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WYKAZ SKROTOW

ACFF - Polski Oddziat Sojuszu dla Przyszto$ci Wolnej od Prochnicy (ang. Alliance for a
Cavity-Free Future)

APRP — kwasne biatka bogate w proling (ang. Proline rich acid proteins)
BOP — krwawienie przy zgl¢bnikowaniu (ang. Bleeding on Probing)

CAL - kliniczna utrata potozenia przyczepu tgcznotkankowego (ang. Clinical Attachment
Loss)

CFU — Jednostki Tworzace Kolonie (ang. Colony Forming Unit)

CHX — chlorheksydyna (ang. chlorhexidine)

CPC — chlorek cetylpirydyny (ang. cetylpyridine chloride)

EPS - Egzopolisacharydy (ang. Exopolysaccharides)

FDI — Swiatowa Federacja Dentystyczna (ang. World Dental Federation)
FMD - catosciowe odkazanie jamy ustnej (ang. full mouth disinfection)

IL-1 — Interleukina-1 (ang. Interleukin-1)

IL-6 — Interleukina-6 (ang. Interleukin-6)

IL- 8 — Interleukina-8 (ang. Interleukin-8)

LDD - dokieszonkowe podawanie chemioterapetyku (ang. local drug delivery)
LPS — Lipopolisacharyd (ang. Lipopolysaccharide)

MMP — Metaloproteinazy macierzy (ang. Matrix metallproteinases)

OE - olejki eteryczne (ang. essential oils)

PD — glebokos¢ sondowania (ang. Probing Depht)

PBS — zbuforowany roztwor soli fizjologicznej (ang. buffered saline solution)
PRP — biatka bogate w proling (ang. Proline-rich polypeptide)

PVP — jodopowidon (ang. povidone iodine)

TNF-alfa — Czynnik martwicy guza-a (ang. Tumor necrosis factor — alpha)

US FDA — Amerykanska Agencja Zywnosci i Lekéw (ang. US Food and Drug
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WHO — Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization)



1. WSTEP

1.1.Prochnica z¢bow i choroby przyzebia oraz ich nastepstwa

Prochnica z¢bow (ang. dental caries) jest wieloprzyczynows, przewlekla chorobg
bakteryjna, zlokalizowanym, patologicznym procesem prowadzacym do demineralizacji i
proteolitycznego rozpadu tkanek twardych zeba [Pitts i wsp., 2017]. Prochnica jest procesem
postepujacym, w nastepstwie moze prowadzi¢ do utraty zeboéw. Globalne badania
populacyjne dokumentuja, ze powszechnie wystepujaca na Swiecie prochnica zebow, stanowi
najczestsza chorobe cywilizacyjng. Wedlug najnowszych danych choroba prochnicowa
obecnie dotyczy prawie 2,4 miliarda ludzi na $wiecie [Pitts 1 wsp., 2017, Peres i wsp., 2019].
Jej wystepowanie notowane jest we wszystkich grupach wiekowych. W grupie dorostych
Polakéw prochnica zgbow stanowi powazny problem zdrowotny, obejmujac blisko 100%
populacji [Gaszynska i wsp., 2014, Mielczarek i wsp., 2017].

Etiopatogeneza prochnicy zgbow jest wieloprzyczynowa i1 nadal nie do konca
wyjasniona.  Wiadomo  obecnie, ze zasadniczym  czynnikiem  etiologicznym
zapoczatkowujacym prochnice sa bakterie prochnicotworcze, tzw. kariopatogeny, gléwnie
paciorkowce jamy ustnej, przede wszystkim Streptococcus mutans (Fot.1). Gatunek ten
charakteryzuje si¢ wysoka adherencjga do powierzchni hydroksyapatytu szkliwa zgbow.
Szczepy tego gatunku charakteryzujg si¢ takze zdolno$cig wytwarzania rozpuszczalnych i
nierozpuszczalnych zewnatrzkomérkowych wielocukrow, tzw. egzopolisacharydu (EPS),
tworzacych zrgb (matriks) powstajacej ptytki nazgbnej [Banas i wsp., 2018, Chen i wsp.,
2020]. Jednoczesnie, kariopatogeny fermentujac cukry wytwarzaja kwasy organiczne,
szczegOlnie kwas mlekowy, ktdre akumulowane w ptytce nazebnej, powodujg obnizenie jej
pH (<5,5). Dochodzi do zapoczatkowania demineralizacji szkliwa, co w nastgpstwie moze
prowadzi¢ do powstania ubytku w szkliwie zebow. W rozwoju prochnicy zgbow, dobrze jest
znana rola takze innego kariopatogenu — pateczek Lactobacillus spp., sposréd ktérych
dominujacym gatunkiem jest Lactobacillus acidophilus (Fot.2). Pateczki kwasu mlekowego
charakteryzuje znaczna kwasolubnos$¢ i intensywna kwasotworczos¢. Optymalne pH dla ich
wzrostu miesci si¢ w zakresie 5,5 — 5,8 [Caufield i wsp., 2015, Zaremba 2019]. Pateczki te nie
wykazuja wtasciwosci adherencyjnych do hydroksyapatytow szkliwa i dlatego tylko nieliczne

wystepuja w bakteryjnej ptytce nazebnej. Natomiast wskazuje sie, ze powstajace ubytki



prochnicowe mogg stanowi¢ tzw. nisze retencyjne dla akumulacji i wzrostu Lactobacillus
spp., co powoduje rozwdj procesu prochnicowego, w nastepstwie prowadzac do ubytku w
zgbinie [Caufield i wsp., 2015].

Plytka nazebna (ang. dental plaque), dawniej okreslana jako ptytka bakteryjna (ang.
microbial plaque) tworzy sie juz w kilka minut po oczyszczeniu zeboéw [Socransky i wsp.,
2002]. Na powierzchni szkliwa, bedacego w kontakcie ze s$ling, odklada si¢ najpierw
bezbakteryjna, amorficzna btonka, zwana btonka nabyta (ang. pellicle). Blonka nabyta jest
formowana poprzez adsorpcj¢ biatek $liny, gtownie biatek bogatych w proling (PRP) i
mucyn, przy czym dominuja biatka bogate w proling (PRP) [Gibbins 2014, Valente 2018].
Stanowi warstwe o grubosci okoto 0,01-1um. Przytaczajace si¢ do tworzonej btonki nabytej
kariopatogeny odpowiadaja za inicjowanie procesu prdochnicowego. Z kolei w blonce
dlugoterminowej, tzw. dojrzatej, dominuja mucyny, a zawartos¢ biatek bogatych w proling
jest minimalna wskutek ich degradacji. W ciagu 2 tygodni btonka nabyta staje si¢ dojrzaty
ptytka nazebna. W dojrzatej ptytce dominuja bakterie wzglednie beztlenowe oraz beztlenowe.
Kilkutygodniowa dojrzata ptytka nazgbna sklada si¢ z organicznej matrycy (biatka $liny,
przede wszystkim mucyny i zewnatrzkomoérkowe produkty przemiany bakteryjnej — glukany i
fruktany), a takze z bakterii, ztuszczonych komorek nabtonka i leukocytow. Jak wskazuja
badania Liczba bakterii w ptytce wynosi 10*Y/g masy [Struzycka 2014, Yamashita i wsp.,
2017]. Ptytka nazgbna moze ulec mineralizacji. Jesli §lina jest bardzo przesycona jonami
wapniowymi i fosforanowymi, to jony te moga zosta¢ odtozone w warstwy ptytki nazebne;.
Mineralizacja ptytki nazebnej sktada si¢ z fazy Kkrystalizacji pierwotnej (tworzenie ognisk
krystalizacyjnych) oraz fazy krystalizacji wtdrnej (dojrzewanie wytworzonych krysztatow
fosforanu wapnia). Tworzg si¢ nierozpuszczalne krysztatki fosforanu wapnia i ptytka nazgbna
ulega zwapnieniu — powstaje kamien nazgbny. W skiad dojrzatego kamienia nazebnego
wchodzi 80% zmineralizowanego materiatu, a 20% to sktadniki organiczne [Pasich 2013].
Inicjacja procesu prochnicowego ma miejsce na poziomie ultrastrukturalnym (krysztat
apatytu) i1 nie jest dostrzegalna klinicznie. Zapoczatkowanie prochnicy zwigzane jest z
bakteryjng fermentacja weglowodanow, w wyniku ktorej powstaja kwasy organiczne
powodujace spadek pH. Obnizenie pH ptytki ponizej wartosci krytycznej (dla
hydroksyapatytu wartos¢ ta wynosi 5,5, dla fluoroapatytu 4,5, dla szkliwa 4,5-5,5, dla zebiny
ok. 6,0, dla cementu korzeniowego 6,7) powoduje rozpuszczanie fosforandw wapnia
hydroksyapatytu inicjujac utrat¢ substancji mineralnych zeba. Powtarzajgce si¢ spadki pH w
odpowiednio dlugim czasie doprowadzaja do demineralizacji podatnego miejsca na

powierzchni zeba , a zatem zapoczatkowujg proces prochnicowy [Pitts i wsp., 2017].
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Pierwotna zmiana prochnicowa, ograniczona do szkliwa definiowana jest jako
prochnica poczatkowa i charakteryzuje si¢ nienaruszong powierzchnig. Jednak okolica
podpowierzchniowa jest porowata. W tym stadium utrata substancji mineralnych nie moze
by¢ wykryta, poniewaz szkliwo jest twarde i nie wykazuje ubytku. Poczatkowe zmiany
prochnicowe moga ulec odwrdceniu dzieki remineralizacji powodujgcej przywrdcenie
szkliwa do stanu zdrowia. Remineralizacja stanowi proces odbudowy czeSciowo
rozpuszczonych krysztatow szkliwa. Warunkiem niezb¢dnym do jej przebiegu jest
przesycenie sliny solami wapnia i fosforu. Umozliwia to przeptyw jondw w kierunku szkliwa,
tzn. rozpuszczone krysztaly moga pobiera¢ ze sliny wapn i fosforany. Wapn zwigzany przez
biatka $linowe utrzymuje rownowage pomiedzy hydroksyapatytem a Ca?* §liny. Na te
rownowage wplywaja jony fluorkowe, ktore zmniejszaja demineralizacjg, a zwigkszaja
remineralizacje. Fluorki dyfunduja do podpowierzchniowego szkliwa i adsorbujac si¢ na
powierzchni krysztatu chroniag przed dalszym jego rozpuszczaniem. Niezmieniona
powierzchnia nad poczatkowa zmiang prochnicowa stanowi decydujacy czynnik dla procesu
remineralizacji, poniewaz chroni wytrawione krysztaty hydroksyapatytow w szkliwie przed
pokryciem biatkami $liny. Istota postgpowania remineralizacyjnego jest ponowne
wbudowanie utraconych mineratéw do podpowierzchniowej warstwy szkliwa. Slina nasycona
jonami wapnia i jonami fosforanowymi przyczynia si¢ do dyfuzji wczesniej rozpuszczonych
mineralow zeba z powrotem do szkliwa. Dochodzi do odbudowy powierzchni cze$ciowo
rozpuszczonego krysztalu w obrgbie zmiany. Obecno$¢ niskich stezen fluorkéw wsrod
krysztatlow szkliwa silnie hamuje proces rozpuszczania substancji mineralnej. Przebieg
procesu prochnicowego jest modyfikowany zatem przez ilo$¢ i sktadniki $liny oraz obecnos¢
jonoéw fluorkowych [Janczuk i wsp., 2014, Pitts i wsp., 2017]. Z kolei, wystgpienie ubytkow
w szkliwie jest procesem nieodwracalnym. W momencie uszkodzenia tkanek twardych
dochodzi do zapoczatkowania procesoOw destrukcyjnych w miazdze, a nast¢gpnie do jej
obumarcia. Powstanie ognisk martwicy sprzyja dalszej kolonizacji bakterii i prowadzi do
zakazenia tkanek okotowierzchotkowych [Jurczak i wsp., 2014, Janczuk 2014 ].

Zapalenie przyzebia (ang. periodontitis) jest przewlekla, wieloczynnikowa choroba
zapalng zwigzang z biofilmem nazebnym i charakteryzuje si¢ postepujaca destrukcja, a
nastepnie kliniczng utratg przyczepu tacznotkankowego oraz kosci wyrostka zebodotowego,
obecnoscig pogltebionych kieszonek 1 krwawieniem z dzigsel. Glowna cechg kliniczng
zapalenia przyzgbia jest utrata przyczepu tgcznotkankowego wskutek procesu zapalnego.
Zapalenie przyzegbia mozna scharakteryzowaé¢ pod wzgledem rozlegtosci i cigzkosci. Stopien

zaawansowania zapalenia przyzebia okresla si¢ na podstawie klinicznej utraty przyczepu
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(CAL), giebokosci kieszonek (pocket depth, PD), krwawienia przy zgtebnikowaniu (bleeding
on probing, BOP) i utraty ko$ci. Obecnie przyjetymi podstawowymi kryteriami rozpoznania
zapalenia przyzebia sg : stwierdzenie CAL na powierzchniach stycznych > 2 zebow, ktore nie
sasiadujg ze sobg lub stwierdzenie CAL > 3 mm 1 kieszonki > 3 mm na powierzchniach
przedsionkowych lub jezykowych > 2 zebow. Obecnie obowigzujaca klasyfikacjg chorob
przyzgbia jest klasyfikacja z 2017 roku (Tabela 1). Obecnie wyrdznia si¢ cztery stadia
zapalenia przyzebia, oceniane na podstawie klinicznej utraty przyczepu (CAL), ilo$ciowej 1
procentowej utraty kosci, glebokosci sondowania (ang. probing depth — PD), obecnosci i
rozleglosci pionowych ubytkéw kostnych i objecia furkacji, rozchwiania zgbow 1 utraty
zgbow. Stadium klasyfikuje nasilenie i zakres biezacej utraty tkanek w tym utraty zebow z
powodu zapalenia przyzgbia oraz poziom ztozonos$ci leczenia choroby. Poczatkowe zapalenie
przyzgbia (stadium I) jest stanem przejSciowym pomiedzy zapaleniem dzigset a zapaleniem
przyzgbia i odpowiada bardzo wczesnym fazom utraty przyczepu. Stadium Il stanowi
umiarkowane zapalenie przyzgbia, klinicznie mozna stwierdzi¢ obecno$¢ CAL 3-4 mm oraz
obecno$¢ kieszonek przyzebnych o glebokosci 5 mm lub mniej. W stadium III (cigzkie
zapalenie przyzebia)  wystgpuje juz znaczne zniszczenie aparatu zawieszeniowego.
Charakterystyczne jest wystgpowanie glebokich zmian, siggajacych S$rodkowej czesci
korzenia. W stadium IV  zapalenia przyzgbia dochodzi do znacznej destrukcji tkanek
przyzgbia pelnigcych funkcje podporowe z mozliwo$cig utraty uzgbienia. Stadium to
charakteryzuje si¢ obecnoscig glebokich ubytkéw kostnych, ktore siegaja do czesci
wierzchotkowej korzenia, i/lub utratg wielu zgbow. Niezaleznie od stadium choroby zapalenie
przyzebia moze postepowac z rozng szybkoscig [Gorska i wsp., 2013, Gérska 2018].

