2 dni) dominujg bakterie gram dodatnie,
ziarniaki 1 paleczki. Przy duzej podazy cukréw wczesna plytka szybko si¢ namnaza i tworza si¢

warunki do jej dalszego rozwoju.
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Po 3-5 dniach pojawiajg si¢ gram ujemne ziarniaki 1 pateczki. W okresie 7-9 dni w ptytce
zaczynaja pojawia¢ si¢ bakterie nitkowate, kretki, wrzecionowce, urzgsione bakterie obdarzone
ruchem. Stopniowo rozwija si¢ ptytka poddzigstowa, w ktorej zaczynaja dominowaé bakterie
beztlenowe. Flora nabiera cech chorobotwoérczych dla choroby przyzgbia. Mowimy wtedy o
dojrzatej ptytce nazebnej. Nieusunigta plytka nazgbna mineralizuje i tworzy kamien nazebny.
Niekontrolowany dalszy wzrost biofilmu jamy ustnej prowadzi do powstania plytki

poddzigstowe;.

T

Poéiny biofilm

|
Ll

Oslonka nabyta (,,acquired pellicle”)

Powierzchnia z¢ba |

Ryc. 9A. Model czasoprzestrzenny tworzenia si¢ plytki nazebnej. Bakterie tworzace
»wczesny biofilm” (Streptococcus spp.) posiadaja adhezyny rozpoznajace receptory ostonki
nabytej 1 jako pierwsze tworzg kolonie na powierzchni zeba. Kolejne warstwy biofilmu tworza
bakterie koagregujace z ,,pionierskimi” bakteriami, co umozliwia tworzenie kolejnych warstw
ptytki nazgbnej przez bakterie ,,p6Zznego biofilmu” (na podstawie Pasich i wsp. 2013, Post. Hig.
Med. Dosw).
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Ryc. 9B. Zdje¢cie plytki naz¢bnej.

Drobnoustroje i ich produkty metabolizmu bedace podstawowym sktadnikiem phytki
nazebnej sg gldéwng przyczyng chordb przyzebia, ktore mozna podzieli¢ na 2 podstawowe grupy:
zapalenia dzigsel i choroby przyzebia.

Zapalenie dzigsel wywotane jest obecno$cig bakterii w plytce nazebnej, dzigsta sa
czerwone, obrzekniete i tatwo krwawig, ale kosci 1 tkanki mickkie otaczajace zab nie ulegaja
zniszczeniu. Objawy zapalenia dziaset po leczeniu ulegaja remisji. Nieleczone zapalenie dzigset
moze przeistoczy¢ si¢ w zaawansowang forme¢ wywolujac choroby przyzgbia, w ktérych
dochodzi do nieodwracalnego niszczenia kosci i tkanek migkkich otaczajacych zab. Dzigsto
odsuwa si¢ od zgba tworzac patologiczne kiszonki, ktére szybko ulegaja infekcji, co w
konsekwencji prowadzi do niszczenia kosci i1 tkanki lacznej utrzymujace zeby w szczece, co

ostatecznie moze prowadzi¢ do ich rozchwiania.
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1.7 Antyseptyki stosowane w ortodoncji. Chlorheksydyna (CHX)

Chlorheksydyna (CHX) jest organicznym zwiazkiem chemicznym, pochodng biguanidu, o

chemicznym sktadzie: 1,6-dwu(-4-chlorofenylo-dwuguanido)-heksan o wzorze C,;H3oCloNy.

¢ NH NH H
N

N
H NH

NH
Chlorheksydyna

Chlorheksydyna w duzych stezeniach doprowadza do rozerwania btony komodrkowej 1
zniszczenia bakterii, w mniejszych stezeniach zwigksza przepuszczalnos¢ btony komoérkowej
bakterii 1 zaburza ich metabolizm. Uzywana jest gldwnie jak antyseptyk odkazajacy skore, blony
Sluzowe, rany oraz narzedzia chirurgiczne. Ze wzgledu na silne wlasciwosci bakteriobdjcze i
bakteriostatyczne oraz przeciwgrzybicze i przeciwwirusowe, znalazla szerokie zastosowanie w
stomatologii 1 ortodoncji, gdzie jest najczesciej stosowanym antyseptykiem. CHX jest "ztotym
srodkiem" w terapii miejscowej chorob przyzebia, dzigki zdolno§ciom hamowania odktadania
ptytki nazebnej (profilaktyka préchnicy), poprzez znaczng redukcje liczby mikroorganizméow w
jamie ustnej 1 hamowanie namnazania bakterii w plytce naddzigstowej. Wiasciwosci
przeciwgrzybicze wykorzystywane sa3 w kompleksowym leczeniu kandydozy jamy ustnej
[Malicka 1 wsp. 2005, Pasich 1 wsp. 2013, Varoni 1 wsp. 2012]. CHX jest rOwniez stosowana w
leczeniu endodontycznym do plukania kanatéw zebowych jako alternatywa dla podchlorynu sodu
(NaOCl) [Gomes i wsp. 2013]. CHX w porownaniu do NaOCI charakteryzuje si¢ mniejsza
cytotoksycznoscig dla tkanek okolowierzchotkowych. Poprzez taczenie si¢ z tkankami zeba, z
ktorych jest pdzniej stopniowo uwalniana, polepsza efektywnos$¢ leczenia kanatowego [Varoni i
wsp. 2012, Gomes i wsp. 2013] oraz wywotuje mniejszy bol pozabiegowy (do 6h) w leczeniu
kanatowym w poréwnaniu do 5,25% NaOCI [Bashetty i Hegde 2010]. W dodatku CHX nie plami
ubran 1 jest bezzapachowa w stosunku do NaOCl [Gomes 1 wsp. 2013]. Najwiecksza wadg CHX w
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leczeniu kanatowym jest niemozno$¢ rozpuszczania organicznych, nekrotycznych tkanek zeba
[Luddin 2013], przez co utrudnione jest usuwanie endotoksyn bakteryjnych z kanatow [Gomes i
wsp. 2013]. Dlatego tez CHX moze by¢ stosowana tylko jak dodatkowy (razem z NaOCI) lub
koncowy irrygant w leczeniu kanatlowym. W badaniach [Basrani i wsp. 2007] stwierdzono
tworzenie si¢ karcinogennego zwigzku parachloroaniliny (PCA) po potaczniu si¢ CHX z NaOCl,
przy czym inni badacze [Thomas i Sem 2010, Nowicki i Sem 2011] nie stwierdzaja tworzenia si¢
PCA w wyniku takiej interakcji. Ponadto do wad CHX zaliczy¢ trzeba zdolnos$¢ przebarwiania
zebow, jezyka, wypelien z materialow ztozonych i glassionomerowych oraz wywoltywanie
podraznien blony §luzowej i zaburzen smaku, ktére ustepuja po zaprzestaniu terapii [Gent 1 wsp.
2002]. Zbadano rowniez [Keni i wsp. 2012], ze CHX sporadycznie moze wywotywa¢ reakcje

alergiczne przy powierzchownym stosowaniu.
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CHX stosowana jest najczesciej w formie plukanek o najbardziej efektywnym stezeniu 0,2%,

niemniej jednak stosowana jest i w innych postaciach, ktore obrazuje ponizsza tabela.

Pasty do zebéw Plukanki Aerozol Zele Lakiery Preparaty do
plukania
kanalow

Elgydium Corsodyl Perioaid Corsodyl Cervitec (1% Gluxodent
(0,004% CHX CHX)
(0,1% lub (0,12% CHX) | (1% CHX) (2% CHX)
0,2% CHX)
Kin Gingival | Curasept ADS | Periokin Spray Elugel Varnish EC40 | Gluco-CheX
(0,2% CHX)
(0,12% CHX) | (0,05% CHX) (0,2%CHX) (12%) (2% CHX)
Lacalut Curasept Eluspray Oralgene
(0,12% lub
0,2% CHX) | (0.2% CHX) [ (1% CHX)
Curasept ADS Eludril Curasept ADS Parodium
0,5%
(0,05% lub (0,1% CHX) ( ) (0,02% CHX)
0,12% CHX)
Kin Gingival Perioaid
(0,12% CHX) (0,12% CHX)
Oral B Periogel
(0,12% CHX) (0,12% CHX)
Paradontax Periokin gel
(0,12% CHX) (0,2% CHX)
Chlorhexamed GLUXOGEL
(0,1% CHX) (2% CHX)

Tabela 1. Preparaty dentystyczne zawierajace chlorheksydyne¢ (CHX)
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1.8 Chloramina tauryny (TauCl) i bromamina tauryny (TauBr) - wlasciwosci

biologiczne i zastosowanie kliniczne

Cl
@)
N\ _CHy _N__
S “CH, H
HO™ \\
O Chloramina tauryny (TauCl)
Br

0
\ _CH, _N
/\s/ “CH, H

HO \\O

Bromamina tauryny (TauBr)

Haloaminy tauryny, chloramina tauryny (TauCl) i bromamina tauryny (TauBr) sa
fizjologicznymi  produktami aktywowanych neutrofilow 1 komoérek kwasochtonnych
(eozynofilow). Powstaja w odczynie zapalnym jako produkt reakcji pomigdzy tauryng i1
odpowiednio kwasem podchlorowym (HOCI) i kwasem podbromowym (HOBr) [Thomas i wsp.
1995]. HOCI produkowany jest w neutrofilach pod wptywem mieloperoksydazy (MPO),
natomiast HOBr generowany jest zarowno w neutrofilach (MPO) jak i w eozynofilach w
obecnosci peroksydazy (EPO) [Klebanoff 2005, Thomas 1979, Henderson 1 wsp. 2001]

CI— + H202 + H+ — HOC] + Hzo

Br + H,O,+ H — HOBr + H,0O
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Tauryna (kwas 2-aminoetylosulfonowy) jest aminokwasem siarkowym, ktorego
zawarto$§¢ w cytozolu komorek ssakéw siega 90% wszystkich wolnych aminokwasoéw. Nie
wchodzi w sktad bialek, poniewaz w miejscu grupy karboksylowej - COOH wystepuje
ugrupowanie sulfhydrylowe - SOzH, ktore uniemozliwia tworzenie wigzan peptydowych.
Najwigksze stezenie tauryny ze wzgledu na jej dziatania antyoksydacyjne stwierdza si¢ w
tkankach narazonych na dziatanie reaktywnych form tlenu. Szczegodlnie wysoki poziom tauryna
uzyskuje w neutrofilach (gléownych komorkach ostrego odczynu zapalnego), siatkdwce oka, w
mozgu, sercu 1 mig$niach szkieletowych [Learn 1 wsp. 1990]. Calkowity poziom tauryny zalezy
od zdolno$ci organizmu do syntezy endogennej tauryny w watrobie, ilo$ci egzogennej tauryny

dostarczanej z pozywieniem i jej resorpcji w nerkach [Marcinkiewicz i wsp. 1995, 2013].

Metionina

|

COO”
|
*HasN—-CH
CH2>SH
L-cysteina
dekarboisy/acj/ w:le
Cysteamina Kwas L-cysteinowy
utlenianie l l dekarboksylacja
+ utlenianie
H>C—NH3 H>C—NH;"*
| > |
H>C—-SO> H2C—-SO3;
Hypotauryna Tauryna
MPO
H202 + CI — Hocl
EPO HOBr el
o o = e e = H>C—NHCI
: |
v H2C—SOa3~

H>C—NHBr =
Chloramina

|
H2C—-SOg3” tauryny

Bromamina
tauryny

Ryc. 10. Schemat syntezy Tau, TauCl i TauBr wg Koprowski.[2005].
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1.8.1 Wilasciwosci biologiczne TauCl i TauBr

Liczne badania in vitro wykazaty, ze obie haloaminy tauryny, TauCl i TauBr, wykazuja
wiasciwosci mikrobojcze [Gottardi 1 wsp. 2001, 2014; Gottardi 1 Nagl, 2002, 2010; Nagl i wsp.
1998, 2000, 2003] i przeciwzapalne [Park i wsp. 1995, 1997; Marcinkiewicz i wsp. 1995, 1998,
2005; Kontny i wsp. 2000, 2006, 2007; Kim i wsp. 2006, 2007, 2009].

Wilasciwosci antyseptyczne:

TauCl 1 TauBr posiadaja w stezeniach niecytotoksycznych wlasciwosci mikrobojcze
wobec szerokiego spektrum  bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych, grzybow
chorobotworczych, pierwotniakow i pasozytéw wielokomoérkowych [Gottardi 1 wsp. 2010, Nagl 1
wsp. 1998, Marcinkiewicz i wsp. 2006, Yazdanbakhsh i wsp. 1987]. Wigkszo$¢ tych badan
zostata przeprowadzona wobec formy planktonicznej drobnoustrojow. Ostatnie badania nad rola
haloamin tauryny w eliminacji biofilmu bakteryjnego wskazuja na odmienny efekt dziatania
TauCl 1 TauBr, zalezny od czasu dziatania antyseptyku i gatunku bakterii tworzacej macierz

biofilmu [Coraga-Huber i wsp. 2014, Marcinkiewicz i wsp. 2013].
Wiasciwosci przeciwzapalne:

Obie haloaminy tauryny hamuja produkcje cytokin prozapalnych (TNF-a, IL-1 and IL-6)
[Marcinkiewicz 1 wsp. 1995, Park 1 wsp. 1997]. Wykazano ponadto, ze TauCl hamuje syntezg
tlenku azotu (NO), prostaglandyny E, (PGE;) i obniza aktywno$¢ metaloproteinaz [Chorgzy i
wsp. 2002, Park 1 wsp. 1995, Kim 1 wsp. 2006]. PowyzZsze przeciwzapalne wlasciwosci haloamin
tauryny oraz zdolno$¢ TauCl do indukowania apoptozy w aktywowanych leukocytach
(neutrofilach), sugeruja udzial TauCl w wyciszaniu ostrego odczynu zapalnego [Marcinkiewicz 1

Kontny, 2012].