Badania mikrobiologiczne 1 doswiadczalne na modelu zwierzecym wskazujg, ze w
etiopatogenezie zapalenia przyzebia podstawowa role odgrywaja patogenne beztlenowe
bakterie nieprzetrwalnikujace, okreslane jako periopatogeny, wsrod ktéorych dominujacym
jest Porphyromonas gingivalis. P. gingivalis jest gatunkiem bakterii z rodzaju
Porphyromonas, sklasyfikowanym w obrebie rodziny Porphyromonadaceae i stwierdzanym u
ponad 40% chorych z chorobg przyzebia [Cutler i wsp., 1995]. Szczepy P. gingivalis
posiadaja fimbrie z licznymi adhezynami, ktére zapewniaja adherencj¢ bakterii do tkanek
przyzebia oraz umozliwiaja koagregacje z innymi gatunkami, a ponadto indukuja prozapalng
odpowiedz cytokinowa. Jednocze$nie wytwarzaja egzoenzymy — proteazy (tzw. gingipainy)
o wiasciwosciach podobnych do trypsyny, powodujgce destrukcje tkanki. Gingipainy silnie
wplywaja na system obronny organizmu poprzez niszczenie niektorych cytokin, sktadnikow

dopeiacza i wielu receptorow komorek uktadu odpornosciowego [Taylor 2010].
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Tabela 1. Klasyfikacja choréb i zmian w obrebie tkanek przyzebia oraz
tkanek wokol implantow (World Workshop on the Classification of
Periodontal and Peri-implant Diseases and Conditions, 2017) [Gdrska 2018]

Choroby i zmiany w obrebie tkanek przyzebia

Zdrowe przyzgbie i dzigsta

Zdrowe przyzebie, | Zapalenie dzigset wywotane przez biofilm naz¢bny
choroby i zmiany w
obrebie tkanek dzigset Choroby dzigset nie wywotane przez biofilm naz¢bny

Martwicze choroby przyzebia
Zapalenie przyzgbia Zapalenie przyzgbia

Zapalenie przyzebia jako objaw chorob
ogolnoustrojowych

Choroby ogoélnoustrojowe wplywajace na tkanki
przyzgbia

Ropnie  przyzebne 1  zmiany  endodontyczno-
Inne stany majace wptyw | periodontologiczne

na przyzgbie
Nieprawidlowosci $luzowkowo-dzigstowe

Nadmierne sity zgryzowe

Czynniki zwigzane z zgbami 1 uzupelnieniami
protetycznymi

Choroby i zmiany w obrebie tkanek wokot implantow:
Zdrowe tkanki wokot implantow
Zapalenie blony §luzowej wokot implantow
Peri-implantitis

Ubytek tkanek miekkich i twardych wokét implantow




P. gingivalis silnie indukuje wytwarzanie cytokin prozapalnych IL-1, IL-6, IL-8 oraz
TNF-alfa przez neutrofile, monocyty i makrofagi. Wykazano, ze proteazy P. gingivalis maja
zdolnos$¢ niszezenia sktadnikow ukladu dopelniacza. Arg-gingipaina niszczy C3 zwigzane z
opsonizacjg, dzigki czemu P. gingivalis staje si¢ opornym na fagocytoze przez neutrofile. Z
kolei lys-gingipaina degraduje C5, uwalniajac sktadnik C5a stymuluje stan zapalny [Zaremba
2009, Hajishengallis 2011]. Ponadto stwierdzono, ze gingipainy P.gingivalis sa zdolne do
niszczenia TNF alfa oraz, w przeciwienstwie do pozostatych periopatogenéw, hamowania
prozapalnej interleukiny 8 (IL-8) [Mezyk-Kope¢ i wsp., 2005, Hajishengallis i wsp., 2011].
Proteazy uszkadzaja rowniez zewnatrzkomorkowe macierze biatek takich jak, laminina,
fibronektyna. Rozktadaja kolagen typu 1 i 4 [Andrian i wsp., 2004]. P.gingivalis i
metaloproteinazy macierzy gospodarza (MMP) odgrywajg istotng role w niszczeniu tkanek
zwigzanym z zapaleniem przyz¢bia. Takze koncowe produkty fermentacji P. gingivalis, jak
kwas octowy, propionowy i maslowy oraz wytwarzane w duzych ilo$ciach lotne zwiazki
siarki moga oddziatywaé cytotoksycznie na komorki gospodarza. Produkty te zaburzaja
integralno$¢ tkanki, jak rowniez miejscowe mikrosrodowisko Kieszonki przyzgbne;.
Wigkszo$¢ szczepow P. gingivalis posiada otoczke polisacharydows, ktéra hamuje
fagocytoze. Lipopolisacharyd (LPS), endotoksyna, spetnia rolg antygenu i aktywuje cytokiny
[Al-Shibani i wsp., 2008, Scheres i wsp., 2013]. Najczgsciej poza P. gingivalis izolowanymi
z tkanek przyzebia gatunkami sg: P. asaccharolytica i P. endodontalis. Czgstos¢
wystgpowania P. gingivalis jest nizsza u 0sob ze zdrowym przyzgbiem w porownaniu do

pacjentow z chorobg przyzebia [Zaremba 2019].

Zdrowe zeby stanowig pierwszg barier¢ ochronng przed wtargnigciem drobnoustrojow
z jamy ustnej do wnetrza organizmu. Nastgpstwami nieleczonych chordb jamy ustnej —
prochnicy zgbow oraz chordb przyzebia sg utrata uzebienia oraz zespoly uogolnionych
zakazen organizmu [Slots 2019, Schmalz i wsp., 2020]. Udowodniono, ze patogeny w
biofilmie, obecne w zapaleniu przyzgbia, sg odpowiedzialne za powstawanie nawracajgcej
bakteriemii, ktéra moze rozprzestrzeniaé sic do odlegtych tkanek i narzadéw. Swiatowa
Federacja Dentystyczna (World Dental Federation — FDI) wskazuje na $ciste powigzanie
zdrowia jamy ustnej z catym organizmem [Glick i wsp., 2021]. Biorgc pod uwage powyzsze,
niezwykle wazna jest profilaktyka nie tylko prochnicy zebow, chordb przyzgbia, ale
wszystkich chordb wystepujacych w jamie ustnej [Glick iwsp., 2017, Glick i wsp., 2021].
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1.2. Antyseptyki stosowane w profilaktyce chordb jamy ustnej

Celem dziatania leczniczo-profilaktycznego jest skuteczna eliminacja ptytki nazebnej
poprzez zabiegi higieniczne, jak rowniez leczenie prochnicy oraz korekte nieprawidtowych
wypelnien 1 uzupelien protetycznych. Zabiegi higienizacyjne obejmuja indywidualny
instruktaz i motywacj¢ pacjenta do wlasciwego oczyszczania wszystkich powierzchni
zebowych, a takze skaling naddzigstowy z polerowaniem powierzchni zebowych. W
postepowaniu leczniczo-profilaktycznym prochnicy zebow i chordb przyzebia konieczne jest
miejscowe zastosowanie preparatow odkazajacych, gtownie w postaci ptukanek do jamy
ustnej. Stosowanie antyseptyku jest standardem w leczeniu chordb przyzebia, gdy stwierdza
si¢ obecnos¢ statego lub zdejmowanego aparatu ortodontycznego, jak rowniez w
postepowaniu po skalingu, kiedy higiena jamy ustnej pozostaje niewtasciwa lub zab wykazuje
zwigkszong wrazliwos$¢ po skalingu. Ponadto, w ramach fazy higienizacyjnej leczenia nalezy
usuna¢ zle rokujace zeby, przeprowadzi¢ korekte zgryzu urazowego i leczenie endodontyczne

[Gorska i wsp., 2013, Graziani i wsp., 2017, Gorska 2018].

Do grupy antyseptykow zalicza si¢ produkty lecznicze, ktore niszcza drobnoustroje i
hamuja ich wzrost. Stosuje si¢ je w celu ograniczenia infekcji oraz zapobiegania zakazeniom
[Dziennik Ustaw Nr 160, Rozporzadzenie Ministra Zdrowia z dnia 11 sierpnia 2005 r.
rozdz.6]. Aktualnie w Polsce jest dostepnych okoto 190 réznych preparatéw do odkazania
jamy ustnej. Jednak kazdy z nich jest przygotowywany na bazie przynajmniej jednego z
pieciu typow zwiazkow (sg to: biguanidy, w tym oktenidyna, zwiazki jodu, fluorki, zwigzki
amoniowe oraz preparaty roslinne, w tym fenolowe olejki eteryczne). Ptyny do ptukania jamy
ustnej umozliwiaja usuwanie resztek pokarmowych, zapobiegaja lub redukuja gromadzenie
sie juz istniejacej ptytki bakteryjnej, dziataja przeciwbakteryjnie oraz przeciwprochnicowo
[Gunsolley 2010, Chrzgszczyk i wsp., 2013].

Do antyseptykéw wcigz stosowanych niezwykle czesto w profilaktyce zaréwno
chorob przyzebia, jak i prochnicy zgbow nalezy chlorheksydyna, czyli 1.1°-heksymetylen —
bid (5-[pchlorfenyl] biguanid. Wykazuje aktywnos$¢ przeciwbakteryjng zaréwno wobec
bakterii Gram-dodatnich, jak i Gram-ujemnych. Zwigzek ten l3aczy si¢ z ujemnie
natadowang btong cytoplazmatyczng drobnoustrojow  neutralizujgc jej ladunek
powierzchniowy, co prowadzi do zaburzenia jej ciagglosci [Malicka i wsp., 2005].
Antyseptyk wykazuje dziatanie bakteriostatyczne w stezeniu 1 pg/ml, a bakteriobojcze
przy >20 ug/ml [James i wsp., 2017, Thangavelu i wsp., 2020]. Chlorheksydyna zmniejsza
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odktadanie si¢ ptytki nazebnej, sprzyja remineralizacji i zaburza demineralizacj¢ tkanek
twardych zeba [Richards 2017]. Zdolno$¢ adsorbowania i taczenia si¢ CHX z tkankami
miekkimi i twardymi (substatywnos$¢ chlorheksydyny) zwigzana jest z utrzymywaniem
odpowiedniego st¢zenia przez dluzszy czas [Bonesvoll i wsp., 1978, van der Weijden i
wsp., 2015]. Jednoczesnie, CHX moze wywolywaé zaburzenia smaku oraz trudne do
usuni¢cia przebarwienia na ze¢bach. Przebarwienia moga takze wystgpowac na btonie
sluzowej i1 jezyku, co moze by¢ zwigzane barwnikowych sktadnikow diety. Zatem, ze
wzgledu na miejscowe objawy niepozadane w jamie ustnej nalezy unika¢ dlugotrwatego
stosowania chlorheksydyny. Ptukanki zawierajgce chlorheksydyne sa szczegdlnie polecane
pacjentom z wysokim ryzykiem choroby prochnicowej i pomagaja w usuwaniu ptytki oraz w
kontroli poziomu bakterii. Stanowia jeden z elementow wielokierunkowej profilaktyki u osob
z wysokim ryzykiem prochnicy, zwlaszcza za$ u osob z obcigzeniami ogdlnomedycznymi
[Guerra 2019].

Obecnie antyseptykiem, szeroko stosowanym jest oktenidyna (dichlorowodorek
oktenidyny, dichlorowodorek [N,N’-(1,10 dekanedildi-1[4H]-pirydinylo-4-ilideno] bis-91-
oktanaminowy). Preparat ten cechuje si¢ wysoka aktywno$cig przeciwdrobnoustrojowa,
spektrum ktdrej obejmuje bakterie Gram-ujemne, Gram-dodatnie oraz grzyby, wirusy
otoczkowe (np. HBV, HSV), atakze pierwotniaki. Dichlorowodorek oktenidyny wykazuje
takze wysokg aktywno$¢ wzgledem drobnoustrojow w formie biofilmowej. Dodatkowo dziata
regenerujagco na tkanki migkkie. Substancja nalezy do kationowych zwigzkow
powierzchniowo czynnych. Posiada dwa miejsca aktywne dzigki ktorym zmienia strukture
btony lipidowej mikroorganizmoéw oraz wirusow prowadzac do zniszczenia ich komoérek. W
swoim sktadzie ptukanka ta nie zawiera alkoholu i jest skuteczna juz po 30 sekundach od
zastosowania.  Wystepowanie dzialan niepozadanych jest rzadsze w poréwnaniu z
chlorheksydyng i s to gtéwnie zaburzenia smaku oraz sucho$¢ jamy ustnej [Hubner i wsp.,
2010, Pithon i wsp., 2015, Jockel-Schneider i wsp., 2021].