Bardzo istotng wiasciwoscig regulacyjng TauCl i TauBr jest ich zdolno$¢ do wygaszania
generacji ROS i indukcji hemooksygenazy tlenowej (HO-1), kluczowego enzymu w utrzymaniu

homeostazy ustroju [Olszanecki i Marcinkiewicz, 2004, Marcinkiewicz i wsp. 2009].
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1.8.2 Zastosowanie kliniczne TauCl i TauBr

TauCl i TauBr dzigki swym wtasciwosciom mikrobdjczym i przeciwzapalnym przy
jednoczesnym braku zdolno$ci do wywotywania lekooporno$ci, znalazly zastosowanie w
miejscowym leczeniu stanéw zapalnych o podtozu infekcyjnym, m.in. w okulistyce, laryngologii

czy dermatologii.

W ostatnich latach przeprowadzono liczne badania oceniajgce mozliwo$¢ podawania
TauCl i1 TauBr na skore, btony §luzowe i1 spojowke oka w stezeniach terapeutycznie skutecznych

bez wywotania dziatan niepozadanych [Nagl i wsp. 2003, Marcinkiewicz i wsp. 2008].

Miedzy innymi wykazano, ze TauBr jest skuteczna w leczeniu miejscowym zmian
skornych tradzika pospolitego. Badania pilotowe wykazaly, ze efekt terapeutyczny TauBr jest
poréwnywalny z efektem 1% zelu z klindamycyna, jednakze bez ryzyka wystapienia
lekooporno$ci [Marcinkiewicz i wsp. 2006, 2008].

TauCl moze rowniez znalez¢ zastosowanie w leczeniu infekcji drog moczowych i ran
przewlektych wywotanych przez bakterie P. aeruginosa. Badania wykazaty, ze podanie TauCl w
postaci wlewek przynosito korzystny efekt leczniczy bez wywotania niepozadanych objawow

miejscowych 1 ogélnoustrojowych [Nagl i wsp. 2003].

Istnieje coraz wiecej doniesien wskazujacych na skuteczne stosowanie pochodnych
tauryny (TauCl, TauBr, taurolidyna TauD) jako substancji antyseptycznych w stomatologii.
Dzigki swym wiasciwosciom mikrobdjczym 1 przeciwzapalnym pochodne tauryny moga zostacé
wykorzystane w leczeniu choréb przyzebia. Liczne proby wskazuja, Zze stosowane w postaci
ptukanek do ust TauCl, TauBr i TauD dziataja mikrobdjczo na bakterie odpowiedzialne za
tworzenie ptytki nazgbnej, prochnicy i za stan zapalny jamy ustnej [Mainnemare 1 wsp. 2004,

Arweiler i wsp. 2012].
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Haloamina

Rodzaj zapalenia (schorzenia)

TauCl

stany zapalne przyzebia

zapalenie spojowek

zapalenie ucha zewngtrznego
przewlekte zapalenie cewki moczowej

TauBr

tradzik pospolity
przewlekte zapalenie stawdw

Tabela 2. Proponowane zastosowanie kliniczne TauCl i TauBr
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2. Cel pracy

Glownym celem niniejszej rozprawy doktorskiej byta proba odpowiedzenia na pytanie
czy rodzaj materiatu aparatu ortodontycznego ma wptyw na adhezj¢ bakterii i tworzenie biofilmu
ortodontycznego. Odpowiedz na to pytanie zostala uzyskana w oparciu o przeprowadzone
badania stopnia adhezji S. mutans do wybranych materiatow stosowanych w ortodoncji oraz o

szczegotowq analize literatury fachowe;.

Drugim celem poznawczym bylo sprawdzenie, czy haloaminy tauryny (TauCl i TauBr) moga
mie¢ zastosowanie w stomatologii w zapobieganiu, kontroli i usuwaniu biofilmu
ortodontycznego. Przeprowadzono analiz¢ poréwnawcza wlasciwosci antyseptycznych 1
przeciwzapalnych TauCl i TauBr z wlasciwosciami chlorheksydyny (CHX), zlotego standardu

stosowanego w stomatologii.
Badania objely nastepujace zagadnienia:

* Ocene mikrobojczego dziatania CHX, TauCl 1 TauBr na wybrane drobnoustroje biofilmu
ortodontycznego (S.mutans, P.gingivalis, C. albicans). Oznaczono MIC badanych antyseptykow
wobec planktonicznej formy drobnoustrojéw i wobec drobnoustrojow ukrytych w biofilmie
pokrywajacym materiaty ortodontyczne.

* Oceng wlasciwosci cytotoksycznych oraz przeciwzapalnych CHX, TauCl 1 TauBr. Wplyw na
produkcje cytokin (TNF-a, IL-6, IL-10), reaktywnych form tlenu (ROS), tlenku azotu (NO) oraz
na zywotnos$¢ aktywowanych komorek odczynu zapalnego in vitro.

Nadrzgdnym celem pracy byt jej aspekt kliniczny, zwrdcenie uwagi na rolg
niekontrolowanego biofilmu bakteryjnego jamy ustnej (ptytki nazebnej) w pojawianiu si¢
niepozadanych skutkow leczenia stalymi aparatami ortodontycznymi oraz zaproponowanie
TauBr, alternatywnego antyseptyku dla chlorheksydyny (CHX), wykazujacego podwojne

dziatanie, mikrobojcze i1 przeciwzapalne.
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3. Materialy i metody

3.1 Odczynniki i materialy

Ptodowa surowica bydleca (FBS) (Irvine Scientific, Santa Ana, CA, USA); tioglikolan,
MTT, standard mysiego TNF-a (Sigma, St. Louis, MO, USA); NaOCI, rekombinowany mysi
TNF-a, lipopolisacharyd E. coli 0.111:B4 (LPS) (Aldrich, Steinham, Niemcy); heparyna (Polfa,
Warszawa, Polska); podtoza: RPMI 1640, DMEM (Gibco, Grand Island, NY, USA); szczurze
przeciwciata monoklonalne: przeciw mysiej IL-6 (MP5-20F3 i MP532C11), przeciw mysiej IL-
10 (JES5-2A5 i JES5-16E3), przeciw mysiemu TNF-a (TN319.12), biotynylowane szczurze
przeciwcialo poliklonalne przeciw mysiemu TNF-o (Pharmingen, San Diego, CA, USA);
rekombinowana mysia IL-6 (PeproTech, Rocky Hill, USA); rekombinowana mysia IL-10
(Genzyme, Cambridge, UK); StreptavidinHRP (Vector, Burlingame, CA, USA); odtluszczone
mleko w proszku (Marvel, Dublin, Irlandia); tauryna, chlorheksydyna (CHX), luminol, zymosan,
kwas podchlorawy (HOCI) (Sigma Aldrich); Hank‘s balanced salt solution (HBSS) (Lonza).
Ptytki Petriego o $rednicy 100 mm, butelki hodowlane o pojemnosci 50 i 150 ml, ptytki 24- i 96-
dotkowe ptaskodenne, probowki plastikowe o pojemnosci 15 i 50 ml (Costar, Cambridge, MA,
USA); plytki do chemiluminescencji (Nunc, Roskilde, Dania);

3.2 Przygotowanie roztworow substancji antyseptycznych

Do badan przygotowano: 1% (10mg/ml) roztwor glukonianu chlorheksydyny (CHX)
(Sigma-Aldrich), 1% (10 mg/ml) roztwor podchlorynu sodu (NaOCl) (Sigma —Aldrich), 0,2%
(11 mM) roztwoér bromaminy tauryny (TauBr) oraz 0.18% (10 mM) roztwor chloraminy tauryny
(TauCl). Przeprowadzono réwniez badania aktywnos$ci bakteriobdjczej mieszaniny CHX z
NaOCI, TauBr i TauCl. Roztwory TauCl i TauBr przygotowano wedtug procedury stosowanej w
Katedrze Immunologii UJ CM (Marcinkiewicz i wsp. 1995).
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CHX | TauBr | TauCl | NaOCI
% mg/ml mM
1 10 20,9 48 55,06 149
0,5 5 10,4 24 27,54 74
0,2 2 4,19 10 11 29
0,1 1 3,16 4,8 55 14
0,05 0,5 1 2,4 2,75 7,4
0,02 0,2 0,41 0,97 1,01 2,9
0,01 0,1 0,209 0,48 0,55 1,49
0,005 0,05 0,104 0,24 0,27 0,74
0,002 0,02 0,041 0,09 0,11 0,29
0,001 0,01 0,0209 0,048 0,055 | 0,149
0,0005 0,005 0,0104 0,024 0,027 | 0,074
0,0002 0,002 0,0041 0,009 0,011 | 0,029
0,0001 0,001 0,002 0,0048 0,005 | 0,014

Tabela 3. Przeliczenie stezenia wagowo-procentowego na mM badanych zwiazkow.

Stezenia badanych zwigzkéw sg przedstawione w niniejszej pracy albo w wagowych stezeniach
procentowych (%), albo w stezeniach milimolowych (mM). Klasyczne, wagowe stezenie
procentowe to liczba gramow zwigzku, jaka jest obecna w 100 g roztworu, jednak w przypadku
rozcienczonych roztworé6w wodnych zazwyczaj stezenie procentowe oznacza w praktyce liczbe
gramow zwigzku chemicznego obecnego w 100 ml roztworu, gdyz przyjmuje si¢ tu, ze w
przyblizeniu roztwory takie majg gesto$¢ zblizong do wody, — czyli 100 g/100 ml. Stezenie
molowe jest rowne stosunkowi liczby moli n substancji rozpuszczonej do obje¢tosci roztworu. W
literaturze chemicznej powszechnie stosuje si¢ mol/l, zapisywane jako (M). Do wyrazania niskich
stezen stosuje si¢ tez jednostki mM (milimol) i uM (mikromol). Przedstawienie wynikow w
réznych jednostkach wynika z faktu, ze w pracach innych autorow jak | w preparatach
dentystycznych koncentracja CHX jest podawana w %. Natomiast wigkszo$§¢ prac podaje

stezenia TauBr i TauCl w uM lub mM.
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3.3 Synteza chloraminy tauryny (TauCl)

Do badan uzyto sél sodowa TauCl syntetyzowang przez Prof. Marcusa Nagla (Instytut
Mikrobiologii Uniwersytetu w Innsbrucku, Austria).

W celu uzyskania monochloraminy tauryny (TauCl) rozpuszczano krystaliczng Ltauryne
(Sigma, St. Louis, USA) w DPBS (pH = 7,4) do uzyskania st¢zenia 40 mM. Analogicznie
przygotowywano 35-40 mM roztwor NaOCI (Aldrich, Steinham, Niemcy) w DPBS (pH = 10,0 -
11,0). Nastepnie 5 ml roztworu NaOCl dodawano po kropli do 5 ml roztworu tauryny, ciagle
mieszajac. Wielko§¢ stezenia TauCl w produkcie koncowym oraz obecno$¢ ewentualnych
zanieczyszczen (gtoéwnie TauCly) okre$lona zostala spektrofotometrycznie za pomoca

spektrofotometru ,,Power Wave X”. Molowy wspotczynnik absorpcji dla TauCl - 429 M™cm™
przy A252.

3.4 Synteza bromaminy tauryny (TauBr)

TauBr syntetyzowano w dwuetapowej procedurze. W pierwszym etapie zsyntetyzowano
NaOBr w reakcji rownomolowych ilosci bromku sodu NaBr oraz NaOCl w buforze
fosoforanowym (DPBS).W takich warunkach wszystkie obecne jony OCI’, reaguja z jonami Br".
Obecnos$¢ 1 stezenie NaOBr sprawdzano spektrofotometrycznie w zakresie fal =200 to 400nm,
molowy wspotezynnik absorpcji dla NaOBr -332 M™cm™ przy Asze.W drugim etapie mieszano
rowne ilosci NaOBr 1 tauryny przez nakroplenie roztworu 20mM NaOBr do roztworu 400mM
tauryny. Wielko$¢ stezenia TauBr w produkcie koncowym oraz obecnos$¢ ewentualnych
zanieczyszczen (gtownie TauBry) okreslona zostala spektrofotometrycznie za pomoca
spektrofotometru ,,Power Wave X”. Molowy wspdtczynnik absorpcji dla TauBr - 430 MZcm™
przy Aazss.

3.5 Przygotowanie szczepow bakteryjnych (wg. Pasich i wsp. 2013)

Do badan uzyto szczepy z kolekcji szczepow wzorcowych Streptococcus mutans ATCC
25175 (S. mutans), Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 (P. gingivalis), Candida albicans
ATCC 90029 (C. albicans).
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Szczepy bakteryjne przechowywano w stanie zamrozenia w -70°C w mikrobankach,
przed przystapieniem do badan posiewano na podtoza state i inkubowano w odpowiednich
warunkach. S. mutans posiewano na podtoze Tryptic Soy Agar zawierajacego 5% krwi baraniej i
inkubowano w warunkach tlenowych (w obecnosci 5% CO,), w temp 37°C, przez 72 godziny. P.
gingivalis posiewano na podtoze Scheadler Agar z dodatkiem heminy i witaminy K3 i
inkubowano w warunkach beztlenowych przez 7 dni. C. albicans posiewano na podtoze

Sabourauda Agar i inkubowano w temp 37°C przez 48 godzin.