Kolejnym zwigzkiem stosowanym szczegélnie w profilaktyce i terapii chordb
przyzgbia jest powidon jodu (PVP). Mechanizm dziatania tego antyseptyku opiera si¢ na
przenikaniu wolnych czasteczek jodu przez $ciang komorkowa —drobnoustrojow
I na nieodwracalnym ich tgczeniu z biatkami, lipidami i kwasami nukleinowymi. Inaktywacja
enzymow jest wynikiem reakcji jodu z grupami tiolowymi i sulfohydrolowymi w biatkach
(reakcja utlenienia). Wigzanie si¢ jodu z nienasyconymi kwasami ttuszczowymi fosfolipidow

powoduje zmiany w ich strukturze, a w efekcie uszkodzenie btony komorkowej i wyptyw
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cytoplazmy z komorki. Powstanie jodowanych pochodnych aminokwasow, jak rowniez zasad
pirymidynowych, prowadzi do zaburzen w strukturze bakteryjnego DNA. PVP cechuje si¢
wysoka skutecznoscig przeciwdrobnoustrojowa wzgledem wegetatywnych form bakterii oraz
grzybéw [Gorska i wsp., 2013]. Najnowsze dane wskazujg na szczegdlne zastosowanie
powidonu jodu w profilaktyce i leczeniu prochnicy wczesnego dziecinstwa [Fux-Zalewska
2017]. Jednoczesénie, moze wywotywac objawy niepozadane u 0s6b uczulonych na jod.

Z kolei, mechanizm profilaktycznego dzialania fluoru jest wielokierunkowy.
Obecnos¢ fluoru w niskich stezeniach w §linie lub ptynie tkankowym powoduje powstawanie
fluoroapatytow, ktore zmniejszaja rozpuszczalno$¢ szkliwa i zwiekszajg odpornos¢ na
prochnice [Marinho i wsp., 2016]. Ponadto, fluor wykazuje takze dziatanie bakteriostatyczne
poprzez hamowanie enzymu bakteryjnego — enolazy w ptytce nazebnej. Dzialanie hamujace
jonéw fluorkowych wystepuje juz przy stezeniu 6ug/g w warunkach in vitro. Fluor utrudnia
takze transport glukozy przez blong komodrkowa paciorkowcoéw kwasotwoérczych oraz hamuje
zdolno$¢ syntezy wielocukréw przez te bakterie. Obserwuje si¢ trzy rodzaje efektow
zwigzanych z podawaniem fluoru: zahamowanie demineralizacji (zmniejszenie
rozpuszczalnosci szkliwa w kwasnym $rodowisku), aktywacje¢ mineralizacji szkliwa w
przebiegu procesu préchnicowego oraz bakteriobdjcze dziatanie na drobnoustroje wywotujace
zmiany prochnicze. Ten efekt powoduje zahamowanie proliferacji drobnoustrojow
tworzacych plytke bakteryjng 1 wytwarzanie kwasnego odczynu powodujacego préchnice
[Janczuk 1 wsp., 2014]. Plukanki zawierajace fluorki rekomendowane sa u oséb powyzej 6.
roku zycia, zwlaszcza uzytkujacych aparaty ortodontyczne, uzupetnienia protetyczne oraz w
przypadku zmniejszonego wydzielania Sliny. Umozliwiajag utrzymanie odpowiedniego
stezenia jonow fluorkowych w §linie 1 plytce nazgbnej zapewnionego przez uzycie pasty do
z¢bow z fluorem i1 zwigkszaja skuteczno$¢ oczyszczania powierzchni miedzyzgbowych.
Powinny by¢ stosowane wylacznie przez dzieci potrafigce pluka¢ jame ustna, pod nadzorem
rodzicow do czasu uzyskania pewno$ci, ze nie sg potykane. Nadmierne dostarczenie fluoru
moze by¢ przyczyna fluorozy zgbow, przewleklego lub ostrego zatrucia oraz niewydolnosci
nerek. Ponadto, fluor jest silnie neurotoksyczny [Ullah i wsp., 2017]. Obecnie ogolnie
przyjetymi zasadami stosowania zwigzkow fluoru w profilaktyce choroby prochnicowej
zgodnie z wytycznymi polskich ekspertow sg unikanie nadmiernej endogennej ekspozycji na
fluor, preferowanie metod egzogennych, wybor metod 1 $rodkow profilaktycznych o
udowodnionej naukowo skutecznosci w zalezno$ci od indywidualnych potrzeb pacjenta

[Olczak-Kowalczyk i wsp., 2016, Kaczmarek i wsp., 2019].

13



Innym $rodkiem hamujagcym powstawanie plytki nazebnej 1 uznanym przez
Amerykanska Agencje Zywnosci i Lekow za bezpieczny jest cetylpirydyna. Cetylpirydyna
(chlorek cetylpirydyny) jest czwartorzedowym zwigzkiem amoniowym 0 dziataniu
odkazajgcym. Wykazuje dziatanie bakteriobojcze wobec bakterii Gram-dodatnich i stabsze
wobec Gram-ujemnych oraz grzybobojcze oraz przeciwzapalne [Lee i wsp., 2010, Teng i
wsp., 2016]. Jednak w poréwnaniu z chlorheksydyna jest mniej skuteczna w hamowaniu
powstawania ptytki nazebnej ze wzgledu na natychmiastowe uwalnianie si¢ tych zwigzkow z
btony Sluzowej, co zwigzane jest z ich monokationowg budowg [Bonesvoll i wsp., 1978].

Jednoczesnie, w ostatnich latach coraz czgsciej jako naturalne substancje
przeciwbakteryjne wykorzystywane sg produkty naturalne. Najwazniejsze wsrod nich sa:
liscie z drzewa herbacianego, eukaliptus, olejki z lawendy i rozmarynu. W preparatach do
ptukania jamy ustnej wykorzystywane s3 najczesciej cztery olejki eteryczne: migtowy,
tymiankowy, eukaliptusowy i olejek wintergrinowy (naturalne Zrédto salicylanu metylu).
Dziatanie bakteriobojcze olejkow eterycznych wynika z ich sktadu, w tym zawartos$ci frakcji
lotnych (m.in. monoterpenu i fenylopropanu) i proporcji sktadnikéw biologicznie czynnych
(m.in. eukaliptolu, tymolu, mentolu, naturalnego salicylanu metylu, eugenolu, geraniolu,
cytronelolu) [Whitaker i wsp., 2000]. Preparaty te inhibujg kariogeneze. Wykazano, ze
hamujg adherencje¢  Streptococcus mutans do szkliwa, a ponadto dzialajg
przeciwdrobnoustrojowo wobec beztlenowcow jamy ustnej. Mechanizm przeciwbakteryjnego
dziatania ptukanek z olejkami eterycznymi jest wielokierunkowy. Plyny zawierajace OE
przenikaja do glebokich warstw ptytki nazgbnej 1 w zalezno$ci od swojego st¢zenia niszcza
sciany komorek bakteryjnych, powodujg strgcanie si¢ biatlek komorkowych i hamujg
aktywno$¢ niezbednych enzymow. Ten mechanizm dziatania powoduje destrukcje biofilmu
bakteryjnego, rozluzniajac 1 rozpuszczajac jego strukture w miejscach trudno dostepnych dla
szczoteczki do zeboéw 1 narzedzi przeznaczonych do oczyszczania przestrzeni
miedzyzebowych [Kaim i wsp., 1998, Kwiatkowska i wsp., 2017]. Jednym z powszechnie
stosowanych od wielu lat preparatow do ptukania jamy ustnej na bazie olejkow eterycznych
jest Listerine®. Obecna formuta preparatu zawiera migdzy innymi tymol, eukaliptus,
salicylan metylu 1 mentol. Tymol i eukaliptus wykazuja aktywno$¢ przeciwbakteryjna,
podczas gdy salicylan metylu i mentol stanowig lokalne czynniki anestetyczne. Preparat ten
zapobiega agregacji bakterii i powstawaniu wczesnej zmiany prochnicowej. Amerykanska
Agencja Zywnosci i Lekéw w 2003 roku uznala Listerine® jako substancje skuteczng i

bezpieczng do stosowania w jamie ustnej [Alshehri 2018].

14



Tabela 2. Zestawienie najczeSciej aktualnie stosowanych w Polsce

preparatéw antyseptycznych w profilaktyce préchnicy i choréb przyzebia

oraz ich glowne dzialania niepozadane.

Grupa Antyseptyk Forma stosowania Dziatanie niepozadane
Przyktadowe preparaty
Biguanidy Plukanki: 0,1% Eludril Miejscowo: przebarwienia zgbow
Chlorheksydyna Classic 0,12% Kin Gingival oraz wypeien, podraznienia btony
Sluzowej, zaburzenia smaku,
0,12% Curasept ADS 0,2 % przerost brodawek nitkowatych;
Corsodyl, 0,05% PerioPlus
Balance
Zele: 0,2% Elugel , 0,5% Ogolne:
Curasept ADS
wiasciwosci alergizujace,
Pasty do zebéw: Lacalut activ | mutagenne, oddziatywanie
, 0,12% Curasept ADS, neurotoksyczne.
Elgydium Antiplaque Spray
0,2 Perio Kin
Nie nalezy dopuszczaé do
polykania preparatu, wymaga
Phukanka: Octenidol ostroznosci stosowania (jest
Oktenidyna zrddlem fenyloalaniny, zawiera
21,6% alkoholu metylowego
PVP-jodopowidon Jodowany polimer Nadwrazliwo$¢ na preparat, skorne
Jod i polimer poliwinylowy reakcje nadwrazliwosci, reakcje

poliwinylo-pyrolidon

(PVP-J 10%)

anafilaktyczne, indukowana jodem
nadczynnos$¢ tarczycy

Fluorki Aminofluorek z Plukanka:Elmex Sensitive Zwiazki fluoru maja tendencje do
fluorkiem cynawym Meridol kumulacji w organizmie; wykazujg
dziatanie neurotoksyczne, a
ponadto moga wywotywac
miejscowe dziatania niepozadane.
Czwartorzgdowe CPC - Chlorek Plukanki: Podraznienia skory, kontaktowe

zasady amoniowe

cetylpirydyny

0,05% Colgate Plax

zapalenia skory, podraznienia
btony Sluzowej jamy ustnej, a takze
zhuszczajace uszkodzenia §luzowki.

Preparaty roslinne/
Fenolowe olejki
eteryczne

Kompozycja 4
fenolowych olejkow
eterycznych

Kompozycja
wyciagow roslinnych

Plukanka:
Listerine Total Care

Dentosept ptyn

Uczucie suchos$ci w jamie ustnej,
pieczenie powierzchni jezyka,
przebarwienia zgbow. Mozliwosc¢
miejscowego dziatania
niepozadanego.
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1.3. Charakterystyka nieorganicznych zwiazkow soli sodowych

(wodoroweglanu sodu i tiosiarczanu sodu)

Od blisko 100 lat wskazuje si¢ na korzystne oddzialywanie nieorganicznych soli
sodowych na organizm cztowieka. Wérod nich, wodoroweglan sodu oraz tiosiarczan sodu
wystepuja w Srodowisku naturalnym i sg powszechnie znane w chemii ogo6lnej [Danikow
2015, Brozdowska 2017, Sircus 2020]. Wodoroweglan sodu, czyli soda oczyszczona (wzor
chemiczny — NaHCOz) o masie czasteczkowej 84 g/mol ma odczyn stabo alkaliczny.
Wodoroweglan sodu jest catkowicie biodegradowalny, rozktada si¢ w temperaturze okoto 60
stopni Celsjusza, jest substancja niepalng. Wystepuje naturalnie w ztozach mineralnych,
osadach wod stodkich i wodach gruntowych, a takze w oceanach, gdzie petni rolg
stabilizatora zawarto$ci dwutlenku wegla w atmosferze. W Europie wodoroweglan sodu jest
syntetycznie wytwarzany z rodzimych mineratdw metoda Solvaya, polegajaca na rafinacji
weglanu sodowego do wodoroweglanu sodu z uzyciem amoniaku. Soda oczyszczona w
medycynie ma ponad 150 letnig tradycje i jest cenionym $rodkiem leczniczym na oddziatach
ratunkowych i intensywnej terapii, ze wzglgdu na bezpieczenstwo oraz szybko$§¢ dziatania w
stanach zagrozenia zdrowia, a nawet zycia. Amerykanska Agencja Zywnosci i Lekow uznata
wodoroweglan sodu jako bezpieczng substancje czynng w 1981 roku [Danikow 2015, Sircus
2020]. Wodoroweglan stanowi jon odpowiedzialny za zasadowos¢ czy tez zdolnos¢ wody do
neutralizacji kwasow, co skutkuje zahamowaniem zmian poziomu pH. HCO3™ nie przenika
przez blony biologiczne. Za transport jonow odpowiadaja wyspecjalizowane biatka w
membranach plazmatycznych, ktére umozliwiaja jonom przedostanie si¢ do komorek, jak i
wydostanie si¢ z ich wnetrza. Poniewaz jony HCOs  sa zasadowe, naplyw wodoroweglanu
sodu do komérek powoduje ich alkalizacjg, podczas gdy jego utrata przesuwa rownowage pH
komorek w kierunku kwasowej. System transportu wodoroweglanu reguluje pH komorek i
calego organizmu oraz wielko$¢ komorki 1 wydzielanie plyndw, usuwa z organizmu gléwne
produkty przemian metabolicznych  (CO2/HCO3?). Z kolei, sod jest podstawowym
sktadnikiem odzywczym, niezbednym do utrzymania plyndéw wewnatrz organizmu na
odpowiednich poziomach. Jest takze nos$nikiem energii. Wtasciwosci chemiczne i fizyczne
wodoroweglanu sodu sprawiaja, ze ma niezwykle szerokie zastosowanie. Wodorowgglan
sodu neutralizuje kwasy i chroni enzymy trawienne. Reguluje podstawowe mechanizmy
fizjologiczne organizmu czlowieka. Rozszerza naczynia krwionos$ne (jest wazodylatatorem),

zwigksza ptynno$¢ krwi, ulatwia jej przeptyw 1 bierze udzial w uwalnianiu tlenu z
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hemoglobiny, co powoduje, ze wiecej tlenu wnika do naczyn wlosowatych i komorek. Soda
oczyszczona wykazuje silne dziatanie przeciwzapalne. Wspomaga proces oddychania,
przenoszac dwutlenek wegla z tkanek do ptuc. W chemioterapii soda oczyszczona, odgrywa
istotng rolg, z uwagi na zmniejszenie negatywnych skutkow oddziatywania toksycznych
chemikaliow pozostalych po terapii nowotworowej. W medycynie soda oczyszczona jest
stosowana w leczeniu kwasicy metabolicznej, ktora wystepuje w chorobach przewlektych
takich jak: niewydolno$¢ nerek, wieloletnie cukrzyca oraz sytuacjach zagrozenia zycia
spowodowanych zatrzymaniem akcji serca, niewydolnoscig krazeniowg. Wodoroweglan
sodu jest stosowany w leczeniu skutkow zatru¢ srodkami farmaceutycznymi oraz zwigzkami
chemicznymi, dzigki wlasciwosciom neutralizujacym. Soda oczyszczona w medycynie
rutynowo jest stosowana, takze w hemodializach, dializach otrzewnowych, hepatopatii,
toksykozie farmakologicznej oraz podczas operacji chirurgii naczyniowej. Wodorowgglan
sodu jest takze skutecznym s$rodkiem zoboj¢tniajacym kwasy oraz przynoszacym dorazng
ulge w dolegliwo$ciach majacych wptyw na zachwianie rownowagi kwasowo-zasadowej w
zotadku. Soda oczyszczona jest wytwarzana przez komorki nabtonkowe zotadka, ktore petnig
funkcje ochronng. Wodoroweglan sodu bedacy zasadg neutralizuje kwasy wydzielane przez
komorki  ochraniajace $ciany zotadka. Podczas neutralizacji kwasow zotadkowych, z
wodoroweglanu powstaje dwutlenek wegla [Sircus 2020]. Udowodniono, ze wodoroweglan
sodu zmniejsza kwasowos¢ ptytki nazebnej. Badania wykazaty takze, ze hamuje powstawanie
ptytki nazebnej oraz zwigksza wchianianie wapnia przez szkliwo zgbdw. Soda zwigksza pH
wewnatrz jamy ustnej, neutralizujac szkodliwe skutki dzialania bakteryjnych kwasow

metabolicznych [Rams i wsp., 1984, Valkenburg i wsp., 2016].

Z Kolei, tiosiarczany nieorganiczne sg solami kwasu tiosiarkowego. Tiosiarczany
wystepuja w Srodowisku naturalnym, stanowigc produkt metabolizmu mikroorganizmow
odpowiedzialnych za obieg siarki w przyrodzie. Siarka posiada wlasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe, stad tiosiarczany jako zrodto aktywnej siarki, moga wykazywac
aktywno$¢ przeciwbakteryjng. W srodowisku kwasowym sa nietrwate, ulegaja rozktadowi do
siarki elementarnej oraz tlenku siarki oraz jony siarczanowe i siarczkowe. Tiosiarczany
ulegaja roéwniez rozkladowi w $rodowisku obojetnym 1 zasadowym w podwyzszonej
temperaturze lub w obecnosci bakterii katalizujagcych  degradacje tych zwigzkow. Do
najbardziej znanych soli nalezy tiosiarczan sodu. Tiosiarczan sodu wystepuje w formie
pieciowodnej (NazS20s x 5 H0). Pentahydrat tiosiarczanu sodu juz w temperaturze 48°C

rozpuszcza si¢ w Swojej wodzie Krystalizacyjnej [Brozdowska 2017]. Tiosiarczan sodu
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znajduje si¢ na liscie lekéw podstawowych WHO jako zwigzek stosowany w zatruciach
cyjankami [WHO’s Model List of Essential Drugs]. Peini funkcj¢ ostonowa przy leczeniu
nowotworow chemioterapeutykami z grupy kompleksowych zwigzkow platyny [Uozumi i
wsp., 1986]. Obecnic uzywany jest do leczenia ostonowego, zapobiegajgcego utracie stuchu,
przy podawaniu karboplatyny pacjentom z nowotworami mozgu. Tiosiarczan sodu dziata

réwniez kardioprotekcyjne u 0sob z przewlekta niewydolnos$cig serca [Sen 1 wsp., 2008].

Jednak, nadal nie jest jasna aktywno$¢ przeciwbakteryjna powyzszych zwigzkow

wobec patogenow jamy ustnej: Streptococcus mutans i Porphyromonas gingivalis.
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2. CEL PRACY

Od blisko 100 lat uznaje si¢ korzystne oddzialywanie na organizm cztowieka
nieorganicznych zwigzkow soli sodowych: wodoroweglanu sodu (NaHCO3) oraz tiosiarczanu
sodu (NazS203). W dotychczasowych obserwacjach  wskazuje si¢ na oddziatywanie
przeciwbakteryjne 1 przeciwzapalne  wodoroweglanu  sodu  oraz  wlasnosci
przeciwdrobnoustrojowe pochodnych tiosiarczanu sodu. Jednak, nadal nie jest jasna
aktywno$¢ przeciwbakteryjna powyzszych zwigzkéw wobec patogendow jamy ustnej:
Streptococcus mutans i Porphyromonas gingivalis.

Celem niniejszej pracy bylo zatem wyjasnienie powyzszego zagadnienia w oparciu o

nastepujace zadania badawcze :

1. Ocena aktywno$ci przeciwbakteryjnej in vitro wodorowgglanu sodu wobec kariopatogenu

Streptococcus mutans

2. Ocena aktywnosci przeciwbakteryjnej in vitro tiosiarczanu sodu wobec kariopatogenu

Streptococcus mutans

3. Ocena aktywnosci przeciwbakteryjnej in vitro wodorowegglanu sodu wobec periopatogenu

Porphyromonas gingivalis

4. Ocena aktywnoS$ci przeciwbakteryjnej in vitro tiosiarczanu sodu wobec periopatogenu

Porphyromonas gingivalis
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3. MATERIAL I METODY

Badania mikrobiologiczne zostaly przeprowadzone w Katedrze 1 Zakladzie
Mikrobiologii Lekarskiej UM w Poznaniu. Autor serdecznie dzigkuje Panu Prof. dr hab.
Andrzejowi Szkaradkiewiczowi za cenne wskazowki metodyczne 1 Pani dr Oldze Goslinskiej
za pomoc techniczng. Komisja Bioetyczna Uniwersytetu Medycznego im. K.
Marcinkowskiego w Poznaniu w swojej decyzji z dnia 30 maja 2018 roku uznata, ze
prowadzone badania nie nosza cech eksperymentu medycznego i tym samym wyrazita zgodg

na przeprowadzenie stosownych prac.

3.1 Szczepy bakterii: Streptococcus mutans i Porphyromonas gingivalis oraz ich hodowle

W badaniach uzyto szczepow wzorcowych bakterii: Streptococcus mutans (ATCC 25175)

oraz Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277) — Fotografie 1, 2.

Fotografia 1. Streptococcus mutans (ATCC 25175) preparat mikroskopowy
barwiony metoda Grama (pow.1000x) (© A. Szkaradkiewicz-Karpifiska)
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Fotografia 2. Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277) preparat

mikroskopowy barwiony metoda Grama (pow.1000x) (© A. Szkaradkiewicz-
Karpiniska)

Bakterie te izolowano od pacjentdw: S. mutans z zebiny prochnicowej i P. gingivalis ze
szczeliny dzigslowej. Hodowle bakterii prowadzono na podiozu Columbia Agar
wzbogaconym 5% krwia barania w warunkach beztlenowych, stosujac GENbag anaer
(bioMerieux), w temperaturze 37°C przez 24 godziny (S. mutans) oraz 72 godziny (P.

gingivalis), uzyskujac faze wzrostu stacjonarnego.
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3.2. Badania aktywnosci przeciwbakteryjnej soli - wodoroweglanu sodu (NaHCO3)

oraz tiosiarczanu sodu (Na25203)

Oceny tej dokonywano metodg ilosciows, analizujgc redukcj¢ liczby wzrostu badanych
bakterii - CFU (Colony Forming Units — jednostki tworzace kolonie) w podtozu hodowlanym
pod wplywem wzrastajacych dawek NaHCO3z lub Na>S,03 wedtug techniki stosowanej przez
Routsias i wsp [Routsias i wsp., 2010] oraz Nakra i wsp. [Nakra i wsp., 2016]. Z uzyskanych
hodowli badanego szczepu — S. mutans oraz P. gingivalis, bedacych w fazie wzrostu
stacjonarnego, sporzadzano zawiesiny komoérek w inokulum kontrolnym, zawierajacym
zbuforowang sol fizjologiczna wzbogacona albuming (0,2 mg/ml) o gestoéci 1,5 x 108
bakterii/iml zawiesiny, tj. 0,5 w skali McFarlanda (kontrola). Jednocze$nie, na bazie
inokulum kontrolnego przygotowywano pelety inokulum testowych, zawierajace wzrastajace
dawki NaHCOs lub NaxS203 (1, 10, 20, 40 mg/ml). Przygotowane zawiesiny bakterii byly
preinkubowane w temperaturze 37°C przez dwie godziny w warunkach beztlenowych.
Nastegpnie 100 ul kazdej zawiesiny bakterii rozcieficzano 5 tys. - krotnie PBS i posiewano na
ptytki hodowlane z podtozem Columbia Agar wzbogaconym 5% krwig baranig; hodowle
prowadzono w warunkach beztlenowych, stosujac GENbag anaer (bioMerieux), w
temperaturze 37°C przez 24 godziny (S. mutans) oraz 72 godziny (P. gingivalis), uzyskujac
faz¢ wzrostu stacjonarnego. Stosowane rozcienczenie warunkowato wzrost w kontrolnych

ptytkach hodowlanych CFU w zakresie liczbowym: 700-1200 (Fotografia 3 i 4).
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Fotografia 3. Wzrost S. mutans w hodowli na podlozu stalym (kontrola)

- badania wlasne
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Fotografia 4. Wzrost P. gingivalis w hodowli na podlozu stalym (kontrola)

— badania wlasne
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W badaniach oceniano redukcj¢ wzrostu analizowanych bakterii preinkubowanych z
testowanymi zwigzkami wzgledem kontroli. Doswiadczenia 5-krotnie powtarzano, dokonujac
kazdorazowo 3-krotnych odczytow.

Na podstawie przeprowadzonej analizy statystycznej uzyskanych wynikow wyznaczono dla
badanych zwiagzkow wartosci wirtualnej dawki inhibujacej wzrost 50% bakterii — vIDso i 90%
bakterii — vIDgo.

Badania zywotnosci CFU

W przeprowadzonych badaniach dodatkowo oceniano Zywotno$¢ bakterii tworzacych CFU,
stosujgc test fluoroscencyjny Live/Dead BacLight Bacterial Viability and Counting Kit
(Molecular Probes). W tescie tym komodrki zywe wybarwione zostaja na kolor zielony
(barwnik SYTO 9), natomiast komdrki martwe — na kolor czerwony (barwnik jodek
propidyny wykazuje utrat¢ integralnosci oston komorkowych). Badania przeprowadzono z
uzyciem przygotowanych zawiesin CFU/1 ml PBS. Probki inkubowano z komponentami
Live/Dead BacLight Bacterial Viability and Counting Kit w temperaturze pokojowej przez 30
minut. Odczytu dokonywano przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego Nikon Eclipse E200

(pow. 1000x). Stwierdzono, ze we wszystkich badaniach zywotno$¢ komoérek tworzacych

CFU wynosita 95-99%.

, A
Fotografia 5. Test fluorescencyjny Live/Dead BacLight Bacterial Viability
and Counting Kit (Molecular Probes) (© A. Szkaradkiewicz-Karpinska)
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3.3. Metody statystyczne

Analize statystyczng przeprowadzono przy uzyciu programu Dell Statistica 2016, v13.
Analizowane parametry opisano za pomocg S$redniej arytmetycznej, mediany, wartosci
minimalnej i maksymalnej, odchylenia standardowego oraz btgdu standardowego. Testem
Shapiro-Wilka badano zgodnos$¢ analizowanych zmiennych z rozktadem normalnym. Jednak
takiej zgodnosci nie potwierdzono u wszystkich zmiennych wykorzystanych do poréwnan
wielokrotnych. Dlatego, w analizie r6znic mi¢edzy zmiennymi uzyto nieparametryczny test
Kruskala-Wallisa oraz wyznaczono wartosci p dla porownan wielokrotnych. W celu
przeprowadzenia obliczen zwigzanych z ustaleniem wirtualnej minimalnej dawki zwigzku
inhibujacego wzrost 50% bakterii (vIDso) oraz 90% bakterii (vIDgo) uzyto programu
statystycznego R (GNU R v 4.0.3). Zastosowano model regresji logistycznej, stosujac
uogo6lniony model liniowy wykorzystujacy rozktad dwumianowy dla dopasowywania krzywej
do uzyskanych wynikéw. Jednocze$nie, uzyto transformacji logarytmicznej ze wzgledu na
szeroki zakres stezen badanych zwiazkow. Srednie wartosci vIDso i VIDgo Wyznaczono
wykorzystujac funkcje : dose.p w bibliotece MASS (program statystyczny R). Dla wszystkich

obliczen przyjeto poziom istotnosci p=0.05.

W prezentowanej analizie statystycznej zastosowano nastgpujace symbole:

X - $rednia arytmetyczna
Xmin — warto$¢ minimalna
Xmax — wartos¢ maksimalna

Me — mediana
SD — odchylenie standardowe
SE — blad standardowy

p — poziom istotnosci
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4. WYNIKI

Badania aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej nieorganicznych zwigzkéw soli
sodowych — wodorowgglanu sodu (NaHCOz) oraz tiosiarczanu sodu (Na2S203)
przeprowadzono wobec szczepOw bakterii wzorcowych S. mutans, jak rowniez P. gingivalis
w oparciu o analiz¢ przezywalnosci komorek in vitro w odstgpach czasowych, przy

wzrastajacych stezeniach uzytych zwigzkow.