3.6 Materialy ortodontyczne

Do badan przygotowano plytki o identycznej grubosci (Imm) i wymiarach 5x5 mm z

nastepujacych materiatow:

A. Akrylu — stosowanego do wykonania wigkszosci ruchomych aparatow ortodontycznych
(leczniczych, profilaktycznych i retencyjnych). (Villacryl H Plus, Zhermapol, Polska)

B. Stali chromo-niklowej — stosowanej do produkcji zamkow, pierScieni i drutow
ortodontycznych. (Remanium CSe, Dentaurum, Niemcy)

C. Stopu chromo-kobaltowego — uzywanego do produkcji zamkow ortodontycznych (alternatywa
dla 0s6b uczulonych na nikiel) (Remanium GM 800+, Dentaurum, Niemcy)

D. Kompozytu — budulca zamkow kompozytowych oraz material adhezyjny sluzacy do
cementowania. (Heliosit Orthodontic, Ivoclar, Lichtenstein)

3.7 Przygotowanie plytek do badania adhezji wybranych drobnoustrojow

Plytki zostaly dokladnie wyjalowione w autoklawie w temp. 121°C, ci$nienie 1 atm.,
przez 15 min. W celu zwigkszenia adhezji mikroorganizméw jatowe ptytki inkubowano w

roztworze mucyny (2,5 mg mucyny/ml DPBS) przez 24 godziny, w temp. 37°C.

37



3.8 Ocena adhezji Streptococcus mutans i1 Candida albicans i tworzenia
biofilmu na powierzchni wybranego materialu ortodontycznego. OKkreslenie
ilosci przylegajacych drobnoustrojow (CFU/plytke) i obrazowanie biofilmu —

mikroskop skaningowy

Bezposrednio przed rozpoczgciem badania z hodowli na podlozach statych
przygotowywano zawiesine S. mutans w stezeniach 10° CFU/ml. 100 ul zawiesiny dodano do
studzienek zawierajacych 1 ml ptynnej pozywki TSB (Triptic soy Broth, firmy Becton Dickinson
and Company). Pokryte mucyng ptytki inkubowano w studzienkach przez 24 lub 2 godziny w
temperaturze 37°C. Po inkubacji ptytki doktadnie przeplukano 0,9% NaCl w celu usunigcia
niezwigzanych i martwych bakterii. Nastepnie, w celu okreslenia ilosci zywych, adherentnych
bakterii, ptytki odci$ni¢to na podtozu kontaktowym Contact Agar Tryptic Soy (firmy Heipna).
Hodowle inkubowano przez 48 godzin w temperaturze 37°C, w warunkach zwigkszonego

stezenia CO; (5%). Po zakonczeniu inkubacji liczono kolonie wyroste na podtozu statym.

Powyzsza procedure wykonano roéwniez z zastosowaniem Candida albicans
wykorzystujagc do inkubacji zamiast bulionu TSB ptynne podtoze Sabourouda liquid medium
(firmy Biomericeux). Hodowle C. albicans prowadzono przez 48 godzin w warunkach tlenowych

w temperaturze 37°C.

Proces adhezji drobnoustrojéw i tworzenia biofilmu na powierzchni materiatéw
ortodontycznych potwierdzono metoda mikroskopii skaningowej poprzez wizualizacje

tworzacego si¢ biofilmu na powierzchni badanych plytek.

3.9 Przygotowanie plytek do mikroskopu skaningowego

Plytki zanurzono w 4% formalinie 1 przechowywano w temperaturze pokojowej przez 24
godziny. Nastgpnie przeprowadzono proces odwadniania zanurzajagc ptytki w  kolejno
wzrastajacych stezeniach alkoholu etylowego (30, 50, 75 1 96%), a nastgpnie w alkoholu
absolutnym, w kazdym po 15 minut. Ptytki suszono na powietrzu w temperaturze pokojowe;j.
Plytki przyklejono do podstawy srebrnym klejem a nastepnie napylono zlotem w napylarce
prozniowej [Glowacki 1 wsp. 2014
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3.10 Metoda tworzenie wielogatunkowego biofilmu (Candida albicans i
Streptococcus mutans) na powierzchni plytek wybranych materialow

ortodontycznych

Plytki pokryte mucyng inkubowano w 1 ml ptynnej pozywki Sabourouda liquid medium
zawierajacej 100 ul zawiesiny C. albicans o gestosci 10° CFU/ml. Plytki inkubowano przez 24
godziny w temp. 37°C. Po inkubacji ptytki doktadnie przeptukano 0,9% NaCl i przeniesiono do
1 ml ptynnej pozywki zawierajacej 100 ul zawiesiny S. mutans o gestosci 10° CFU/mI. Inkubacje
prowadzono przez 24 h w temp. 37°C, po inkubacji ptytki ponownie doktadnie przeptukano i
odcisnigto na statym podlozu kontaktowym TSA zawierajacym ketokonazol (2pg/ml, firmy
Sigma) czynnik hamujacy wzrost C. albicans. Hodowle inkubowano przez 48 godzin w
temperaturze 37°C, w warunkach podwyzszonego stezenia CO; (5%). Po zakonczeniu inkubacji

liczono kolonie S. mutans wyroste na podtozu statym.

3.11 OkreSlenie mikrobdjczego dzialania CHX, TauBr, TauCl i NaOCl na

forme planktoniczng badanych drobnoustrojow.

Bezposrednio przed rozpoczgciem badania z hodowli na podlozach stalych
przygotowywano zawiesing drobnoustrojéw w stezeniach 10° CFU/mI i 108 CFU/ml. Objetosé
zawiesiny wynosita 100 pl. Szczepy S. mutans, P. gingivalis i C. albicans inkubowano w
zamknigtych probowkach z réznymi stezeniami substancji badanych. Zakres st¢zen badanych
zwigzkow wynosit: 0.00002-1% dla CHX, 0.001-10mM dla TauBr i TauCl oraz 0.0001- 1% dla
NaOCl.

Do badan wykorzystywano rozciefnczenia potowkowe (w postepie arytmetycznym)
badanych substancji w 0,9% NaCl lub w obecnosci 25% surowicy ludzkiej w 0,9% NaCl.
Inkubacje prowadzono w temp 37°C przez 1 godzing, po zakonczeniu inkubacji bakterie
posiewano na podtoza stale, pobierajac z kazdej probowki po dokladnym wymieszaniu 100 pl
zawiesiny. Dla szczepu S. mutans stosowano podtoze Tryptic Soy Agar + 5% odwldoknionej krwi
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baraniej, hodowle inkubowano przez 48 godziny w temp 37°C, w warunkach zwigkszonego
stezenia CO, (5%). Dla P. gingivalis stosowano podtoze Scheadler Agar + 5% krwi baraniej,
inkubacje prowadzono przez 5 dni w warunkach beztlenowych w temperaturze 37°C. Dla C.
albicans stosowano podloze Sabourauda Agar, inkubacje prowadzono przez 48 godzin w

warunkach tlenowych w temperaturze 37°C.

Po zakonczeniu inkubacji liczono ilo$¢ kolonii, uwzgledniajac rozcienczenie i poréwnujac
z kontrolg. Przygotowujac kontrole wzrostu postgpowano jak w przypadku probek badanych, nie
dodajac substancji przeciwbakteryjnej. Badania w uktadzie kontrolnym 1 badawczym

przeprowadzono 3-krotnie dla kazdego modelu badawczego.

Dziatanie mikrobodjcze badanych substancji okreslono jako MIC (ang. minimal inhibitory
concentration), najmniejsze stezenie $rodka bakteriobdjczego catkowicie hamujace wzrost
drobnoustrojow, wyrazone w wagowym stezeniu procentowym (1% = 1g substancji/100 ml

roztworu).

Ryc. 11. Oznaczenie MIC dla CHX wobec szczepu Candida albicans ATCC 90029[a-¢] —
wzrost CFU po inkubacji C. albicans w roztworze CHX o st¢zeniu 0.00002-1% [f] — kontrola
wzrostu

3.12 Okreslenie mikrobodjczego dzialania TauBr i CHX na drobnoustroje
ukryte w biofilmie ortodontycznym

Do przeprowadzenia badan wybrano kompozyt, materiat ortodontyczny wykazujacy w
naszych warunkach doswiadczalnych najwickszg zdolno$¢ do adhezji bakterii i tworzenia
biofilmu. Po uzyskaniu jednogatunkowego biofilmu (Candida albicans lub Streptococcus
mutans) ptytke kompozytowa zanurzano w probéwkach zawierajacych rdézne stezenia substancji

badanych. Inkubacje prowadzono przez 30 min w temp. 37°C. Zakres stezen badanych
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zwigzkow wynosit: 0.007 - 1% CHX i 1- 10 mM dla TauBr. Po inkubacji ptytk¢ doktadnie
przeptukano 0,9% NacCl i odci$nieto na podtozu kontaktowym Contact Agar Tryptic Soy (firmy
Heipna) w celu policzenia zywych drobnoustrojéw. Hodowle S. mutans prowadzono przez 48
godziny w temp 37°C, w obecnosci 5% CO, C. albicans hodowano przez 48 godzin w
warunkach tlenowych w temperaturze 37°C. Po zakonczeniu inkubacji liczono ilo$¢ kolonii
wysianych z bakterii przylegajacych do plytek. Przygotowujac kontrole wzrostu postepowano tak
jak powyzej z pominigciem etapu inkubacji ptytki z substancja przeciwbakteryjna.

Dodatkowo zbadano wplyw  przedluzonego dziatania badanych  substancji
antyseptycznych na 24-godzinny biofilm S. mutans i C. albicans. W tym celu po uzyskaniu
zadanego biofilmu na ptytce kompozytowej, materiat inkubowano w probéwkach zawierajacych

odpowiednio 1% CHX, 3mM TauBr oraz mieszaning CHX i TauBr (1:1). Inkubacje prowadzono

w temp. 37°C przez 30 min i 3 godz. Dalsze etapy badania przeprowadzono jak opisano powyzej.

3.13 Zwierzeta doswiadczalne

Do dos$wiadczen uzyto myszy szczepu CBA/J w wieku 6-8 tygodni. Zwierze¢ta pochodzity
z hodowli Katedry Immunologii UJ CM. Myszy hodowano w ilo$ci 4-5 na klatke w
standardowych warunkach z dostepem do pozywienia i wody bez ograniczen. Katedra
Immunologii posiada pozwolenie Lokalnej Komisji Etycznej na uzycie myszy do eksperymentéw
in vitro z wykorzystaniem komorek wysieku otrzewnowego (uchwata nr 91/2011 z dnia 21

wrzesnia 2011 r.)

3.14 Komorki

W badaniach in vitro wykorzystano komorki linii makrofagéw mysich J774.A1 oraz
neutrofile 1 makrofagi wysiecku otrzewnowego myszy CBA/J. W celu uzyskania komorek
wysigku otrzewnowego myszom podawano dootrzewnowo 1 ml thioglikolanu. Neutrofile
uzyskano z plynu otrzewnowego zabitych myszy po 18 godzinach, a makrofagi po 72 godzinach,
przeptukujac jame otrzewnowa 5 ml DPBS z dodatkiem heparyny (5 U/ml; Polfa, Warszawa).

Nastepnie zawiesing komorek wirowano, a komorki zawieszano ponownie w DPBS. Obecnos¢
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makrofagdw (85-90%) potwierdzano metoda cytochemiczng — poprzez wykazanie obecnoS$ci

komorek jednojadrzastych zawierajacych esteraze.
3.15 Ocena zywotnosci komorek — test MTT

Zywotnoéé komorek hodowanych in vitro oceniano przy pomocy testu redukcji soli
tetrazolowej (MTT) do formazanu przez dehydrogenazy mitochondrialne zywych komorek.
Makrofagi (lina makrofagéw J774.A1 oraz komoérki wysigku otrzewnowego) hodowano na ptytce
96 dotkowej w gestosci 5x10* na dotek. W pierwszym etapie do medium hodowlanego (DMEM)
bez surowicy (FBS) dodawano badane substancje: TauBr w stg¢zeniach od 0,001 do 2mM oraz
CHX w stezeniach od 0,001 do 1%. Po 1,5 godzinie zmieniano medium na DMEM z 5% FBS
oraz LPS 100 ng/ml. Po 24 godzinach hodowli badano zywotno$¢ komorek testem MTT. W tym
celu usuwano nadsacz komoérkowy i naktadano §wieze medium z dodatkiem MTT. Po dalszych
30 minutach inkubacji usuwano medium z MTT i nastgpnie w celu rozpuszczenia wytragconych
krysztatkow formazanu zalewano komoérki DMSO (100 pl na dotek). Stezenie produktu
koncowego (formazanu) oceniano mierzac absorpcj¢ dla = 490 nm. Ilo§¢ powstatego formazanu
jest proporcjonalna do ilosci zywych komodrek. Grupe kontrolng stanowity komorki stymulowane

LPS, ale nieinkubowane z badanymi zwigzkami.

3.16 Ocena wplywu CHX i TauBr na produkcje¢ cytokin i tlenku azotu przez

makrofagi

Makrofagi linii J774.A1 wysiano na 24 dotkowe phytki w gestosci 5x10° na dotek, po 60
minutach inkubacji w DMEM 1z dodatkiem 5% surowicy (FBS) i uzyskaniu warstwy
adherentnych komorek, medium wymieniano na DMEM bez dodatku surowicy. Nast¢pnie
dodano do hodowli badane substancje: CHX (0,0001-0,025%), TauBr (100 i 300uM). Po 90
minutach inkubacji medium wymieniano na DMEM z dodatkiem 5% FBS i LPS 100 ng/ml. Po
24-godzinnej hodowli $ciagni¢to nadsacza komorkowe, w ktorych oznaczono poziom cytokin

oraz NO.
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3.17 Oznaczenie poziomu cytokin

Poziom cytokin w nadsaczach z hodowli komoérkowych oznaczano testem ELISA. Plytke
96-dotkowa pokrywano szczurzym przeciwciatem monoklonalnym przeciwko wybranej
cytokinie (inkubacja 24 h). Po zablokowaniu plytki 4% roztworem albumin (2 h) lub 3%
mlekiem naktadano badane nadsacze lub roztwory standardowe i1 pozostawiano na noc do
inkubacji. Nastgpnie naktadano biotynylowane przeciwciato przeciwko tej samej cytokinie. Po
1 godzinie inkubacji dodawano peroksydaze sprzezong ze streptawidyna (Vector, Burlingame,
USA), a nastepnie substraty reakcji barwnej: H,O; i ofenylodiaming (Sigma, Steinham, Niemcy).
Po 30 min zatrzymywano reakcje poprzez dodanie 3M H,SO,. St¢zenie produktu koncowego

oceniano poprzez pomiar absorpcji przy A = 492 nm i poréwnanie z roztworem standardowym.

TNF-a - stosowano przeciwciata: monoklonalne TN3-19.12 (2 pg/ml) oraz biotynylowane
przeciwciato poliklonalne (1,6 pg/ml) (Pharmingen, San Diego, USA). Jako standardu uzywano
mysiego rekombinowanego TNF-o (Sigma, Steinham, Niemcy). Prog wykrywalnosci cytokiny
wynosit okoto 30 pg/ml.

IL-6 - stosowano przeciwciata: MP5-20F3 (2 ug/ml) oraz biotynylowane MP532C11 (0,5 ug/ml)
(Pharmingen, San Diego, USA). Jako standardu uzywano mysiej rekombinowanej IL-6

(PeproTech, Rocky Hill, USA). Prog wykrywalnosci cytokiny wynosit okoto 15 pg/ml.

IL-10 - stosowano przeciwciata: JES5-2A5 (5 pug/ml) oraz biotynylowane JES516E3 (2 ug/ml)
(Pharmingen, San Diego, USA). Jako standardu uzywano mysiej rekombinowanej IL-10
(Genzyme, Cambridge, UK). Prog wykrywalno$ci cytokiny wynosit okoto 30 pg/ml.

3.18 Oznaczenie poziomu tlenku azotu (NO)

Stezenie NO w nadsgczach oznaczano posrednio, poprzez pomiar stezenia azotynéw (NO2)
metodg Griessa. Do 100 pl nadsgczu dodawano 100 pl 1% sulfanilamidu w 5% kwasie
ortofosforowym, a nastepnie 100 ul 0,1% NDD. Po 10 minutach inkubacji w temperaturze 23°C
mierzono absorpcj¢ przy A=550 nm i wyznaczano ste¢zenie azotynéw z Krzywej standardowej

(skonstruowanej w oparciu 0 wzorcowe roztwory NaNO5).
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3.19 Ocena wplywu CHX i TauBr na produkcj¢ ROS przez aktywowane

neutrofile metoda chemiluminescencji zaleznej od luminolu (LCL)

Przygotowanie luminolu - Luminol rozpuszczono w roztworze HBSS. Otrzymany roztwor
o stezeniu 8 mg/10 ml przechowywano w temperaturze 4°C chronigc od $wiatla. W celu
wykonania testu chemiluminescencji neutrofile (18-godzinne komorki wysigku otrzewnowego)
zawieszano w roztworze HBSS zmieszanym z luminolem (0,8 mg/ml) w proporcji obj¢toSciowe;j
1:1 i wysiewano po 100 pl na 96-dotkowa ptytke do chemiluminescenciji w ilosci 5x10° komoérek
na dotek. Ptytke umieszczano w ciemnym pojemniku na okres 30 minut, w temperaturze 37°C.
Nastepnie do dotkow dodano TauBr (100, 300M) lub CHX (0,001% do 0,00025%) i inkubowano
przez 10 minut w temp. 37°C. Po czym komorki stymulowano dodajac 20 pl/dotek zawiesiny
opsonizowanego zymosanu z Saccharomyces cerevisiae (OZ) (0,2 mg/ml), zabitych bakterii S.
mutans (SM) lub grzybow C. albicans (CA). Zabite komodrki SM i CA naktadano w takiej ilosci
na dotek aby na jedng komoérke fagocytarng (neutrofile) przypadato okolo 10 komoérek
bakteryjnych. Plytke niezwlocznie umieszczano w czytniku oznaczajagcym intensywno$é
luminescencji (Anthos Lucy). Pomiaru dokonywano przez 75 minut w 3 minutowych interwatach.
Wielko$¢ chemiluminescencji jest wyrazona w jednostkach RUL (RUL oznacza jednostki

wzglednej intensywnosci luminescencji).
3.20 Statystyka

Analize statystyczng wynikéw przeprowadzono przy pomocy funkcji statystycznych
uzywanego arkusza kalkulacyjnego (Microsoft Excel). O ile nie podano inaczej, wyniki
przedstawiono jako $rednig +/- SD. Istotnos¢ statystyczng réznic pomiedzy grupami badano przy

pomocy analizy ANOVA oraz testu Studenta. Za istotng przyjmowano wartos¢ p<0.05.
3.21 Miejsce wykonania badan

Testy mikrobiologiczne wykonano w Centrum Badan Mikrobiologicznych i
Autoszczepionek im. Jana Bobra w Krakowie.Testy immunologiczne przeprowadzono w
Katedrze Immunologii UJ CM..Obrazowanie przy pomocy mikroskopii skaningowej wykonano
w pracowni Mikroskopii Skaningowej Katedry Otolaryngologii CMUJ przez Katarzyne Zagorska

-Swiezy.
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4. Wyniki

4.1 Ocena adhezji Streptococcus mutans do powierzchni wybranych
materialow ortodontycznych

W pisSmiennictwie dostepne sa liczne opracowania dotyczace adhezji Streptococcus mutans,
gléwnej bakterii inicjujacej tworzenie ptytki nazgbnej, do zamkow ortodontycznych.
Analizowano przyleganie S. mutans do zamkéw wykonanych z r6znych materiatlow, oceniano
wplyw pokrycia powierzchni materialu §ling (sktadnikami $liny) oraz czas inkubacji bakterii z

powierzchnig materiatu ortodontycznego [Baczyk-ELopuch i Loster, 2010].

W niniejszej pracy badano przyktadowe 4 typy materiatow stosowanych w ortodoncji: akrylu —
stosowanego m.in. do wykonywania wigkszo$ci ruchomych aparatow ortodontycznych; stali
chromo-niklowej — stosowanej do produkcji zamkow, pierscieni i drutow ortodontycznych; stopu
chromo-kobaltowego — uzywanego do produkcji m.in zamkéw ortodontycznych, drutu
czworokatnego Elgiloy oraz kompozytu — budulca zamkow kompozytowych oraz materiatow

adhezyjnych do cementowania.

Analiza powierzchni badanych materialdéw ortodontycznych na podstawie zdje¢ z mikroskopu

skaningowego wykazata najwyzsza szorstko$¢ powierzchni ptytek kompozytowych (Ryc. 12).

Ryc. 12. Zdjecia materialéw ortodontycznych wykorzystywanych w badaniach a). ptytka
akrylowa, b) ptytka kobaltowa;c). ptytka niklowa,; d) ptytka kompozytowa, powigkszenie 2200x

Obserwacja ta sugeruje, ze plytki kompozytowe zapewniaja dobre warunki do adhezji
bakterii. Inkubacja plytek kompozytowych z bakteriami S. mutans przez okres 24 godzin
prowadzita do pokrycia powierzchni catej ptytki licznymi koloniami tworzacymi obraz biofilmu

bakteryjnego (Ryc. 13). Oceniono réwniez wplyw mucyny, wybranego sktadnika §liny, na
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adhezje bakterii. W naszych warunkach do$wiadczalnych mucyna zwickszyta ponad 3-krotnie
ilo§¢ bakterii przylegajacych do ptytki kompozytowej (Tabela 4). Kolejne badania adhezji S.
mutans do ptytki kompozytowej pokrytej mucyng wykazaly, ze maksymalna ilos¢ zywych
bakterii odzyskanych po 24-godzinnej inkubacji (tworzacych biofilm) wynosita 300 — 400
CFU/ptytke. W dalszych badaniach >300 CFU/ptytk¢ przyjeto arbitralnie jako kontrole
pozytywna, maksymalnej adhezji bakterii do badanego materialu ortodontycznego.

Ilos¢ CFU/ plytke
Plytka kompozytowa bez | Plytka kompozytowa po
inkubacji z mucyng* inkubacji z mucyng**
Posiew 57 270
96 300
100 >300
Srednia 84 290

Tabela 4. Wplyw mucyny na adhezje S. mutans do plytki kompozytowej

* Inkubacja ptytki kompozytowej (nie pokrytej mucyna) w podtozu ptynnym TSB
(Triptic Soy Broth) zawierajacym 100 pl Streptococcus mutans o stezeniu 10°CFU/ml, w
temp. 37°C przez 24 h.

** Inkubacja plytki kompozytowej (pokrytej mucyna) w podtozu ptynnym TSB

(Triptic Soy Broth) zawierajacym 100 pl Streptococcus mutans o stezeniu 10°CFU/mI, w
temp. 37°C przez 24 h.
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Ryc. 13. Biofilm S. mutans po 24 h inkubacji na plytce komozytowej pokrytej mucyna.
(Mikroskop Skaningowy - powiekszenie 3000x)

W kolejnym etapie badan poroéwnano zdolno$¢ adhezji S. mutans i C. albicans do
wybranych materialow ortodontycznych pokrytych mucyna (Ryc. 14). Badania wykazaty adhezje¢
S. mutans tylko do plytki kompozytowej (Tabela 5). Istotny byt czas ekspozycji ptytki na bakterie.
Skrocona, 2-godzinna inkubacja zmniejszyta statystycznie znamiennie ilo§¢ komorek S. mutans

izolowanych z ptytki kompozytowej (146+/- 5 vs. >300).
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Ryc.14. Ocena adhezji szczepu Streptococcus mutans ATCC 25175 na powierzchni
wybranych materialéw ortodontycznych. Materialty ortodontyczne po 24h inkubacji z
zawiesing S. mutans 105CFU/ml): a) ptytka akrylowa, powigkszenie 2200x; b) ptytka kobaltowa,
powigkszenie 2200x; c) plytka niklowa, powigkszenie 2200x; d) plytka kompozytowa,

powiekszenie 2200x po 2 h inkubacja z zawiesina S. mutans 10° CFU/m.

Tlo$¢ CFU/plytke (25 mm°)
czas
inkubacji 2h 24h
rodzaj
materialu
Akryl 0 0
Kobalt* 0 0
Nikiel** 0 0
Kompozyt 146 +5 >300

Tabela 5. Adhezja Streptococus mutans do powierzchni materialow ortodontycznych.

Plytki inkubowano w zawiesinie S. mutans 10* CFU/plytke przez okres 2 i 24 godzin. Wyniki
przedstawiajg ilo$¢ zywych bakterii wyizolowanych z ptytek (CFU/ plytke). Zebrane wyniki
reprezentujg S$rednig z 3 niezaleznych doswiadczen. (*kobalt = stop chromo-kobaltowy;

**nikiel= stal chromo-niklowa)

48



C. albicans, w odroznieniu od S. mutans, wykazat zdolno$¢ maksymalnej adhezji do
wszystkich badanych materiatow ortodontycznych po 24-godzinnej inkubacji. Réwniez po
skroconym czasie inkubacji stwierdzono przyleganie komoérek C. albicans do badanych plytek

bez réznic istotnych statystycznie (Tabela 6).

Tlo§¢ CFU/plytke (25 mm®)
czas
inkubacji 2h 24h
rodzaj
materialu
Akryl 164 + 52 >300
Kobalt 209 + 87 >300
Nikiel 108 + 80 > 300
Kompozyt 179 + 60 > 300

Tabela 6. Adhezja Candida albicans do powierzchni materialéw ortodontycznych. Phytki
inkubowano w zawiesinie C. albicans 10" CFU/pltytke przez okres 2 i 24 godzin. Wyniki
przedstawiaja ilos¢ zywych bakterii wyizolowanych z ptytek (CFU/ptytke). Zebrane wyniki
reprezentuja srednig z 3 niezaleznych do$wiadczen.