4.1. Aktywnos¢ przeciwbakteryjna wodoroweglanu sodu oraz tiosiarczanu sodu wobec

Streptococcus mutans

Wyniki badan przezywalnosci S. mutans pod wpltywem wodoroweglanu sodu
(NaHCOg3) przedstawiono w Tabeli 3 oraz graficznie na Rycinie 1 , a takze zalaczono w
Aneksie. Wykazano, ze $rednia liczba wyrostych kolonii bakterii (CFU), preinkubowanych w
buforze kontrolnym (kontrola) wynosita 916+136,24. Natomiast, $rednie liczby wyrostych
CFU preinkubowanych we wzrastajagcych dawkach NaHCOs (1, 10, 20, 40 mg/ml) wynosily
odpowiednio : 918+91,98; 558+78.94; 78+25,33 i 12+4,66. Srednie liczby wyrostych CFU,
preinkubowanych z NaHCO3 z uzyciem dawek 20 mg/ml i 40 mg/ml byly istotnie mniejsze
wzgledem kontroli przy warto$ciach p dla porownan wielokrotnych.

W analizie statystycznej, na podstawie modelu regresji logistycznej z uzyciem
uogolnionego modelu liniowego wyznaczono krzywa zalezno$ci odsetka wyrostych bakterii
przy wzrastajacych dawkach NaHCO3s wzgledem kontroli (Rycina 2). Wykorzystujac funkcje
dose.p w bibliotece MASS (pakiet R), obliczono vIDso - wirtualng dawke zwigzku/ml
inhibujacg wzrost 50% bakterii oraz vIDgo — wirtualng dawke zwigzku/ml inhibujacg wzrost
90% bakterii. vIDso i VvIDg NaHCOz dla S. mutans wynosity odpowiednio: 11,16
mg/ml+1,003996 biad standardowy oraz 19,74 mg/ml+1,006428 btad standardowy.
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Tabela 3. Wyniki badan liczby wyrostych kolonii bakterii (CFU) S.mutans
w hodowlach 24 godz., preinkubowanych w buforze kontrolnym (kontrola)

oraz z uzyciem wzrastajacych dawek wodoroweglanu sodu — NaHCO3

CFU S.mutans X Me Xmin Xmax SD
Kontrola 916 900 750 1150 136,24
NaHCO; — dawka:

Img/mi 918 920 750 1100 91,98
10 mg/ml 558 550 450 700 78,94
20 mg/ml 78" 72 45 150 25,33
40 mg/ml 12" 10 5 20 4,66

* 0znaczono istotng roznice statystyczng wzgledem kontroli, przy p dla poréwnan
wielokrotnych
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Rycina 1. Graficzne przedstawienie uzyskanych wartosci liczby wyrostych
kolonii bakterii (CFU) S.mutans w hodowlach 24 godz., preinkubowanych
w buforze kontrolnym (kontrola) oraz z uzyciem wzrastajacych dawek
wodoroweglanu sodu — NaHCO3
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Rycina 2. Krzywa zaleznosci odsetka wyrostych bakterii S. mutans, przy
wzrastajacych dawkach NaHCOs wzgledem kontroli (wartosci vIDso i vVIDgo
wynosza odpowiednio: 11,16 mg/ml+1,003996 SE oraz 19,74
mg/ml+1,006428 SE)
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Wyniki badan przezywalnoséci S. mutans pod wplywem tiosiarczanu sodu (Na2S203)
przedstawiono w Tabeli 4 oraz graficznie na Rycinie 3, a takze zalagczono w Aneksie.
Wykazano, ze $rednia liczba wyrostych kolonii bakterii (CFU), preinkubowanych w buforze
kontrolnym (kontrola) wynosita 932+110,63. Natomiast, $rednie liczby wyrostych CFU
preinkubowanych we wzrastajacych dawkach Na»S:03 (1, 10, 20, 40 mg/ml) wynosity
odpowiednio : 917+115,73; 704:£98,26; 601+89,88 i 349+49,49. Srednie liczby wyrostych
CFU, preinkubowanych z Na;S203 z uzyciem dawek 20 mg/ml i 40 mg/ml byly istotnie

mniejsze wzgledem kontroli przy wartosciach p dla porownan wielokrotnych.

W analizie statystycznej, na podstawie modelu regresji logistycznej z uzyciem
uogolnionego modelu liniowego wyznaczono krzywa zaleznosci odsetka wyrostych bakterii
przy wzrastajacych dawkach Na»S,03 wzgledem kontroli (Rycina 4). Wykorzystujac funkcje
dose.p w bibliotece MASS (pakiet R), obliczono vIDsg - wirtualng dawke zwigzku/ml
inhibujaca wzrost 50% bakterii oraz vIDgo — wirtualng dawke zwigzku/ml inhibujacg wzrost
90% bakterii. vIDsg i VIDgo NaxS:03 dla S. mutans wynosity odpowiednio : 28,13
mg/ml+1,009482 blad standardowy oraz 171,06 mg/ml+1,027132 biad standardowy.
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Tabela 4. Wyniki badan liczby wyrostych kolonii bakterii (CFU) S.mutans
w hodowlach 24 godz., preinkubowanych w buforze kontrolnym (kontrola)
oraz z uzyciem wzrastajacych dawek tiosiarczanu sodu — Na,S;03

CFU S.mutans X Me Xmin Xmax SD
Kontrola 932 935 750 1100 110,63
Na2S203 — dawka:

Img/ml 917 920 700 1100 115,73
10 mg/ml 704 700 550 860 98,26
20 mg/ml 601* 600 450 780 89,88
40 mg/ml 349* 350 260 420 49,49

* 0znaczono istotng roznice statystyczng wzgledem kontroli, przy p dla pordwnan
wielokrotnych
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Rycina 3. Graficzne przedstawienie uzyskanych wartosci liczby wyrostych
kolonii bakterii (CFU) S.mutans w hodowlach 24 godz., preinkubowanych
w buforze kontrolnym (kontrola) oraz z uzyciem wzrastajacych dawek
tiosiarczanu sodu — Na>S;0s
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Rycina 4. Krzywa zaleznos$ci odsetka wyrosltych bakterii S. mutans, przy
wzrastajacych dawkach Na»S;03 wzgledem kontroli (wartosci vIDsoi vIDgo
wynoszg odpowiednio: 28,13 mg/ml+1,009482 SE oraz 171,06
mg/ml+1,027132 SE)
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4.2. Aktywnos$¢ przeciwbakteryjna wodoroweglanu sodu oraz tiosiarczanu sodu

wobec Porphyromonas gingivalis

Z kolei wyniki badan przezywalnosci P. gingivalis pod wplywem wodoroweglanu
sodu (NaHCO3) przedstawiono w Tabeli 5 oraz graficznie na Rycinie 5 , a takze zalgczono w
Aneksie. Wykazano, ze $rednia liczba wyrostych kolonii bakterii (CFU), preinkubowanych w
buforze kontrolnym (kontrola) wynosita 885+115,59. Natomiast, §rednie liczby wyrostych
CFU preinkubowanych we wzrastajgcych dawkach NaHCOs (1, 10, 20, 40 mg/ml) wynosity
odpowiednio : 933+79,68; 835+61,16; 142+58,37 1 41+11,65. Srednie liczby wyrostych CFU,
preinkubowanych z NaHCOs3 z uzyciem dawek 20 mg/ml i 40 mg/ml byly istotnie mniejsze

wzgledem kontroli przy warto$ciach p dla poréwnan wielokrotnych.

W analizie statystycznej, na podstawie modelu regresji logistycznej z uzyciem
uogodlnionego modelu liniowego wyznaczono krzywa zalezno$ci odsetka wyrostych bakterii
przy wzrastajacych dawkach NaHCO3s wzgledem kontroli (Rycina 6). Wykorzystujac funkcje
dose.p w bibliotece MASS (pakiet R), obliczono vIDsg - wirtualng dawke zwigzku/ml
inhibujaca wzrost 50% bakterii oraz vIDgo— wirtualng dawke zwigzku/ml inhibujacg wzrost
90% bakterii. viDso 1 VvIDgo NaHCO3 dla P.gingivalis wynosily odpowiednio : 15,74
mg/ml+1,003375 btad standardowy oraz 24,56 mg/ml+1,004993 blad standardowy.
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Tabela 5. Wyniki badan liczby wyroslych kolonii bakterii (CFU)

P.gingivalis w hodowlach 72 godz.,

preinkubowanych w buforze

kontrolnym (kontrola) z uzyciem wzrastajacych dawek
wodoroweglanu sodu — NaHCO3
CFU P.gingivalis X Me Xmin Xmax SD
Kontrola 885 875 700 1050 115,59
NaHCOs— dawka:
1mg/ml 933 920 820 1100 79,68
10 mg/ml 835 820 750 950 61,16
20 mg/ml 142* 120 80 250 58,37
40 mg/ml 41* 40 28 60 11,65

* 0znaczono istotng roznicg statystyczng wzgledem kontroli, przy p dla poréwnan

wielokrotnych

36




1200

[o] % %:

800 f

=
<
E a00
E
§ 0
2
s
L
i
=5 200} %
=g—
|:| L
o Srednia
-200 4 - ; s " [] Srednia+Btaad std
Kontrola 1mg'ml 10 mg/mi 20 mg/mi 40 mgimi 1 SredniazQdch.std

Rycina 5. Graficzne przedstawienie uzyskanych wartosci liczby wyrostych
kolonii  bakterii (CFU) P.gingivalis w hodowlach 72 godz.,
preinkubowanych w buforze kontrolnym (kontrola) oraz z uzyciem
wzrastajacych dawek wodoroweglanu sodu — NaHCOs
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Rycina 6. Krzywa zaleznos$ci odsetka wyrostych bakterii P.gingivalis przy
wzrastajacych dawkach NaHCOs wzgledem kontroli (wartosci VIDso i vVIDgo
wynosza odpowiednio: 15,74 mg/ml+1,00337S SE oraz 24,56
mg/ml+1,004993 SE)
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Wyniki badan przezywalnosci P.gingivalis pod wptywem tiosiarczanu sodu (Na2S203)
przedstawiono w Tabeli 6 oraz graficznie na Rycinie 7 , a takze zalaczono w Aneksie.
Wykazano, ze $rednia liczba wyrostych kolonii bakterii (CFU), preinkubowanych w buforze
kontrolnym (kontrola) wynosita 858+79,41. Natomiast, $rednie liczby wyrostych CFU
preinkubowanych we wzrastajacych dawkach Na»S;0s (1, 10, 20, 40 mg/ml) wynosity
odpowiednio : 870+78,65; 689+90,94; 540+£58,68 i 339+46,12. Srednie liczby wyrostych
CFU, preinkubowanych z Na;S203 z uzyciem dawek 20 mg/ml i 40 mg/ml byly istotnie

mniejsze wzgledem kontroli przy wartosciach p dla porownan wielokrotnych.

W analizie statystycznej, na podstawie modelu regresji logistycznej z uzyciem
uogolnionego modelu liniowego wyznaczono krzywa zaleznosci odsetka wyrostych bakterii
przy wzrastajacych dawkach NazS;03 wzgledem kontroli (Rycina 8). Wykorzystujac funkcje
dose.p w bibliotece MASS (pakiet R), obliczono vIDsg - wirtualng dawke zwigzku/ml
inhibujaca wzrost 50% bakterii oraz vIDgo— wirtualng dawke zwigzku/ml inhibujaca wzrost
90% bakterii. vIDso i VvIDgo Na2S:03 dla P.gingivalis wynosity odpowiednio : 28,39
mg/ml+1,008481 btad standardowy oraz 128,89 mg/ml+1,023423 btad standardowy.
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Tabela 6. Wyniki badan liczby wyroslych kolonii bakterii (CFU)
P.gingivalis w hodowlach 72 godz., preinkubowanych w buforze

kontrolnym (kontrola) oraz z uzyciem wzrastajacych dawek tiosiarczanu
sodu — Na2S.03

CFU P.gingivalis X Me Xmin Xmax SD
Kontrola 858 850 750 1000 79,41
Na2S203 — dawka:

1mg/ml 870 890 700 1000 78,65
10 mg/ml 689 700 550 820 90,94
20 mg/ml 540* 520 450 650 58,68
40 mg/ml 339* 340 280 410 46,12

* 0znaczono istotng roznicg statystyczng wzgledem kontroli, przy p dla poréwnan
wielokrotnych
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Rycina 7. Graficzne przedstawienie uzyskanych wartosci liczby wyrostych
kolonii  bakterii (CFU) P.gingivalis w hodowlach 72 godz.,
preinkubowanych w buforze kontrolnym (kontrola) oraz z wuzyciem
wzrastajacych dawek tiosiarczanu sodu — Na.S203
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Rycina 8. Krzywa zaleznosci odsetka wyrostych bakterii P.gingivalis przy
wzrastajacych dawkach Na>S;03 wzgledem Kkontroli (wartosci viDso i VIDgo
wynoszg odpowiednio : 28,39 mg/ml+1,008481 SE oraz 128,89
mg/ml+1,023423 SE
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5. DYSKUSJA