Interesujace wyniki uzyskano badajac adhezje S. mutans do powierzchni materiatow
ortodontycznych po uprzedniej 24-godzinnej inkubacji z C. albicans. Ponownie odnotowano
najwicksze przyleganie S. mutans do ptytek kompozytowych. Jednakze C. albicans umozliwit
adhezje S. mutans do wszystkich pozostatych materialow ortodontycznych, bez réznic pomigdzy

akrylem, stalg chromo-niklowa i stopem chromo-kobaltowym (Tabela 7; Ryc. 15).
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Ilos¢ CFU/plytke
(25 mm?)
czas
inkubacji 24 h
rodzaj
materialu
Akryl 52 +12
Kobalt 65 + 10
Nikiel 53+ 29
Kompozyt > 300

Tabela 7. Adhezja Streptococcus mutans do powierzchni materialow ortodontycznych po
uprzedniej inkubacji z Candidg albicans. Plytki inkubowano w zawiesinie C. albicans 10*
CFU/plytke przez 24 godziny a nastepnie w zawiesinie S. mutans 10% CFU/ptytke przez kolejne
24 godziny. Wyniki przedstawiajg 1lo$¢ Zywych bakterii wyizolowanych z plytek (CFU/ ptytke).
Zebrane wyniki reprezentujg $rednig z 3 niezaleznych do$wiadczen.

Ryc. 15. Obraz z mikroskopu skaningowego adhezji szczepu Streptococcus mutans na
powierzchni wybranych materialow ortodontycznych po inkubacji za szczepem Candida
albicans: a) ptytka akrylowa; b) ptytka kobaltowa; c) ptytka niklowa; d) ptytka kompozytowa,
(powiekszenie 2200x)
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4.2 Poréwnanie mikrobdjczych wlasciwosci TauCl, TauBr, NaOCl i CHX

wobec formy planktonicznej Streptococcus mutans, Porphyromonas gingivalis i

Candida albicans.

(Wyniki te przedstawiono w konspekcie Pracy Doktorskiej i opublikowano w MED. DOSW.
MIKROBIOL., 2013, 65: 187-196)

W przeprowadzonych badaniach poréwnano in vitro efekt mikrobdjczego dzialania

chlorheksydyny (CHX) z dziataniem chloraminy tauryny (TauCl) i bromaminy tauryny (TauBr)

wobec planktonicznej formy 3 drobnoustrojéw mikrobiomu jamy ustnej, wystepujacych in vivo

w plytce nazebnej i blonie §luzowej jamy ustnej (S. mutans, P. gingivalis i C. albicans).

Poréwnano MIC badanych zwiazkéw wobec niskiego (10° bakterii/ml) i wysokiego (10°

bakterii/ml) stgzenia drobnoustrojow.

MIC (%)
Czynnik Gestos¢
drobnoustrojow | Candida albicans | Streptococcus mutans | Porphyromonas
(komorek/ml) gingivalis
CHX 10° 0,0015 0,00015 0,000007
10° 0,007 0,0007 0,0003
TauBr 10° 0,05 0,00014 0,000012
10° Powyzej 0,2 0,014 0,0001
TauCl 10° 0,18 0,022 0,0027
10° Powyzej 0,18 0,1 0,0108
mieszanina 10° 0,05 0,00024 0,000012
TauBr i TauCl 10° Powyzej 0,2 0,003 0,0002

Tabela 8. Aktywnos$¢ mikrobojcza CHX, TauBr i TauCl wobec planktonicznej formy

wybranych drobnoustrojéow jamy ustnej. CHX (0.00002 — 1.0%), TauBr i TauCl (0.0001 —
0.2%) inkubowano z badanymi drobnoustrojami zawieszonymi w NaCl przez okres 1 godziny.

MIC oznaczono jak opisano w w rozdziale Materialy 1 Metody.
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CHX, jak pokazano w Tabeli 8, wykazuje bardzo silne dziatanie mikrobdjcze wobec
wszystkich badanych drobnoustrojow. MIC chlorheksydyny, wyrazone w wagowym st¢zeniu
procentowym, dla S. mutans (10°/ml) wynosi 0.00015%, a dla wysokiego stezenia tych bakterii
wynosi 0.007%. CHX rownie skutecznie hamuje wzrost C. albicans. Jednakze, w obecnosci 25%
surowicy aktywno$¢ mikrobdjcza CHX wobec C. albicans i S. mutans spada 10-krotnie, a wobec
P. gingivalis 100-krotnie (Tabela 9).

TauBr hamuje skutecznie wzrost obu badanych bakterii, S. mutans (MIC = 0.00015%) i P.
gingivalis (MIC = 0.000007%) (Tabela 8). Natomiast efekt hamujgcego dziatania TauBr na
wzrost C. albicans wykazano tylko w stezeniu powyzej 0.05%. W obecnosci surowicy
mikrobojcze dziatanie TauBr, podobnie jak CHX, bylo znaczaco stabsze (Tabela 9). TauCl, w
przeciwienstwie do CHX i TauBr, w przeprowadzonym modelu doswiadczalnym, wykazata

bardzo stabg aktywno$¢ antybakteryjng i nie hamowata wzrostu grzybow C. albicans (Tabela 8).

MIC (%)
Badany zwigzek

Candida albicans | Streptococcus mutans

NaCl surowica NaCl surowica

CHX 0,0015% | *0,015% | 0,00015% | 0,00015%

TauBr 0,05% | 0,11% [0,00014% | *0,055%

TauCl 0,18% | 0,18% | 0,022% | 0,045%

Tabela 9. Wplyw surowicy na aktywno$¢ mikrobojcza CHX, TauBr i TauCl wobec
planktonicznej formy C. albicans i S. mutans. CHX (0,00002 - 1.0%), TauBr and TauCl
(0,00001- 0,2%) inkubowano przez 1h z badanymi drobnoustrojami w samym 0,9% NaCl oraz w
0,9% NaCl z 25% surowicag. Wyniki obrazujg $rednia MIC dla trzech niezaleznych
eksperymentéw. * utrata zdolnosci mikrobojczych >10x. Tabela zostala przygotowana na
podstawie wczesniejszych publikacji [Pasich i wsp. 2013].
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W dalszym etapie badan sprawdzono mikrobojcze wiasciwosci CHX w obecnosci TauBr 1
podchlorynu sodu (NaOCl), gléwnego antyseptyku stosowanego w endodoncji. Do badan
wytypowali$my S. mutans (gtowna bakteria tworzaca plytke nazgbng) oraz C. albicans (glowny
czynnik etiologiczny kandydozy jamy ustnej). Badania nasze wykazaty, ze obecno$¢ NaOCI
wzmacnia kilkakrotnie wiasciwosci antyseptyczne CHX (Ryc.16). TauBr, w odrdznieniu od
NaOCl, nie wchodzi w reakcje z CHX 1 nie zmienia jej wlasciwosci mikrobdjczych wobec C.

albicans. TauBr dziata natomiast synergistycznie z CHX wobec S. mutans (Ryc. 16).

Candida albicans ’ Streptococcus mutans
105 108
- CHX -+ CHX
104 -+ CHX+TauBr 104 & CHX+TauBr
=+ CHX+NaOCl
— 10° — 10° =+ CHX+NaOCI
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Ryec. 16. Wplyw podchlorynu sodu (NaOCl) oraz bromaminy tauryny (TauBr) na
aktywnos$¢ mikrobdjcza chlorheksydyny (CHX)

4.3 Porownanie mikrobdjczych wlasciwosci TauBr i CHX wobec Streptococcus
mutans i Candida albicans rosnacych w biofilmie na powierzchni plytki

kompozytowej.

Porownanie wlasciwosci mikrobojczych TauCl i TauBr wobec planktonicznej formy
badanych drobnoustrojow mikrobiomu jamy ustnej jednoznacznie wskazuja, ze TauBr jest
lepszym antyseptykiem. W kolejnym etapie pracy doktorskiej wptyw TauBr i CHX na zywotno$¢
S. mutans i C. albicans ukrytych w biofilmie powstatym na ptytce kompozytowej zostat zbadany.
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Wyniki przedstawione na rycinie 17 potwierdzaja zdolno$¢ CHX do zabijania drobnoustrojow

ukrytych w biofilmie. CHX, w st¢zeniu powyzej 0.1%, po uptywie 30 minut zabija 100% bakterii

S. mutans rosnacych na ptytce kompozytowej. W tych samych warunkach CHX zabija ~50%

grzybow C. albicans.

A. Streptococcus mutans B.
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o 2
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Ryc. 17. Wplyw CHX na zywotno$¢ S. mutans i C. albicans w biofilmie. Plytke kompozytowa
po 2- lub 24- godzinnej hodowli z S. mutans (A) oraz C. albicans (B), inkubowano z CHX przez
30 min. Zakres stezeh CHX wynosit od 0,007 do 1%. Wyniki przedstawiaja ilo$§¢ zywych
bakterii wyizolowanych z plytek (CFU/ plytke). Rycina obrazuje wyniki z 3 niezaleznych
doswiadczen. Kontrola pozytywna - ~400 CFU/ptytke.
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TauBr (<ImM), w odroznieniu od CHX, nie zahamowata wzrostu i nie wptyneta na zywotnos¢ S.

mutans w opisanych warunkach doswiadczalnych (30min ekspozycji) (Ryc. 18).

Streptococcus mutans

500+

3004

200-

CFU/plate

100+

Ryc.18. Wplyw TauBr na zywotnos$¢ S. mutans w biofilmie. Ptytke kompozytowa pokryta 24-
godzinnym biofilmem S. mutans inkubowano w roztworze TauBr ( 0,02-0,2%) przez 30 min.
Wyniki przedstawiaja ilos¢ zywych bakterii wyizolowanych z ptytek (CFU/ ptytke). Rycina
obrazuje wyniki z 3 niezaleznych do§wiadczen.

W dalszym etapie badan sprawdzono zdolno$¢ CHX i TauBr do zabijania S. mutans na
ptytce kompozytowej po wydtuzonym okresie inkubacji do 3 godzin. Na zasadno$¢ wydtuzenia
czasu dzialania antyseptykdw na biofilm wskazuja prace Nagla i wsp. [2013]. Autorzy ci
wykazali wlasciwo$ci mikrobdjcze i hamujace rozwdj biofilmu przez TauCl po 3 godzinach

ekspozycji na ptytki metalowe pokryte biofilmem S. aureus.
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W zmienionym modelu doswiadczalnym (3 godzinna inkubacja) wykazano, ze 3 mM TauBr
skutecznie zabija bakterie S. mutans ukryte w dojrzatym, 24-godzinnym biofilmie powstatym na

ptytce kompozytowej pokrytej mucyng (Tabela 10).

Tlo$¢ CFU/plytke (25 mm®)
czas
inkubacji 30 min 3h
rodzaj
materialu
CHX 28+ 8 4 +1
TauBr >300 30+4
CHX+ TauBr 27+ 3 7+3
KW >300 > 300

Tabela 10. Wplyw TauBr i CHX na zywotnos$¢ S. mutans w biofilmie. Ptytk¢ kompozytowg z
24h biofilmem S. mutans inkubowano w 1% CHX; 0,06 % TauBr oraz mieszaninie CHX i TauBr
(1:1) przez 30 minut lub 3 godziny. Wyniki przedstawiajg ilos¢ bakterii wyizolowanych z ptytek
(CFU/ ptytke). Kontrola wzrostu (KW) przygotowano tak jak proby badane z pominigciem etapu
inkubacji plytki z substancja przeciwbakteryjng. Tabela obrazuje wyniki z 3 niezaleznych
doswiadczen

4.4 Wplyw TauBr i CHX na zywotno$¢ makrofagow in vitro

Cytotoksyczno$¢ badanych zwigzkéw w hodowlach komérkowych makrofagéw wysigku
otrzewnowego (ryc. 19) oraz makrofagéw linii J774.A1 (ryc. 20) mierzono przy pomocy testu
MTT. Wykazano, ze dla hodowanych ex vivo mysich makrofagéw otrzewnowych stezenie
cytotoksyczne TauBr wynosi powyzej 500 uM, a dla CHX 0.001%. DIla komérek linii J774.A1
znamienna cytotoksyczno$¢ wystepuje przy stezeniu powyzej 300 uM TauBr 1 0.001% CHX.
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Ryc. 19. Wplyw CHX i TauBr na zywotno$¢ makrofagéw wysieku otrzewnowego. Komorki
inkubowano z badanymi zwigzkami przez 1godz. Po wymianie medium komoérki hodowano

przez 24 godz. i oznaczano ich zywotno$¢ testem MTT (Materialy i Metody). Wyniki
reprezentuja srednig z 3 niezaleznych do$wiadczen.
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Ryc. 20. Wplyw CHX i TauBr na zywotno$¢ komorek linii J774.A1. Komoérki inkubowano z
badanymi zwigzkami przez 1godz. Po wymianie medium komorki hodowano przez 24 godz. i
oznaczano ich zywotno$¢ testem MTT (Materiaty 1 Metody). Wyniki reprezentuja $rednig z 3

niezaleznych doswiadczen.

57



4.5 Ocena wplywu TauCl, TauBr i CHX na aktywnos$¢ sekrecyjng

makrofagow

Badanie wptywu TauCl i TauBr na aktywno$¢ sekrecyjna komoérek odczynu zapalnego
przeprowadzono in vitro na linii makrofagowej J774.A1 aktywowanej LPS.
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* p<0.01 vs makrofagi stymulowane LPS

Ryc. 21. Wplyw CHX, TauBr i TauCl na produkcj¢ TNFoa przez komorki linii J774.A1.
Komorki inkubowano z badanymi zwigzkami przez 90min. Po wymianie medium komorki
stymulowano LPS 100ng/ml i hodowano przez 24 godz. Poziom TNFo w nadsgczu
komoérkowym oznaczono metoda ELISA. Wyniki reprezentuja Srednig z 3 niezaleznych
doswiadczen.
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Ryc. 22. Wplyw CHX, TauBr i TauCl na produkcje¢ IL-6 przez komérki linii J774.A1.
Komorki inkubowano z badanymi zwigzkami przez 90minut. Po wymianie medium komorki
stymulowano LPS 100ng/ml i hodowano przez 24 godziny. Poziom IL-6 w nadsgczu
komorkowym oznaczono metoda ELISA. Wyniki reprezentuja $rednia z 3 niezaleznych
doswiadczen.
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Ryc. 23. Wplyw CHX, TauBr i TauCl na produkcje IL-10 przez komorki linii J774.A1.
Komorki inkubowano z badanymi zwigzkami przez 90minut. Po wymianie medium komorki
stymulowano LPS 100ng/ml i hodowano przez 24 godzinach. Poziom IL-10w nadsgczu
komorkowym oznaczono metoda ELISA. Wyniki reprezentuja $redniag z 3 niezaleznych
doswiadczen.
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Ryc. 24. Wplyw CHX, TauBr i TauCl na produkcj¢e NO przez komorki linii J774.A1.
Komorki inkubowano z badanymi zwigzkami przez 90minut. Po wymianie medium komorki
stymulowano LPS 100ng/ml i hodowano przez 24 godziny. Poziom NO (azotynow) w nadsaczu
komorkowym oznaczono metoda Griessa. Wyniki reprezentuja $rednia z 3 niezaleznych
doswiadczen.

TauBr w podobny, zalezny od dawki sposob hamuje uwalnianie wszystkich badanych
cytokin (TNF-a, IL-6 i IL-10) oraz sekrecje¢ NO. Dzialanie TauBr hamujace aktywnosc¢

sekrecyjng makrofagdw bylo silniejsze od dziatania TauCl.

Wykazano, ze TauCl w stezeniach niecytotoksycznych (<0.3 mM) hamuje uwalnianie
TNF-a i IL-10 pozostajac bez wptywu na sekrecj¢ IL-6 oraz tlenku azotu (badanego poprzez

pomiar stezenia azotyndw — trwalego metabolitu NO).

Efekt dziatania CHX na sekrecj¢ aktywowanych makrofagdw byl odmienny od efektu
dziatania obu haloamin tauryny. CHX, w st¢zeniach niecytotoksycznych (<0.001%), hamowata
statystycznie znamiennie sekrecje NO i IL-10, bedac bez wplywu na uwalnianie TNF-a.
Jednoczesnie wykazano zwigkszone uwalnianie IL-6 pod wpltywem niskich stezeh CHX
(0.00025%).
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4.6 Ocena wplywu TauBr i CHX na tworzenie reaktywnych form tlenu (ROS)
przez aktywowane neutrofile

Badania przeprowadzono w oparciu o chemiluminescencj¢ zalezng od luminolu (LCL)
indukowang nieswoiscie przez rézne ROS wybuchu tlenowego, ale gldwnie przez produkty

systemu MPO neutrofilow uwalniane w trakcie fagocytozy.

Wykazano, ze TauBr niezaleznie od uzytego stymulatora (opsonizowany zymosan —
Ryc. 25; S. mutans — Ryc. 26; C. albicans — Ryc. 27) silnie hamuje uwalnianie ROS.
Zahamowanie LCL przy st¢zeniu 0.3 mM TauBr wynositlo 89 — 94%. Interesujace wyniki
uzyskano badajac wptyw CHX na uwalnianie ROS. W odréznieniu od TauBr, CHX w st¢zeniach
niecytotoksycznych (<0.0001%), nie hamuje, ale nawet w wypadku stymulacji neutrofilow

zymosanem podnosi znaczaco chemiluminescencj¢ (>160%) (Ryc. 25).
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Ryec. 25. Wplyw CHX i TauBr na produkcje¢ ROS przez neutrofile myszy CBA. [18-godzinne
komoérki  wysieku  otrzewnowego stymulowane opsonizowanym zymosanem (OZ)].
Chemiluminescencja zalezna od luminolu (Metody). Ctrl — kontrola negatywna, komorki
niestymulowane. Rycina przedstawia wyniki 1 z 5 przeprowadzonych do$wiadczen.
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Ryc. 26. Wplyw CHX i TauBr na produkcje¢ ROS przez neutrofile myszy CBA. [18-godzinne

komorki  wysiegku  otrzewnowego  stymulowane
Chemiluminescencja zalezna od luminolu (Metody).

zabitymi  komoérkami  S.mutans].
Ctrl — kontrola negatywna, komorki

niestymulowane. Rycina przedstawia wyniki 1 z 5 przeprowadzonych do§wiadczen.
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Ryec. 27. Wplyw CHX i TauBr na produkcj¢ ROS przez neutrofile myszy CBA. [18-godzinne
komorki wysigku otrzewnowego stymulowane zabitymi komorkami C. albicans (CA)].
Chemiluminescencja zalezna od Iuminolu (Metody). Ctrl — kontrola negatywna, komorki
niestymulowane. Rycina przedstawia wyniki 1 z 5 przeprowadzonych do$wiadczen.
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5. Dyskusja

Glownym celem pracy byto przeprowadzenie analizy danych z pi$miennictwa
swiatowego dotyczacego adhezji bakterii do aparatow ortodontycznych z wlasnymi wynikami
dotyczacymi adhezji S. mutans do czterech wybranych materiatow ortodontycznych (akrylu,
stopu chromo-kobaltowego, stali chromo-niklowej i kompozytu).

Analize literatury fachowej opublikowaliSmy w trakcie prowadzonych badan do pracy

doktorskiej [Ewa Pasich i wsp. Post. Hig. Med. Dosw. 2013 - Zatacznik Nr.1].
W artykule tym napisalismy:

»W literaturze fachowej w ostatnich latach pojawito sie wiele artykutow poswigconych zdolnosci bakterii
do adhezji na powierzchni réznych materiatow stosowanych w ortodoncji. Szczegdlng uwage zwrécono na
stosowanie aparatow statych, stwarzajgcych wigksze ryzyko odkiadania si¢ bakterii w porownaniu z
aparatami zdejmowanymi. Brano pod uwage materialy stuzgce do wykonania zamkow, ligatur i tukow
aparatow ortodontycznych oraz materialy adhezyjne. W badaniach tych okreslano procent powierzchni
pokrytej biofilmem na elementach aparatow ortodontycznych (ceramiczne, metalowe, akrylowe). Wyniki
nie sq jednoznaczne, obserwacje i wnioski uzyskane z badan przeprowadzonych in vitro nie zawsze majg

potwierdzenie w badaniach ex vivo.

Na przyktad in vitro wykazano, Ze adhezja S. mutans do powierzchni akrylowych zamkow ortodontycznych
jest wigksza niz do wykonanych ze stali nierdzewnej i do zamkow ceramicznych. Te ostatnie wykazaty
najnizszqg zdolnos¢ do adhezji bakterii z rodzaju lactobacillus i streptococcus. Autorzy tych prac
podkreslajq znaczenie szorstkosci powierzchni stosowanego materiatu w adhezji bakterii i potwierdzajqg
koniecznos¢ pokrycia powierzchni kazdego z testowanych materiatow elementami sliny w celu uzyskania

ostonki nabytej.

Jednakze badania in vivo nie potwierdzily jednoznacznie roznic w tworzeniu biofilmu na zamkach
akrylowych i metalowych. Natomiast zamki ceramiczne wykazaly najstabsze powinowactwo do takich
bakterii jak S. mutans, P. ginigivalis). Wykonano wiele badan ex vivo sprawdzajgc skiad i ilos¢ bakterii
przylegajgcych do roznych elementow aparatow ortodontycznych i materiatow adhezyjnych. Wyniki tych

badasi i obserwacji klinicznych mozna podsumowac nastepujgco:
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Aparaty ortodontyczne (wszystkie ich elementy) sprzyjajq formowaniu si¢ biofilmu w jamie ustnej
zarowno na ich powierzchni jak i na powierzchni zebow (tworzenie plytki nazebnej).

Wiasciwosci powierzchni  biomateriatu oraz czas stosowania aparatu ortodontycznego sq
glownymi  czynnikami majgcymi wphw na wielkos¢ i sklad biofilmu ortodontycznego.
Powierzchnie szorstkie aparatu (wszelkie bruzdy, pekniecia) oraz szczeliny powstajgce pomiedzy
szkliwem a przylegajgcym zamkiem czy tez tukiem aparatu ulatwiajg przyleganie bakterii,
zwiekszajq retencje resztek pokarmowych a rownoczesnie ograniczajg przeptyw sliny i utrudniajq
higiene jamy ustnej.

Wybor materiatu, z punktu widzenia podatnosci na przyleganie bakterii nie jest jednoznaczny.
Porownujgc witasciwosci adhezyjne aparatow ortodontycznych wykonanych ze stali nierdzewnej, z
poliweglanu oraz ceramiczne, wydaje sie, ze uzytkownicy aparatow ze stali nierdzewnej sq
najbardziej narazeni na tworzenie biofilmu i ryzyko towarzyszqcej prochnicy. Dodatkowg
trudnos¢ w interpretacji uzyskanych wynikow sprawia gatunkowo zalezna zdolnos¢ bakterii do
adhezji. Wykazano nizsze powinowactwo S. mutants do powierzchni metalowych, natomiast brak
wplywu rodzaju materiatu ortodontycznego na adhezje i tworzenie biofilmu P. gingivalis.
Dodatkowo, te same materialy mogq wykazywac¢ odmienng podatnos¢ do tworzenia biofilmu ze
wzgledu na pojawienie si¢ nowych zwigzkow chemicznych na ich powierzchni. Na przyktad
autoklawowanie stopow tytanu (sktadniki drutow ortodontycznych) utatwia osadzanie sie bakterii
ze wzgledu na pojawienie si¢ tlenkow metali na powierzchni elementow aparatu ortodontycznego.
Nadmiar materiatu cementujgcego zamek jak i niewlasciwy wybor {lgczenia drutu
ortodontycznego z zamkiem zwigksza ryzyko skutkow ubocznych wywolanych tworzeniem biofilmu.
Z pismiennictwa wynika, ze potgczenia elastyczne sq obarczone wigkszym ryzykiem niz polgczenia
stalowe.

Nieprawidlowa higiena jamy ustnej oraz palenie tytoniu sq najwazniejszymi zewnetrznymi

czynnikami zwigkszajqcymi adhezje bakterii i powstawanie biofilmu ortodontycznego”

W pismiennictwie dostgpne sg opracowania dotyczace adhezji do zamkoéw ortodontycznych

réznych bakterii mikrobiomu jamy ustnej, ale najczgsciej badano Streptococcus mutans.

Analizowane bylo przyleganie S. mutans do zamkow wykonanych z roéznych materiatow,

oceniano rowniez wplyw pokrycia powierzchni materiatu §ling oraz wydtuzenie czasu inkubacji

w zawiesinie zawierajacej badany szczep bakteryjny. Poddano analizie takze wplyw obecnos$ci

innych mikroorganizmow, np. Streptococcus sobrinus, Streptococcus sanguis czy Candida
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albicans na przyleganie Streptococcus mutans do badanych zamkow [van Gastel i wsp. 2009,

Papaioannou i wsp. 2012].

Wyniki badan wilasnych, prezentowane w niniejszej pracy doktorskiej w istotny sposob
uzupelniaja wiedze o ryzyku tworzenia biofilmu na materialach ortodontycznych. Badania
jednoznacznie wykazaly, ze najwicksze ryzyko adhezji S. mutans dotyczy kompozytu. Rowniez
w badaniach innych autoré6w [Fournier i wsp. 1998] odnotowano najwickszy wzrost kolonii
S.mutans na zamkach kompozytowych, nastgpnie na ceramicznych, a najmniejszy na metalowych.
Autorzy ci sugeruja, ze powierzchnia zamkéw kompozytowych jest najbardziej porowata i mato
gladka, co pokrywatoby sie¢ z wynikam naszej pracy, a ich sugestie potwierdzaja badania
Quirynena [Quirynen i Bollen 1995] ktory potwierdza, ze szorstka powierzchnia materiatow oraz
wysoka powierzchniowa energia sprzyja tworzeniu si¢ ptytki bakteryjnej. Natomiast inni badacze
[Papaioannou i wsp. 2007] wykazali, iz nie ma znaczacych réznic w przyleganiu S.mutans do
zamkow metalowych, ceramicznych czy plastikowych, a jedynie zauwazyli rdznice, iz obecnos¢
$liny obniza przyleganie bakterii z rodzaju S. mutans do wszystkich zamkoéw z badanej grupy. W
naszym modelu badawczym §lina zostata zastapiona mucyna, ktora jest stosowana w badaniach
in vitro w celu stworzenia sztucznej ,,ostonki nabytej” [Ahn i wsp. 2002, 2007]. Wyniki naszych
badan wykazaty istotnie zwigkszone przyleganie S. mutans do wszystkich badanych materiatow
ortodontycznych pokrytych mucyna. W $wietle naszych badan dyskusyjny wydaje si¢ by¢ wptyw
Sliny na adhezj¢ drobnoustrojow do powierzchni materiatow ortodontycznych. Jedni badacze
[Papaioannou i wsp. 2007, Ahn i wsp. 2002, Quirynen i Bollen 1995] uwazajg, iz obecnosé¢
btonki nabytej na powierzchni zamkow pokrytych §ling, znaczaco obniza przyleganie
Streptococcus mutans do badanych elementow, natomiast inne prace [Lee i wsp. 2009]

zaprzeczaja tym informacja, nie widzac wptywu $liny na stopien przylegania bakterii do zamkow.