W przeprowadzonych badaniach wykazalem, ze nieorganiczne zwigzki soli sodowych
— wodorowgglan sodu oraz tiosiarczan sodu wykazuja aktywno$¢ przeciwbakteryjng wobec
gatunkdéw bakterii - Streptococcus mutans i Porphyromonas gingivalis. Aktualnie uznaje sie,
ze Streptococcus mutans jest gldownym czynnikiem etiologicznym zapoczatkowujacym
préchnice zebow [Banas i wsp., 2018] natomiast Porphyromonas gingivalis stanowi
dominujacy gatunek bakterii w etiopatogenezie chordb przyzgbia u dorostych [Xu i wsp.,
2020]. Proéchnica zebow i choroby przyzgbia wystepuja powszechnie i stanowig bardzo
powazny problem zdrowotny. W patomechanizmie tych choréb szczegolne znaczenie
odgrywa ptytka nazgbna (dental plaque) gldwnie formowana przez bakterie i ich produkty —
egzopolisacharydy (EPS) [Szkaradkiewicz i wsp., 2021]. Wyrdznia si¢ ptytke naddzigstowa i
poddzigstows. Plytka naddzigstowa jest tworzona w bruzdach, gtownie z¢gbow trzonowych,
na powierzniach stycznych zeboéw oraz powierzniach gladkich na powierzchniach zgbow
przez biofilm bakterii prochnicotwdrczych - kariopatogeny, zwtaszcza Streptococcus mutans.
Badania wskazuja, ze liczba bakterii w plytce nazebnej moze przekracza¢ 10° na jednej
powierzchni zg¢ba [Philstrom i wsp., 2005]. Z kolei, ptytka poddzigstowa jest tworzona
ponizej linii dzigset i w szczelinie dzigstowej przez gatunki bakterii 0 szczegoélnym znaczeniu
w etiopatogenezie choréb przyzebia — periopatogeny, wsrod ktorych dominuje
Porphyromonas gingivalis. Liczba bakterii w jednej kieszonce dzigstowej moze przekraczad
108 bakterii [Philstrom i wsp., 2005].
Chorobom przyzgbia bardzo czesto (w ponad 99% u pacjentow w wieku 35-44 lat)
towarzyszy prochnica zgbow, ktora prowadzi do demineralizacji szkliwa, a pdzniej zebiny, w
nastepstwie przyczyniajgc sie do utraty zebow [GOrska 2018, Monitorowanie stanu zdrowia
jamy ustnej w populacji polskiej]. Mimo, ze choroby przyzgbia czgsto przebiegaja bez
dolegliwosci bolowych, to nieleczone moga prowadzi¢ do przedwczesnej utraty zgbow.
Choroby przyzebia sg najczesciej wystepujacym przewleklym stanem zapalnym u dorostych
0sOb, prowadzacym do destrukcji przyzgbia, w tym gldwnie kosci wyrostka zgbodotowego.
W ich nastepstwie dochodzi zatem do przedwczesnej utraty zgbow. We wspolczesnej
periodontologii zwalczanie choréb przyzebia jest kompleksowe, obejmuje dziatania

profilaktyczne i gléwnie leczenie niechirurgiczne. Leczenie niechirurgiczne stanowi
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najwazniejszg metode terapii i1 jej najwazniejszym celem jest ograniczenie przewlektego
zakazenia bakteryjnego w jamie ustnej, a przede wszystkim — redukcja wystepujacych
periopatogenow w kieszonkach przyzebnych. Wystepujace przewlekle zakazenie bakteryjne
w jamie ustnej zwigksza ryzyko innych powaznych choréb, a zwlaszcza choroby sercowo-
naczyniowej, chorob reumatycznych i nerek. Podkre$la si¢ rowniez, ze zdrowie jamy ustnej
jest Scisle powigzane z caltym organizmem, co wyraza nast¢pujaca konkluzja ,,Nie mozna
mie¢ dobrego zdrowia ogolnego bez dobrego zdrowia jamy ustnej” [Seymour i wsp., 2009].

W rozwoju choréb przyzebia i prochnicy zebow dominujaca role spetnia wiec
obecno$¢ plytki nazebnej. Wskazuje sie, ze stosowanie tylko czyszczenia zeboéw nie jest
wystarczajace dla usunigcia masy plytki nazebnej [Lang i wsp., 1973]. Zgodnie zatem ze
wspoélczesng wiedzg stomatologiczng konieczne jest stosowanie dziatan profilaktycznych i
bardzo czesto terapeutycznych zmierzajacych do redukcji bakterii patogennych w jamie
ustnej nie tylko w przewleklych stanach zapalnych przyzebia i aktywnej prochnicy zebow, ale
takze w grupach oso6b z podwyzszonym ryzykiem tych stanow chorobowych. Zapalenie
przyzgbia i prochnica zebow sa wigc ze sobg $cisle powigzane, i niejednokrotnie przy
jednoczesnym ich wystepowaniu leczenie kazdej z tych chorob ma kluczowy wplyw na
sukces terapeutyczny w leczeniu drugiej. Szczegodlng uwage zatem nalezy zwroci¢ na rolg
profilaktyki obu tych schorzen, jako najprostszej i najtanszej metody ograniczenia
wystepowania obu chorob w populacji. Jednakze dziatanie takie jest czesto skomplikowane 1
wymaga zaangazowania wielospecjalistycznego zespotu stomatologicznego [Chapple 1 wsp.,
2017, Sanz i wsp., 2017].

Podstawg profilaktyki i leczenia obu chordb jest skuteczne oczyszczanie uzebienia.
Jednak nawet po bardzo dobrym mechanicznym usuni¢ciu biofilmu, czg$¢ jego pozostaje w
miejscach trudno dostgpnych, dlatego niezwykle wazne jest stosowanie Srodkoéw
przeciwbakteryjnych, ktore zawarte s3 w pastach do zebow Iub ptukankach.
Wspoélczesne preparaty do codziennej higieny jamy ustnej majg szerokie zastosowanie, nie
tylko jako preparaty do oczyszczania powierzchni zeboéw z migkkich osadéw nazebnych, ale
takze jako zabezpieczenie tkanek zgba przed czynnikami kariogennymi, a przyzebie przed
bakteriami wywolujacymi stany zapalne.

Biorgc pod uwage powyzsze uznaje si¢ znaczenie profilaktyki periodontologicznej,
ktorej dziatania powinny dotyczy¢ osob zarowno ze zdrowym jak i chorobowo zmienionym
przyzebiem. Z kolei najwazniejsza metodg terapii chordb przyzgbia we wspotczesnej
periodontologii jest leczenie niechirurgiczne [Figuero i wsp., 2017, Gorska 2018]. Jego

zasadniczym celem jest znaczaca redukcja liczby periopatogenéw w jamie ustnej w bardzo
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krotkim czasie. Obejmuje zatem postgpowanie kompleksowe, tj. profesjonalne zabiegi
instrumentacyjne reczne lub maszynowe oraz miejscowe stosowanie antyseptykéw i/lub
antybiotykow w protokole catosciowego odkazania jamy ustnej (full-mouth disinfection —
FMD) z uwzglednieniem ptukanek, a takze w potaczeniu z dokieszonkowym podawaniem
chemioterapeutykow (local drug delivery — LDD) [Eberhard i wsp., 2015]. Z poréwnawczych
analiz dotyczacych réznych protokotow leczenia z zastosowaniem odkazania jamy ustnej
wynika, ze miejscowe stosowanie antyseptykOw uznaje si¢ za metod¢ wspomagajaca leczenie
przewlektego zapalenia przyzebia, chociaz brak jest jednoznacznych informacji dotyczacych
ich skutecznosci [Sender-Janeczek i wsp., 2007, Kaczynski i wsp., 2014]. W prezentowanych
protokotach wskazuje si¢ na znamiennie statystyczng popraw¢ wskaznikow higieny jamy
ustnej oraz zmniejszenie $redniej glebokosci kieszonek przyzebnych. Jednoczesnie z
publikowanych danych wynika, Ze zastosowanie preparatow z uzyciem 0,2% roztworu
chlorheksydyny wykazuje najwyzsza skutecznos¢. Jednak, zmiany najwazniejszego dla oceny
stopnia zaawansowania choroby przyzgbia — klinicznego potozenia przyczepu (CAL) nie byly
jednoznaczne w nastepstwie uzycia tej phukanki 2 x dziennie przez dwa tygodnie (Swierkot i
wsp., 2009; Konopka i wsp., 2012]. Wczesniejsze badania Zanatta i wsp. [Zannatta i wsp.,
2007] potwierdzaja mniejszy wptyw takiego plukania na uksztattowany juz biofilm oraz
wskazuja na konieczno$¢ wczesdniejszego usunigcia biofilmu przed rozpoczeciem ptukania.
Chlorheksydyna jest bardziej efektywna w zapobieganiu gromadzeniu si¢ ptytki nazgbnej na
oczyszczonych powierzchniach zebowych natomiast nieznaczaco zmniejsza plytke na
nieoczyszczonych zgbach. Ponadto, na aktywno$¢ przeciwbakteryjna plukanek z
chlorheksydyna ma wptyw zawartos¢ alkoholu. Badania wskazujg na stabsze dziatanie
ptukanek CHX bez alkoholu [James i wsp., 2017].

Stosowanie ptukanek z chlorheksydyna moze rowniez obnizy¢ w znacznym stopniu
poziom kariopatogendéw. Badania Mielnik-Btaszczak i wsp. [2001] potwierdzity znaczng
redukcje kolonii bakterii Streptococcus mutans i Lactobacillus sp. w §linie u dzieci po 14
dniach kuracji, zahamowanie powstawania plytki nazebnej oraz zapalenia dziaset. Emilson i
wsp. [1999] wykazali, ze niezaleznie od metody aplikacji chlorheksydyna w postaci 1%
zelu powoduje znaczne obnizenie bakterii Streptococcus mutans w §linie 1 ptytce nazgbnej |
zmniejszenie kolonizacji bakterii na powierzchniach zeboéw. Jednak najczesciej stosowanymi
preparatami chlorheksydynowymi do zapobiegania prochnicy sg lakiery, ze wzgledu na
przedtuzone dziatanie przeciwbakteryjne, nawet do kilku tygodni po zastosowaniu [Walsh i
wsp., 2015]. Klepacka i wsp. [2002] porownywali skutecznosé lakierow zawierajacych fluor

oraz lakierow z chlorheksydyng. Zastosowanie tych preparatow zmniejszyto przyrost
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prochnicy, ale lepsze wyniki uzyskano przy aplikacji fluoru niz chlorheksydyny. Z kolei,
Fennis-Le iwsp. [1998] po 6 miesigcach od aplikacji chlorheksydyny nie stwierdzili spadku
przyrostu prochnicy pierwszych stalych zgbow trzonowych u dzieci, cho¢ nalezy podkreslic,
ze badania dotyczyly pacjentéw z grupy o matym ryzyku prochnicy. Obecnie sg juz dostepne
preparaty, m.in. ptyny do ptukania jamy ustnej zawierajgce zarowno zwigzki fluoru (0,05%),
jak 1 chlorheksydyne (0,05%) Zapobiegaja tworzeniu si¢ ptytki nazgbnej oraz powstawaniu
préchnicy poprzez remineralizacje szkliwa. Specjalna formuta ADS plukanek
chlorheksydyny zapobiega brunatnym przebarwieniom na zgbach i §luzéwce, nawet przy
dluzszym uzytkowaniu. Jej stosowanie nie skutkuje tez wystepowaniu, tak
charakterystycznych dla innych roztworéw chlorheksydynowych zaburzen smakowych u
pacjentdw. Opatentowany system ADS reaguje z diketozaming i poprzez usunigcie
diketozaminy zapobiega tworzeniu si¢ melanoidyn, odpowiedzialnych za przebarwienia
z¢bow. Inne mechanizmy przebarwien dotycza denaturacji biatek przez CHX. Prowadzi to do
powstawania organicznych zotto-brazowych siarczkéw zelaza w wyniku reakcji potaczenia
wodoru i siarki z zelazem obecnym w §linie. Ta reakcja, z kolei jest hamowana przez sktadnik
ADS, ktory obniza poziom zelaza [van Swaaij i wsp., 2020].

Z kolei, w badaniach in vitro wykazano, ze juz 0,1% roztwér chlorheksydyny
redukuje zywotnos¢ fibroblastéw dzigstowych, a takze zaburza produkcje nadtlenku wodoru
przez pateczki Lactobacillus, ktore oddziatywuja antagonistycznie wobec periopatogenow
[Wyganowska-Swiatkowska i wsp., 2016, de Oliveira i wsp. 2018, Coelho i wsp., 2020,
Szkaradkiewicz i wsp., 2009]. Te dane rozszerzajg liste dzialan niepozadanych
chlorheksydyny, co znacznie ogranicza jej dlugotrwate stosowanie.

Chlorek cetylpirydyny ma wigkszg zdolno$¢ do retencji w jamie ustnej i
poréwnywalng aktywno$¢ przeciwbakteryjng do chlorheksydyny jednak jest mniej skuteczny
w hamowaniu powstawania ptytki nazgbnej. Wynika to z natychmiastowego uwalniania si¢ z
btony sluzowej, co zwigzane jest z budowa monokationowg tego zwigzku [Bonesvoll 1 wsp.,
1978]. W celu wydtuzenia czasu retencji zastosowano system powolnego uwalniania chlorku
cetylpirydyny. Jednak, nie zaobserwowano poprawy skutecznosci dziatania. Badania
Vandekerchhove i wsp. [1995] wykazatly brak réznic miedzy sposobami podawania chlorku
cetylpirydyny. Jednoczesnie, wszystkie formuty podawania CPC wywolywaty przebarwienia
zebow. Na skutecznos¢ wszystkich antyseptykéw kationowych, w tym chlorheksydyny oraz
chlorku cetylpirydyny, niekorzystny wptyw majg pasty do zebow [Sheen 1 wsp., 2001].
Wykazano, ze pasta do zgbow stosowana przed, a szczegdlnie po ptukaniu jamy ustnej,

znaczaco zmniejsza przebarwienia zebOw oraz hamowanie ptytki przez te zwigzki.
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Chlorheksydyna i chlorek cetylpirydyny sg niezgodne z substancjami anionowymi, ktore
stanowig, miedzy innymi sktadniki past do z¢gbow. Dlatego przed zastosowaniem antyseptyku
CHX lub CPC nalezy doktadnie wyptuka¢ jame¢ ustng po szczotkowaniu zgbow lub tez
stosowa¢ 0 innej porze dnia, w odpowiednim czasie (2-3 godz.) po szczotkowaniu z¢bow.