Bardzo istotne z punktu widzenia klinicznego jest wykazanie nie tylko wptywu C. albicans
na wzrost adhezji S. mutans do kompozytu, ale rowniez umozliwienie adhezji S. mutans do
materiatdéw ortodontycznych opornych na jego przyleganie i tworzenie biofilmu (stal chromo-
niklowa, stop chromo-kobaltowy). Na wptyw innych patogenéw na przyleganie S.mutans do
powierzchni zamkéw zwrocili rowniez uwage inni badacze [Brusca i wsp. 2007], ktorzy nie
zauwazyli wiekszych réznic w adhezji S.mutans do powierzchni réznych zamkoéow, ale w

obecnosci Candida albicans odnotowano najwigkszy wzrost kolonii S.mutans na zamkach
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kompozytowych, nastepnie na ceramicznych, a najmniejszy na metalowych. Badania te

potwierdzaja nasze wyniki.

Drugim celem poznawczym niniejszej pracy doktorskiej byto poréwnanie wlasciwosci
antyseptycznych 1 przeciwzapalnych TauCl 1 TauBr z wlasciwosciami chlorheksydyny (CHX),
zlotego standardu stosowanego w stomatologii. Badania miaty odpowiedzie¢ na pytanie, czy
haloaminy tauryny (TauCl i1 TauBr) moga mie¢ zastosowanie w stomatologii w zapobieganiu,
kontroli i usuwaniu biofilmu ortodontycznego oraz w leczeniu towarzyszacych stanéw zapalnych

jamy ustnej.

W pierwszym etapie badan oznaczono aktywno$¢ mikrobdjcza badanych zwigzkéw wobec
planktonicznej formy drobnoustrojow. Badania przeprowadzono in vitro na reprezentatywnych
drobnoustrojach mikrobiomu jamy ustnej, potencjalnych elementach wielogatunkowego biofilmu
ortodontycznego (Streptococcus mutans, Porphyromonas gingivalis, Candida albicans) [Pasich i
wsp. 2013]. Uzyskane wyniki potwierdzily obserwacje innych autoréw wskazujace na duzg
skuteczno$¢ mikrobojczg CHX zaréwno wobec bakterii (S. mutans, P. gingivalis), jak i grzybow
C. albicans [Williams i Lewis, 2010]. Z po$roéd badanych drobnoustrojow zahamowanie wzrostu
C. albicans (10%/ml) wymagato najwyzszego stezenia CHX. Mimo tego, mikrobojcze stezenie
CHX dla C. albicans (MIC = 0.007%) jest wielokrotnie nizsze od stezen CHX w preparatach
stomatologicznych (Tabela 1).

W zwigzku z zastosowaniem CHX w leczeniu chordb przyzegbia, polegajacym na
poddzigstowym podaniu leku [Malicka i wsp. 2005], sprawdzono jej aktywnos$¢ mikrobojcza w
obecnosci surowicy. W takich warunkach, zblizonych do warunkéw panujacych w kieszonce
dzigstowej, CHX znamiennie traci zdolno$¢ do zabijania C. albicans (do 90%), bez istotnych

roéznic w aktywnosci antybakteryjnej, zwtaszcza wobec P. gingivalis.

CHX jest powszechnie stosowana jako antyseptyk w leczeniu prochnicy, chorob
przyzgbia, kandydozy jamy ustnej. CHX jest rowniez stosowana w leczeniu kanalowym [Brenda
1 wsp. 2013]. Jednakze, ze wzgledu na niezgodno$¢ farmaceutyczna pomigdzy CHX a
podchlorynem sodu, gldownym antyseptykiem stosowanym w endodoncji, sprawdziliSmy czy

NaOCI mozna zastgpi¢ haloaminami tauryny. Obiecujace wyniki uzyskano zastepujac NaOCl
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bromaming tauryny. Mieszanina TauBr i NaOCI nie tworzyta bragzowego precypitatu (powstanie

parachloroaniliny) i wykazywata silne wtasciwos$ci mikrobdjcze [Pasich i wsp. 2013].

Badania wilasciwos$ci antyseptycznych haloamin tauryny wykazaly istotne rdéznice
pomiedzy TauCl i TauBr. TauCl, w poréwnaniu z CHX, stabo hamowata wzrost bakterii
S.mutans i P.gingivalis. Ponadto, TauCl, w =zakresie stosowanych stezen, nie dzialata
mikrobdjczo na grzyby C. albicans. Wyniki te sg sprzeczne z badaniami Nagla i wsp. [1998].
Jednakze w ich badaniach stosowano wielokrotnie wyzsze st¢zenia TauCl, a czas inkubacji
wydluzono do kilku godzin. W odr6znieniu od TauCl, TauBr wykazata skuteczne dziatanie
mikrobojcze wobec wszystkich badanych drobnoustrojéw. Wyniki powyzsze zadecydowaty, ze
do dalszych badan majacych na celu wykazanie wiasciwosci antyseptycznych wobec biofilmu
jamy ustnej (biofilmu ortodontycznego) wybrano TauBr i jako kontrole CHX. TauBr wybrano
réwniez dzigki obiecujacym badaniom prowadzonym w Katedrze Immunologii nad wptywem
TauBr na tworzenie i eliminacj¢ biofilmu Pseudomonas aeruginasa [Marcinkiewicz i wsp. 2013;
Walczewska i wsp. 2013]. Wykazano, ze TauBr hamuje in vitro tworzenie biofilmu P.
aeruginosa ale nie niszczy dojrzatego biofilmu. Wyniki te sugerujg brak wplywu TauBr na
struktury macierzy biofilmu (EPS) lub na neutralizacj¢ TauBr przez substancje uwalniane przez
bakterie biofilmu. Aby poprawi¢ dyfuzje TauBr do struktur biofilmu przeprowadzono wstepne
badania polegajace na podawaniu jednoczasowym antyseptyku (TauBr) i DNazy w celu
zniszczenia DNA macierzy [Walczewska 1 wsp. 2013]. Uzyskano obiecujace wstepne wyniki ale
wymagajgce potwierdzenia w badaniach wobec biofilmu tworzonego przez inne drobnoustroje i 0
innym sktadzie macierzy [Marcinkiewicz 1 wsp. 2013]. W niniejszej pracy doktorskiej celem
badawczym bylo sprawdzenie czy TauBr dziata mikrobdjczo na bakterie ukryte w biofilmie
ortodontycznym. Wykazano, ze TauBr zabija bakterie S. mutans w biofilmie utworzonym na
ptytce kompozytowej, gdy czas ekspozycji wydluzono z 30 minut do 3 godzin. CHX dziatata
mikrobdjczo na biofilm w krotszym okresie czasu (30 minut) hamujgc wzrost S. mutans (>0.1%)
i C. albicans (>1%). Wyniki te sugeruja, ze preparaty stomatologiczne (patrz Tabela 1)
zawierajagce CHX o stezeniu ponizej 1% s3 skuteczne w profilaktyce i leczeniu schorzen jamy
ustnej o etiologii bakteryjnej. Leczenie kandydozy jamy ustnej i eliminacja biofilmu
wielogatunkowego wymaga wyzszych st¢zen antyseptyku (CHX, TauBr) 1 dlugiego czasu ich
uwalniania. Wspomniane warunki speiniajg obecnie tylko lakiery dentystyczne i preparaty do

leczenia kanatowego.
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Kolejnym problemem badawczym bylo porownanie wiasciwosci przeciwzapalnych i
antyoksydacyjnych TauBr i CHX jako kandydatow do leczenia przewlektych stanéw zapalnych

jamy ustnej, niepozadanych skutkéw ortodontycznego biofilmu.

W licznych badaniach in vitro i ex vivo wykazano supresyjny wptyw haloamin tauryny na
aktywnos$¢ sekrecyjng komorek odczynu zapalnego: aktywowanych makrofagow w zakresie
uwalniania NO i TNF-a, IL-1p, IL6, IL-8, PGE, [Park i wsp. 1995, 1997; Marcinkiewicz i wsp.
1995, 1998, 2005] i neutrofilow w zakresie uwalniania ROS, NO, TNF-a, IL-6, PGE;
[Marcinkiewicz iwsp. 1998]. W niniejszej pracy przeprowadzono poroéwnanie dziatania
TauCl, TauBr i CHX na wydzielanie cytokin i ROS przez aktywowane komorki linii
makrofagowej (J774.A1) oraz aktywowane mysie makrofagi otrzewnowe. Stwierdzono, ze oba
zwigzki, TauCl i TauBr, w stezeniu 100-300 uM (stezenia niecytotoksyczne dla makrofagow)
powodujg istotne, zalezne od dawki zahamowanie syntezy NO oraz wybranych cytokin
prozapalnych. CHX wykazala slabsze dziatanie przeciwzapalne ze wzgledu na jednoczesne
hamowanie cytokin prozapalnych i przeciwzapalnych (IL-10). Interesujacych wynikow
dostarczyly badania wptywu CHX i TauBr na generacj¢ i uwalnianie ROS przez neutrofile
aktywowane opsonizowanym zymosanem oraz zabitymi drobnoustrojami biofilmu jamy ustnej (S.
mutans, C. albicans). TauBr wykazata silne wtasciwosci antyoksydacyjne hamujac catkowicie
(>90%) uwalnianie ROS pod wplywem wszystkich badanych stymulantow. Natomiast CHX, w
stezeniach ponizej 0.1%, albo nie wptywata na poziom chemiluminescencji (pomiar ROS), albo
podnosita poziom ROS. Wyniki te wskazuja na pro-oksydacyjne dziatanie CHX 1 sg zgodne z
badaniami Yeunga i wsp. [2007], ktorzy wykazali zmienne pro- i anty-oksydacyjne wlasciwosci
CHX w zalezno$ci od obecnos$ci zwigzkow wapnia Ca(OH)s.

Podsumowujac uzyskane wyniki mozna stwierdzi¢, ze CHX jest doskonalym
antyseptykiem, lepszym od haloamin tauryny w usuwaniu nadmiernego biofilmu jamy ustnej
(ptytki nazgbnej). Jednakze, w wypadku stwierdzenia skutkow niepozadanych, CHX moze by¢
zastgpiona przez TauBr podawang w preparatach umozliwiajacych powolne uwalnianie leku
(lakiery, mini tabletki poddzigstowe) [Silla i wsp. 2008]. Ponadto, przeciwzapalne 1
antyoksydacyjne wtasciwosci TauBr, sprawdzone w leczeniu miejscowym tradzika pospolitego
[Marcinkiewicz i wsp. 2008], wskazuja na korzystne wspolne podawanie TauBr z innym
chemioterapeutykiem (antyseptykiem). Na przyktad z Clindamycyng w leczeniu standéw

zapalnych skory i z CHX w leczeniu przewleklych schorzen przyzebia i zapalen jamy ustne;j.
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6. WhnioskKi

e Najwyzsza adhezj¢ S. mutans i C. albicans do materiatow ortodontycznych wykazano wobec
kompozytu, a najnizszg wobec stali chromo-niklowej. Pokrycie materialéw ortodontycznych

mucyng zwigksza adhezje¢ drobnoustrojow.

e Obecnos¢ C. albicans utatwia adhezj¢ S. mutans do materialow ortodontycznych i tworzenie

wielogatunkowego biofilmu.

e Chlorheksydyna (CHX) hamuje in vitro wzrost formy planktonicznej drobnoustrojow
mikrobiomu jamy ustnej (S. mutans, P. gingivalis, C. albicans) w stezeniach znamiennie

nizszych od stezen stosowanych w stomatologii.

e TauBr, w stezeniach niecytotoksycznych, podobnie jak CHX hamuje wzrost formy

planktonicznej S. mutans i P. gingivalis, ale stabo dziata na wzrost C. albicans.

e CHX hamuje skutecznie wzrost S. mutans i C. albicans w biofilmie ortodontycznym. Do
zniszczenia biofilmu wielogatunkowego konieczne jest uzycie preparatow zawierajacych

CHX o stgzeniu powyzej 1%.

e Skuteczne dzialanie mikrobdjcze TauBr wobec bakterii w biofilmie ortodontycznym

wymaga wydtuzonego czasu ekspozycji (3 godziny).
e W obecnosci surowicy zarowno CHX jak i TauBr traci znaczaco wtasciwosci mikrobojcze.

e TauBr wykazuje silne wlasciwosci przeciwzapalne. TauBr hamuje syntez¢ cytokin

prozapalnych 1 dziata antyoksydacyjnie.

e CHX jest silniejszym antyseptykiem od TauBr, ale w mniejszym stopniu hamuje mediatory

zapalenia i synteze reaktywnych form tlenu (ROS).

e Uzyskane wyniki sugeruja, ze wspoOlne stosowanie CHX 1 TauBr w preparatach
stomatologicznych o wydluzonym czasie uwalniania moze skutecznie chroni¢ jame ustng
przed rozwojem biofilmu na aparatach ortodontycznych oraz dziata¢ leczniczo w stanach

zapalnych jamy ustnej.
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7. Streszczenie

Wstep: Biofilm jest definiowany jako wielogatunkowa spoteczno$¢ drobnoustrojow 1 ich
zewnatrzkomoérkowych polimerdéw (macierz biofilmu), ktére sa przymocowane do powierzchni
tkanek lub biomaterialdow. Plytka nazebna jest przyktadem biofilmu mikroflory ustroju.
Niekontrolowany wzrost bakterii w plytce nazebnej (np. Streptococcus species) powoduje
tworzenie si¢ w jamie ustnej biofilmu znajdujgcego si¢ na powierzchni zebow i1 poddzigstowych
powierzchniach. To moze wywotywa¢ miejscowe zapalenia (dzigset), z pdzniejszym rozwojem
prochnicy i choréb przyzebia. Streptococcus mutans zostat opisany jako gtowna bakteria
odpowiedzialna za powstawanie prochnicy, podczas gdy Porphyromonas gingivalis jest
odpowiedzialny za choroby przyzebia. Czgsto infekcje bakteryjne powiazane sa z grzybica jamy
ustnej, w ktorej Candida albicans wykrywana jest obok bakterii S. mutans.

Mimo zaawansowanych technologii w nowoczesnej stomatologii, leczenie ortodontyczne za
pomoca statych aparatéw wywotuje niepozadane objawy kliniczne, ze wzgledu na obecno$¢
dodatkowych miejsc dla retencji biofilmu i utrudnionego mechanicznego usuwania ptytki
nazgbnej. Zostalo udowodnione w wielu pracach, ze aparaty ortodontyczne zwigkszaja
przyleganie bakterii i przyspieszaja tworzenie si¢ biofilmu jamy ustnej. Wciaz jednak pozostaje
do ustalenia, ktore materialy stosowane w ortodoncji (stal nierdzewna, ceramika, akryl, kompozyt)
wykazuja najdogodniejsze wilasciwosci sprzyjajace przyleganiu bakterii do ich powierzchni i
tworzeniu biofilmu. Brakuje tez skutecznego 1 calkowicie bezpiecznego antyseptyku, ktory
moglby zapobiegac infekcjom jamy ustnej wywotanych nadmiernym tworzeniem si¢ biofilmu, 1
leczy¢ je.

Obecnie najczesciej stosowanym w stomatologii antyseptykiem jest chlorheksydyna (CHX).
Jednakze z uwagi na jej liczne objawy niepozadane, poszukiwane i1 testowane sg inne, nowe
antyseptyki. Wsérod nich znajdujg si¢ pochodne tauryny, takie, jak taurolidyna, chloramina
tauryny (TauCl) i bromamina tauryny (TauBr). TauCl i TauBr sg fizjologicznymi produktami
aktywowanych neutrofiléw i1 powstaja w odczynie zapalnym jako produkt reakcji pomiedzy
tauryng 1 odpowiednio kwasem podchlorowym (HOCI) i kwasem podbromowym (HOBTr).
Wykazano uprzednio w badaniach in vitro, ze TauCl i TauBr wykazuja wlasciwosci
przeciwbakteryjne wobec réznych patogennych bakterii. Ponadto badania kliniczne wykazaly, ze

obie haloaminy sa skuteczne w leczeniu miejscowych zapalen skory i blon §luzowych, w tym
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takze zakazen powigzanych z biofilmem. Niemniej jednak nie zostato jeszcze doktadnie zbadane

czy s3 one w stanie zabi¢ bakterie ukryte w biofilmie ptytki nazebnej lub zniszczy¢ jego strukturg.

Cel pracy: Gtownym celem pracy bylo poréwnanie zdolnosci przylegania S. mutans i C.
albicans do wybranych materiatéw ortodontycznych. Drugim celem bylo zbadanie i porownanie
wlasciwosci antyseptycznych CHX, TauBr i TauCl wobec planktonicznej formy drobnoustrojow
1 wobec drobnoustrojow ukrytych w biofilmie pokrywajacym materiaty ortodontyczne. Ponadto

poréwnano wilasciwosci przeciwzapalne i przeciwutleniajgce wspomnianych antyseptykow.

Eksperymentalny model adhezji bakterii jamy ustnej i tworzenia biofilmu do wybranych
materialow ortodontycznych (akrylu, stali chromo-niklowej, stali chromo -kobaltowej i plytek
kompozytowych). Ptytki pokryte mucyng byty inkubowane razem ze szczepami S. mutans i C.
albicans. Po 2 i 24 godzinach ptytki ponownie przeptukano w celu usunigcia niezwigzanych
komorek bakteryjnych, i odci$nigto na statym podtozu kontaktowym i inkubowano przez kolejne
48 godzin. Po zakonczeniu inkubacji liczono kolonie bakterii (CFU/ ptytkg), ktére wyrosty na
podtozu. Adhezj¢ drobnoustrojéw i tworzenie biofilmu na ptytkach wizualizowano za pomoca

Skaningowego Mikroskopu Elektronowego.

Okreslenie mikrobodjczego dzialania CHX, TauBr i TauCl na forme¢ planktoniczng i na
drobnoustroje ukryte w biofilmie. W pierwszym etapie okreslono MIC badanych antyseptykow
wobec zawiesiny wyznaczonych drobnoustrojow (forma planktoniczna) mikrobiomu jamy ustnej
(S. mutans, P. gingivalis oraz C. albicans). W nast¢pnym etapie S. mutans i C. albicans tworzace
biofilm na ptytkach kompozytowych traktowano réoznymi st¢zeniami badanych zwigzkow. Po
wskazanym czasie inkubacji ptytki przeptukano i odci$nigto na podtozu kontaktowym w celu
policzenia zywych drobnoustrojow. Po nastgpnych 48godzinach kolonie S. mutans i C. albicans

policzono 1 wyrazano jako CFU/ ptytke.
Wyniki i wnioski:

» Plytki kompozytowe pokryte mucyng charakteryzowaty si¢ najwigksza przyczepno$cig i

wzrostem S. mutans i C. albicans, w porownaniu do innych testowanych materiatow
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ortodontycznych. Obecno$¢ C. albicans utatwiata adhezj¢ S. mutans do wszystkich badanych
materialdw ortodontycznych.

* CHX w poréwnaniu z TauBr i TauCl, wykazywata najsilniejsze wtasciwosci mikrobdjcze,
zarOwno przeciwko formie planktonicznej jak 1 ukrytych w biofilmie wszystkich testowanych
patogenow. Natomiast TauCl wykazata najstabsze dziatanie mikrobojcze, pozostajac bez wptywu
na wzrost C. albicans.

» TauBr wykazata silniejsze wlasciwosci antyseptyczne niz TauCl. Znaczaco hamowata wzrost
planktonicznej formy S. mutans z umiarkowanym wptywem na wzrost C. albicans. TauBr zabija
bakterie ukryte w biofilmie, lecz dopiero po dlugim czasie inkubacji (3 godziny). Wyniki te
sugeruja, ze stosowanie TauBr przy infekcjach jamy ustnej zwigzanych z biofilmem wymaga
stabilnosci TauBr, wysokiego jej stezenia i dhugiego czasu ekspozycji (czeste stosowanie lub
powolne uwolnienie).

* Poréwnanie wtasciwosci antyseptycznych CHX i TauBr potwierdza wybor CHX w eliminacji
biofilmu. Jednakze TauBr wykazywala silniejsze wlasciwosci  przeciwzapalne i

przeciwutleniajace.

Podsumowujac, uzycie materiatu kompozytowego wykazuje wysokie ryzyko adhezji i tworzenia
biofilmu na aparatach ortodontycznych. Ponadto, badania nasze potwierdzity wyjatkowy
potencjat CHX jako podstawowego srodka antyseptycznego w stomatologii. Jednakze wyniki
sugeruja rowniez, ze TauBr, ze wzgledu na jej silne wlasciwosci antybakteryjne,
przeciwutleniajace 1 przeciwzapalne moze by¢ stosowana alternatywnie lub w polaczeniu z CHX
w leczeniu zakazen powigzanych z biofilmem jamy ustnej, zwlaszcza w tych przypadkach, w

ktorych wystepuje miejscowy stres oksydacyjny.
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8. Summary

Introduction: Dental plaque is an example of a biofilm which is defined as a multi-species
community of bacteria and their extracellular polymers (biofilm matrix) that are attached to
biomaterials or tissue surfaces. Uncontrolled growth of bacteria of dental plaque (e.g.
Streptococcus species) generates formation of oral biofilm located on teeth and subgingival
surfaces. It may induce local inflammation (gingivitis) with further development of dental carries
and periodontal diseases. Streptococcus mutans was described as the most important bacterium
related to the etiology of dental caries, while Porphyromonas gingivalis is associated with
periodontal diseases. Very often bacterial infections are associated with candidiasis of oral cavity
and Candida albicans is frequently detected along with S. mutans in dental plaque-related
infection.

Despite advanced technology in modern stomatology, orthodontic therapy using fixed appliances
induces clinical side effects due to the presence of more biofilm-retentive niches and impaired
mechanical plaque removal. It has been documented in a number of studies that orthodontic
appliances facilitate bacteria adhesion and accelerate oral biofilm formation. However, it remains
controversial which particular material (stainless steel, ceramic, acryl, composite) has favorable
surface characteristics for bacteria adhesion and biofilm formation. Moreover, prevention and
treatment of oral infections associated with excessive biofilm formation using effective and safe
antiseptic is still unsolved problem.

To date, chlorhexidine (CHX) is the most commonly used antiseptic in dentistry. However, due
to its adverse effects, other new antiseptics are still tested. Among them are taurine derivatives,
such as, taurolidine, taurine chloramine (TauCl) and taurine bromamine (TauBr). TauCl and
TauBr are physiological products of activated neutrophils, resulting from the reaction between
taurine and either hypochlorous acid (HOCI) or hypobromous acid (HOBr), respectively. It has
been previously shown that TauCl and TauBr exert in vitro antimicrobial properties against
various pathogenic bacteria. Moreover, clinical studies have shown that both haloamines are
effective in the local treatment of skin and mucosa infections, including biofilm-related infections.
Nevertheless, it has been not tested yet whether they can kill bacteria hidden in a dental plaque

biofilm or disrupt biofilm structure.
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Aims: The primary aim of this study was to compare adhesive properties of S. mutans and C.
albicans to the selected orthodontic materials. The second aim was to investigate and compare
anti-microbial effectiveness of CHX, TauBr and TauCl against planktonic and biofilm form of
the selected oral biofilm-associated microorganisms, S. mutans and C. albicans. Moreover, their

anti-inflammatory and anti-oxidant properties have been compared.

Experimental model of oral bacteria adhesion and biofilm formation to orthodontic
materials (acryl, chromo-nickel steel, chromo-cobalt steel and composite plates)

Mucine covered plates were incubated with S. mutans or C. albicans. After 2 or 24 hours plates
were washed to eliminate unbound bacterial cells, and then the plates were blotted onto a contact
solid medium and cultured for additional 48 hours. After incubation the number of surviving
bacteria was counted (CFU/plates). Adhesion of microorganisms and biofilm formation on the
plates was visualized using Scanning Electron Microscopy.

Measurement of microbicidal activity of TauBr, TauCl and CHX against planktonic form
of S. mutans, P. gingivalis and C. albicans

MIC was determined by the pour plate method. The agents, used at different concentrations, were
incubated with tested microbes suspended in NaCl for 30 min. Then aliquots of these dilutions

were spread on growing agar plates and CFU were counted after 48h.

Measurement of microbicidal activity of TauBr and CHX against S. mutans and C. albicans
hidden in a biofilm

S. mutans or C. albicans growing on the composite plates were treated with different
concentrations of the tested compounds. After the indicated incubation time plates were washed
and blotted on a solid contact medium to grow surviving microbes. After the next 48h colonies of

S. mutans or C. albicans were counted and expressed as CFU/plate.

Results and Conclusions

* Mucine covered composite plates showed the highest adhesion and accumulation of S. mutans
and C. albicans, as compared to other tested orthodontic materials. Importantly, the presence
of C. albicans biofilm promoted the formation of S. mutans biofilm on plates of all tested

materials.
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« CHX showed the strongest antimicrobial activity against planktonic and biofilm form of all
tested pathogens.

* On the contrary, TauCl showed the weakest antimicrobial activity, with no effect on the
growth of planktonic form of C. albicans.

« TauBr was a stronger antiseptic agent then TauCl. It markedly inhibited the growth of
planktonic S. mutans, with the moderate effect on C. albicans. TauBr killed bacteria hidden in
a biofilm, but only after the long-time incubation (3h). It suggests that application of TauBr in
oral biofilm-associated infections requires stability of the agent, high concentration and long-
time exposition (frequent application or slow liberation)

» In contrast to superior anti-microbial and anti-biofilm properties of CHX compared to TauBr,
the latter showed the stronger anti-inflammatory and anti-oxidant properties.

Finally, the results strongly indicate that composite material exhibits high risk of pathogen
ahesion and formation of a biofilm. Moreover, the study confirmed exceptional potential of CHX
as the primary antiseptic in dentistry. However, the results also suggest that TauBr, due to its
strong antibacterial, anti-oxidant and anti-inflammatory properties, may be used alternatively or
in combination with CHX in a treatment of oral biofilm-associated infections, especially in those

accompanied with local oxidative stress.
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