W ostatnich latach wskazuje si¢ na przydatno$¢ probiotykow w stomatologii, w
szczegolnosci w profilaktyce i terapii chordb przyzebia. Liczne publikacje przedstawiajg
wlasciwos$ci oraz dokumentuja wptyw pateczek kwasu mlekowego na stan przyzgbia jamy
ustnej [Jayaram i wsp., 2016, Martin-Cabezas i wsp., 2016, Vives-Soler i wsp., 2020, Yang i
wsp., 2021]. Jednak, przedstawione dane wskazuja, ze najlepsze efekty dzialania zapewniaja
irygacja poddzigstowa oraz stosowanie tabletek probiotycznych. Dlatego, nieustannie sg
podejmowane proby poprawienia wynikow Klinicznych leczenia niechirurgicznego poprzez
modyfikacje protokotow postepowania, a takze poszukiwania nowych preparatow do terapii
przeciwbakteryjnej w chorobach przyzebia.

Z kolei, stosowanie plukanek zawierajagcych fluorki wzmacnia ochrong
przeciwprochnicows. Skutecznos$¢ profilaktyczng ptukanek fluorkowych szacuje si¢ na okoto
26% [Kaczmarek i wsp., 2019]. Badania wykazuja, ze plukanki z wyzszg zawarto$cia
fluorkéw sg bardziej efektywne w remineralizacji plam prochnicowych [Aleksander i wsp.,
2000]. Ptukanki fluorkowe rekomendowane sa u 0sob powyzej 6. roku zycia z ryzykiem
préchnicy ocenionym jako umiarkowane i wysokie [Marinho i wsp., 2016]. Szczegdlnie
zalecane s3 u dzieci uzytkujacych aparaty ortodontyczne, uzupelnienia protetyczne oraz w
przypadku zmniejszonego wydzielania $liny [Kaczmarek i wsp., 2019]. Brak jest jednolitych
zalecen dotyczacych pory ich stosowania w odniesieniu do szczotkowania zebow. Ptukanka
zawierajaca co najmniej 100 ppm F zastosowana po szczotkowaniu zgbow pozwala na
utrzymanie odpowiedniego st¢zenia jonéw fluoru w $linie 1 ptytce nazgbnej zapewnionego
przez uzycie pasty do zeboéw z fluorem. Zwigksza takze skuteczno$¢ oczyszczania
powierzchni migdzyzebowych. Ptukanki fluorkowe moga by¢ stosowane po szczotkowaniu
zgbow, a takze w innym czasie niz szczotkowanie, co przynosi dodatkowe korzysci
zdrowotne. Zaleca si¢ uzywaé okoto 10 ml ptukanki. Ptyny do plukania jamy ustnej
zawierajace okoto 100 ppm F stosuje si¢ co najmniej 2 razy dziennie, okoto 225 ppm F
raz dziennie, okoto 900 ppm F raz w tygodniu [Olczak-Kowalczyk i wsp., 2016,
Kaczmarek i wsp., 2019]. Obecnie rekomendowane jest zatem egzogenne stosowanie
preparatéw fluorkowych, ale i ono jest obcigzone ryzykiem fluorozy oraz zatru¢ ostrych.

Opracowane rekomendacje dotyczace stosowania profilaktyki fluorkowej maja na celu
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osiggniecie maksymalnego efektu kariostatycznego i1 zminimalizowanie ryzyka dziatan
niepozadanych [Kaczmarek i wsp., 2019].

Z Kolei, chlorowodorek oktenidyny cechuje si¢ szerokim spectrum dziatania
przeciwbakteryjnego, a takze przeciwwirusowego 1 przeciwgrzybiczego oraz dziata
regenerujaco na tkanki migkkie. Eliminuje biofilm bakteryjny, jest skuteczny juz po 30
sekundach od zastosowania. Badania potwierdzaja hamujacy wptyw ptukanki z oktenidyna na
formowanie si¢ ptytki nazebnej. Efekt dziatania plukanki utrzymuje si¢ do pigciu dni [Jockel-
Schneider i wsp., 2021]. W przeciwienstwie do preparatow z chlorheksydyng nie wywotuje
przebarwien zeboéw czy tez blony Sluzowej. Najnowsze badania in vitro [Schmidt i wsp.,
2018] wykazaly, ze oktenidyna indukuje odpowiednio nizszg apoptoz¢ w fibroblastach
dzigstowych w poréwnaniu z chlorheksydyng. Jednak, preparat ten nie jest zalecany do
codziennego stosowania w przypadku zdrowej jamy ustnej. Polecany jest wspomagajaco W
leczeniu zapalenia przyzgbia oraz infekcyjnego zapalenia blony Sluzowe;.

W licznych badaniach klinicznych in vivo i in vitro podj¢to proby oceny skutecznos$ci
antybakteryjnej innych zwigzkow, w tym olejkow eterycznych. Mimo iz badania wykazaty
ich nieco nizsza skuteczno$¢ przeciwbakteryjng w porownaniu do chlorheksydyny, to w
przeciwienstwie do antyseptykow z chlorheksydyna, ptukanki zawierajace olejki eteryczne
nie wywotujg zbyt wielu miejscowych skutkdw niepozadanych. W przeciwienstwie do lekow
chemicznych olejki eteryczne nie odktadajg si¢ w organizmie 1 nie inicjujg powstawania
toksycznych sktadnikow. Cze$¢ autoréw uznaje je wiec za alternatywe dla ptukanek z
chlorheksydyna, stosowanych w celu kontroli ptytki nazgbnej i zapalenia dzigset [Haffajee i
wsp., 2008, Martin i wsp., 2016] . W badaniach in vitro liczni autorzy wykazali, ze ptukanki
zawierajace olejki eteryczne hamujg agregacje bakterii tworzacych biofilm [Kaim i wsp.,
1998, Whitaker i wsp., 2000,Fine i wsp., 2007, Alshehri 2018]. Badania Kusiak i wsp. [2010]
dokumentuja, ze olejek z migty pieprzowej jest wysoko aktywny wobec Streptococcus mutans
oraz Porphyromonas gingivalis. Potwierdzono jego skuteczno$¢ wobec ponad potowy (55%)
szczepOw bakterii beztlenowych, nawet w matych st¢zeniach. Wyniki metaanalizy Araujo i
wsp. [2015] wykazaly istotne korzysci kliniczne wynikajace ze stosowania dwa razy dziennie
plynu do plukania z olejkami eterycznymi (Listerine®), w poréwnaniu ze stosowaniem
samych mechanicznych metod czyszczenia zebow. Po 6 miesigcach obserwacji u pacjentdw
stosujacych ptukanke z olejkami eterycznymi stwierdzono prawie 5 razy wigcej powierzchni
wolnych od ptytki nazebnej oraz ponad 2 razy wigcej powierzchni bez zapalenia dzigset, niz u
pacjentéw stosujacych wytacznie szczotkowanie zgbow. Badania Pan i wsp. [2010] okreslity

skutecznos¢ antybakteryjng ptukanek do jamy ustnej z zawarto$cia chlorheksydyny, olejkow
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eterycznych 1 chlorku cetylpirydyny, wykorzystujac w eksperymencie model biofilmu w
warunkach in vitro. Plukanki z chlorheksydyng i olejkami eterycznymi wykazaty
pordwnywalng skuteczno$¢, znacznie wyzsza niz plukanka z cetylpirydyng. Nieliczne
publikacje odnosza si¢ do porownania skuteczno$ci réznych wariantoéw dostgpnej na rynku
Listerine®, zawierajacych dodatkowe sktadniki z dodatkiem alkoholu lub bez. Cortelli i wsp.
[2013] w swoich 6-miesigcznych badaniach na grupie 337 pacjentow udowodnili, ze ptukanka
z olejkami eterycznymi (Listerine® Zero) jest bardziej skuteczna w redukcji plytki i zapalenia
dzigset niz ptukanki w grupach kontrolnych z cetylpirydyng i 5% etanolem. Podobne rezultaty
uzyskali w swoich dwutygodniowych badaniach Charles i wsp. [2012]. Jednocze$nie w
badaniach Pizzo i wsp. [2013] okazalo si¢, ze ptukanka z olejkami eterycznymi bez alkoholu
byta mniej skuteczna niz chlorheksydyna i olejki eteryczne z alkoholem. Badania Wiken
Albertsson 1 wsp. [2013] réwniez potwierdzaja znaczng przewage dzialania
przeciwbakteryjnego chlorheksydyny w poréwnaniu do olejkdw eterycznych — istotna
redukcja kariopatogendw w §linie pacjentdéw wystepowata po 16 dniach stosowania ptukanki.
Z Kolei, badania Lyncha i wsp. [2018] dotyczace dziatania plukanek z olejkami eterycznymi z
zawarto$cig alkoholu i bez zawartosci alkoholu dokumentuja brak istotnych roznic w
redukowaniu plytki nazgbnej na powierzchni zgbow oraz stanu zapalnego dzigset w ciggu 6
miesi¢cy ich stosowania. Badania Dolinskiej i wsp. [2007] wykazaly, ze zaréwno plyn z
olejkami eterycznymi jak i ptyn z aminofluorkiem oraz fluorkiem cynawym (Meridol)
okazaty si¢ skuteczne w redukcji ptytki nazebnej i zapalenia dzigset. Uzyskana redukcja
srednich warto$ci ocenianych wskaznikow byla jednak najwyzsza w grupie osob uzywajacych
ptukanki z olejkami eterycznymi (Listerine®). Skutecznos$¢ kliniczng ptukanki z olejkami
eterycznymi ocenili w swoich badaniach Konopka i wsp. [2013]. Uzyskano wyniki dziatania
ptukanki w odniesieniu do efektu hamowania rozwoju ptytki i istotnego zmniejszenia
intensywnosci stanu zapalnego dzigsel. Dodatkowo, po 4 tygodniach stosowania plukanki
autorzy nie obserwowali zadnych miejscowych efektow niepozgdanych.

Wiadomym jest obecnie, ze zdrowa jama ustna jest wazna nie tylko ze wzgledow
estetycznych, lecz rowniez stanowi klucz dla zdrowia ogoélnego oraz dla jakosci i dtugosci
zycia. Aktualnie w Polsce jest dostepnych okoto 190 réznych preparatow do odkazania jamy
ustnej. Jednak, wszystkie dotychczas uzywane antyseptyki w stomatologii moga wykazywac
dziatania niepozadane, a najczeSciej posiadajg wilasciwosci alergizujace, co znacznie
ogranicza ich stosowanie. Dlatego w mojej pracy badatem mozliwoSci zastosowania
nieorganicznych zwiazkow soli sodowych — wodoroweglanu sodu (NaHCQO3) i tiosiarczanu

sodu (Na2S203) jako ptukanek odkazajacych. Od blisko 100 lat wskazuje si¢ na korzystne
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oddziatywanie tych zwigzkow na organizm cztowieka. Jednoczesnie, wodoroweglan sodu
zostal okreslony przez Amerykanskg Agencje Zywnosci i Lekoéw jako zwigzek o statusie
bezpiecznym i uznanym za produkt spozywczy [Medical Device Databases — US FDA]. Z
kolei, tiosiarczan sodu jest wpisany na liscie lekow podstawowych Swiatowej Organizacji
Zdrowia [WHO’s Model List of Essential Drugs]. Formalne potwierdzenie przez
Amerykanska Agencje Zywnosci i Lekow bezpieczenstwa stosowania wodoroweglanu sodu,
otworzylo droge jego zastosowan we wspolczesnej medycynie, zwlaszcza w leczeniu standw
zapalnych, a takze w protekcji ryzyka zwigzanego z toksycznoscig chemoterapii i radioterapii
[Medical Device Databases — US FDA]. Wskazuje si¢ roéwniez na przeciwzapalne
wlasciwosci tiosiarczanu sodu, co moze by¢ rezultatem oddzialywania uwalnianej siarki.
Pierwiastek ten posiada wiasciwosci antyseptyczne i jest wykorzystywany jako sktadnik
masci leczniczych [Brozdowska 2017].

Obserwowane oddziatywanie przeciwzapalne wodoroweglanu sodu, a takze jego
wlasciwosci regulujace rownowage kwasowo-zasadowa motywowaly podjecie stosowania
tego zwigzku w leczeniu chordb przyzgbia. Pierwsze raporty kliniczne opublikowano w tym
zakresie w 1978 roku, wykazujac metoda mikroskopowa szybka redukcje mikroflory
poddziastowej przyzegbia, a takze stanu zapalnego dzigset pod wplywem miejscowego
leczenia nadtlenkiem wodoru i wodoroweglanem sodu [Keyes i wsp., 1978]. Jednak w
dhugoterminowych badaniach leczenia periodontitis u dorostych, monitorowanych klinicznie i
bakteriologicznie nie wykazano jednoznacznego zwigzku pomigdzy zastosowaniem tylko
wodoroweglanu sodu 1 stwierdzanym zmniejszeniem liczebno$ci periopatogenow. U
wszystkich  pacjentow  konieczne bylo, przynajmniej jednokrotne zastosowanie
dwutygodniowej kuracji tetracyklinowej w celu redukcji wysokiej liczby bakterii [Keyes i
wsp., 1978].

Wykazano rowniez, iz wodorowgglan sodu hamuje powstawanie ptytki nazebnej i
zmniejsza jej kwasowos$¢é, zatem moze przeciwdziala¢ prochnicy zgbow [ Chandel i wsp.,
2017, Valkenburg i wsp. 2020]. W S$wietle obecnej wiedzy, rozwoj prochnicy jest
nastepstwem zachwiania rownowagi pomie¢dzy procesami demineralizacji i remineralizacji
tkanki zgba [Pitts i wsp., 2017 ]. Demineralizacja zachodzi w wyniku lokalnego zakwaszenia
srodowiska, czego efektem jest rozpuszczanie hydroksyapatytu i proteoliza tkanki zgba. Z
kolei, proces odbudowy, czgsciowo rozpuszczonych krysztatlow szkliwa. okresla sie
remineralizacjg. Warunkiem niezbednym do jej przebiegu jest przesycenie §liny solami
wapnia i fosforu [Zalewska i wsp., 2001]. Stan ten umozliwia przeptyw jonow w kierunku

szkliwa, tzn. rozpuszczone krysztalty moga ulegac ,,restauracji” poprzez pobieranie ze §liny
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wapnia 1 fosforanow. Jednak, hydroksyapatyty moga utworzy¢ si¢ tylko wtedy, gdy w
szkliwie znajduja si¢ jeszcze krysztaly. Remineralizacja, zatem odgrywa istotne znaczenie w
préochnicy nieubytkowej, bowiem warunkuje jej odwracalno$¢ poprzez naprawe
poczatkowych uszkodzen szkliwa. Jednoczes$nie , dobrze jest wiadomym, ze w procesie tym
biorg udzial kwasne biatka bogate w proling (APRP). APRP stanowig okoto 30% wszystkich
biatek $liny i1 charakteryzuja si¢ okoto 26% zawartoscig proliny. Struktur¢ APRP stanowi
tancuch polipeptydowy o dlugosci 150 aminokwasow, ktory zawiera dwie funkcjonalnie
réznigce si¢ domeny. N-terminalna domena zawiera specyficzne aminokwasy: fosfoseryny
oraz reszty kwasu asparginowego. Charakteryzuje si¢ zdolnoscia adsorpcji  do
hydroksyapatytu oraz tworzenia blonki nabytej. Z kolei, domena C-terminalna o dlugos$ci
120 aminokwasow posredniczy w adherencji bakterii jamy ustnej do szkliwa z¢gbow. Ponadto
wskazuje si¢, ze APRP bedac rezerwuarem jondéw wapnia, moze uczestniczy¢ w
remineralizacji, czyli w procesie odbudowy cze$ciowo rozpuszczonych krysztatow szkliwa
[Lendenmann i wsp., 2000]. Biatko to jednoczesnie stanowi jeden z czynnikow
zabezpieczajacych przed demineralizacja powierzchni zebow. W kontekscie tych danych
wazne jest stwierdzenie, ze wodoroweglan sodu zwigksza wchlanianie wapnia przez szkliwo
z¢bow, a wigc moze nasila¢ remineralizacje [Feagin i wsp. 1977].

Z kolei, w badaniach in vitro z zastosowaniem mikroskopii fazowo-kontrastowej, a
takze z uzyciem transmisyjnego mikroskopu elektronowego wykazano, ze nieorganiczne
zwigzki soli sodowych, w tym wodorowegglan sodu) wywotuja efekt cytotoksyczny wobec
periopatogendw — kretkow i pateczek beztlenowych, gtdéwnie powodujac destrukeje ich $ciany
komoérkowej. Opisywany efekt wykazuje podobiefistwo do zmian wywotlywanych przez
antybiotyki beta-laktamowe i jego mechanizm nie jest jasny. Jednoczesnie, w innych
badaniach nie wykazano istotnego wptywu wodoroweglanu sodu na zywotnos¢ wybranych
periopatogenow, a takze kariopatogenow — S. mutans i S. salivarius [Fletcher i wsp., 1984]
Ze wzgledu na brak jednoznacznych danych dotyczacych oddziatywania przeciwbakteryjnego
wodoroweglanu sodu oraz tiosiarczanu sodu wobec S. mutans, glownego kariopatogenu i P.
gingivalis, dominujacego periopatogenu, to zagadnienie badawcze podjalem w prezentowanej
pracy doktorskiej. W leczniczym zastosowaniu nieorganicznych soli  sodowych
rekomendowane sa w stanach zapalnych wysokie dawki dla wodorowgglanu sodu (w
szerokim zakresie dawek 10-20 mg/ml). Dlatego, w moich badaniach wrazliwosci badanych
patogenow wobec wodorowegglanu sodu oraz tiosiarczanu sodu uzytem procedury opartej na
analizie liczebno$ci wzrostu bakterii na podtozu statym, wczesniej preinkubowanych we

wzrastajacych stezeniach tych zwigzkow. Uzyskane wyniki w oparciu o przeprowadzong
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analize statystyczng pozwolily na wyznaczenie wirtualnych dawek inhibujacych wzrost 50% 1
90% bakterii (VIDso, vVIDgo). Wartosci vIDsp0raz vIDgo dla wodoroweglanu sodu wzgledem
S. mutans wynosity odpowiednio: 11,16 mg/ml oraz 19,74 mg/ml. Jednocze$nie wartoSci
VIDso oraz vIDgo wzgledem P. gingivalis nie wykazywaly istotnych réznic i wynosity
odpowiednio: 15,74 mg/ml oraz 24,56 mg/ml. Natomiast wartosci VIDso oraz VIDgo
tiosiarczanu sodu dla S. mutans wynosity odpowiednio : 28,13 mg/ml oraz 171,06 mg/ml i
byty 2,5-krotnie (dla vIDso) oraz 8,7-krotnie (dla viDgeo) wyzsze wzgledem wirtualnych
dawek wodoroweglanu sodu. Z kolei, wartosci VIDsg i VIDgo tiosiarczanu sodu dla P.
gingivalis wynosity odpowiednio : 28,39 mg/ml oraz 128,89 mg/ml i byty 1,8-krotnie (dla
vIDso) oraz 5,2-krotnie (dla viDgo) wyzsze wzglgdem wirtualnych dawek wodoroweglanu
sodu. Uzyskane w tej pracy wyniki, pozwalaja na zanalizowanie porownawcze aktywnosSci
przeciwbakteryjnej badanych zwiazkéw. Z przedstawionych danych wynika, ze obydwa
badane zwigzki nieorganicznych soli sodowych posiadaja wlasciwosci przeciwbakteryjne
wobec S. mutans i P. gingivalis. Jednak, wodoroweglan sodu charakteryzuje si¢ znacznie
wyzszg aktywnoscig przeciwbakteryjnag niz tiosiarczan sodu.

Biorgc pod uwage powyzsze, wodoroweglan sodu moze stanowi¢ skuteczny i
bezpieczny $rodek antyseptyczny w higienie jamy ustnej zapewniajacy — skuteczng

profilaktyke prochnicy zgbow i chordb przyzebia.
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6. WNIOSKI

. Wodorowgglan sodu (NaHCOs) wykazuje aktywno$¢ przeciwbakteryjng wobec
Streptococcus mutans, oddziatywujac bakteriostatycznie (warto$ci wirtualnych dawek
inhibujacych wzrost 50% i 90% bakterii: 11,16 mg/ml oraz 19,74 mg/ml).

. Tiosiarczan sodu (Na2S203) wykazuje aktywnos$¢ przeciwbakteryjng wobec Streptococcus
mutans, oddziatywujac bakteriostatycznie. Jednak jego aktywno$¢ inhibujaca  jest
znacznie mniejsza niz wodoroweglanu sodu (warto$ci wirtualnych dawek inhibujacych

wzrost 50% i 90% bakterii: 28,13 mg/ml oraz 171,06 mg/ml).

. Wodorowegglan sodu (NaHCOs) wykazuje aktywno$¢ przeciwbakteryjng wobec
Porphyromonas gingivalis, oddziatywujac bakteriostatycznie (wartosci wirtualnych
dawek inhibujacych wzrost 50% i 90% bakterii: 15,74 mg/ml oraz 24,56 mg/ml).

. Tiosiarczan sodu (Na»S203) wykazuje aktywno$¢ przeciwbakteryjng wobec
Porphyromonas gingivalis, oddziatywujac bakteriostatycznie. Jednak jego aktywno$é
inhibujaca jest znacznie mniejsza niz wodoroweglanu sodu (wartos$ci wirtualnych dawek

inhibujacych wzrost 50% 1 90% bakterii: 28,39 mg/ml oraz 128,89 mg/ml).
Wodoroweglan sodu charakteryzuje si¢ wyzsza niz tiosiarczan sodu aktywnoS$cia

przeciwbakteryjng wobec Streptococcus mutans oraz Porphyromonas gingivalis, co

uzasadnia jego zastosowanie w profilaktyce prochnicy zgbdw i1 chordb przyzebia.
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7. STRESZCZENIE

s»Mozliwosci zastosowania zwiazkow nieorganicznych soli sodowych w stomatologii”

Prochnica zgbow i zapalenia przyzgbia u dorostych naaleza do najczestszych chordb
jamy ustnej. W ich nastgpstwie dochodzi do przedwczesnej utraty zgbow, destrukcji
przyzgbia, a takze — uogoélnionych zakazen organizmu. Dobrze juz udokumentowano, ze w
etiopatogenezie powyzszych chordb zasadnicza rolg odgrywaja bakterie jamy ustnej, gtdéwnie
Streptococcus mutans, uznany za klasyczny kariopatogen oraz Porphyromonas gingivalis —
dominujacy periopatogen. Wspotczesna wiedza stomatologiczna wskazuje zatem na
konieczno$¢ dziatan profilaktycznych i1 bardzo czgsto terapeutycznych zmierzajacych do
redukcji bakterii patogennych w jamie ustnej nie tylko w przewlektych stanach zapalnych
przyzgbia i aktywnej prochnicy zebow, ale takze w grupach oséb z podwyzszonym ryzykiem
tych stanéw chorobowych. Wiadomym jest obecnie, ze zdrowa jama ustna jest wazna nie
tylko ze wzgledow estetycznych, lecz réwniez stanowi klucz dla zdrowia ogdélnego oraz dla
jakosci i dhugosci zycia. W postgpowaniu leczniczo-profilaktycznym prochnicy zebow i
chorob przyzebia konieczne jest miejscowe zastosowanie preparatow odkazajacych, gtownie
w postaci ptukanek do jamy ustnej. Miejscowe stosowanie antyseptykow uznaje si¢ za metode
wspomagajaca leczenie chordb przyzebia. Jednak, wszystkie dotychczas stosowane
antyseptyki w stomatologii moga wykazywa¢ dziatania niepozadane, a najczesciej posiadaja
wlasciwosci alergizujace. Z kolei, wiadomym jest, ze pomiedzy 1 a 6 miesigcem od
zakonczenia leczenia miejscowego prawie u wszystkich pacjentow wystepuja reinfekcje.
Dlatego, zasadnym jest stosowanie preparatow odkazajacych (w tym ptukanek) do codziennej
higieny jamy ustnej. Z tego wzgledu prowadzone sg nadal badania poszukujace preparatu do
odkazania jamy ustnej skutecznego i bezpiecznego, pozbawionego dziatania podrazniajacego

btone §luzowg jamy ustnej dla pacjentow z chorobami przyzebia i prochnicg zgbdw.
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W dotychczasowych obserwacjach wskazuje si¢ na oddziatywanie przeciwbakteryjne
I przeciwzapalne wodoroweglanu sodu oraz wlasnosci przeciwdrobnoustrojowe pochodnych
tiosiarczanu sodu. Jednocze$nie, wodoroweglan sodu zostat okreslony przez Amerykanska
Agencje Zywnosci i Lekow jako zwigzek o statusie bezpiecznym i uznanym za produkt
SpOZYWCZy.

Jednak, nadal nie jest jasna aktywno$¢ przeciwbakteryjna powyzszych zwigzkow
wobec patogendw jamy ustnej: Streptococcus mutans i Porphyromonas gingivalis.
Celem niniejszej pracy bylo zatem wyjasnienie powyzszego zagadnienia w oparciu o

nastepujace zadania badawcze :

1. Ocena aktywnos$ci przeciwbakteryjnej in vitro wodoroweglanu sodu wobec kariopatogenu
Streptococcus mutans
2. Ocena aktywnoS$ci przeciwbakteryjnej in vitro tiosiarczanu sodu wobec kariopatogenu

Streptococcus mutans

3. Ocena aktywnosci przeciwbakteryjnej in vitro wodoroweglanu sodu wobec periopatogenu

Porphyromonas gingivalis

4. Ocena aktywnos$ci przeciwbakteryjnej in vitro tiosiarczanu sodu wobec periopatogenu

Porphyromonas gingivalis.

Badania przeprowadzono in vitro z uzyciem szczepdw wzorcowych bakterii: Streptococcus
mutans (ATCC 25175) oraz Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277). Oceny aktywnosci
przeciwbakteryjnej soli - wodorowgglanu sodu (NaHCO3) oraz tiosiarczanu sodu (Na2S203)
dokonywano metodg ilosciowa, analizujac redukcje liczby wzrostu badanych bakterii - CFU
(Colony Forming Units — jednostki tworzace kolonie) w warunkach beztlenowych w statym
podtozu hodowlanym, pod wptywem wzrastajacych dawek NaHCO3 lub Na»S;03 (1, 10, 20,
40 mg/ml). Jednoczeénie, oceniano zywotnos¢ bakterii tworzacych CFU, stosujac test
fluoroscencyjny. Wszystkie doswiadczenia powtarzano 5-krotnie, dokonujac kazdorazowo 3-
krotnych odczytdbw. Na podstawie przeprowadzonej analizy statystycznej uzyskanych
wynikéw (z zastosowaniem modelu regresji logistycznej), wyznaczono dla badanych
zwigzkoéw wartoSci wirtualnej dawki inhibujacej wzrost 50% bakterii — VIDsg i 90% bakterii —

VIDgo.
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Uzyskane wyniki, pozwolily na wysunigcie nastepujacych wnioskow:

1. Wodoroweglan sodu (NaHCOs3) wykazuje aktywno$¢ przeciwbakteryjng wobec
Streptococcus mutans, oddziatywujac  bakteriostatycznie (warto$ci wirtualnych
dawek inhibujacych wzrost 50% i 90% bakterii: 11,16 mg/ml oraz 19,74 mg/ml).

2. Tiosiarczan sodu (Na»S203) wykazuje aktywno$¢ przeciwbakteryjng wobec
Streptococcus mutans, oddzialywujac bakteriostatycznie. Jednak jego aktywnos¢
inhibujgca jest znacznie mniejsza niz wodoroweglanu sodu (wartosci wirtualnych

dawek inhibujacych wzrost 50% i 90% bakterii: 28,13 mg/ml oraz 171,06 mg/ml).

3. Wodoroweglan sodu (NaHCOs) wykazuje aktywno$¢ przeciwbakteryjng wobec
Porphyromonas gingivalis, oddziatywujac bakteriostatycznie (wartosci wirtualnych
dawek inhibujacych wzrost 50% i 90% bakterii: 15,74 mg/ml oraz 24,56 mg/ml).

4. Tiosiarczan sodu (Na»S203) wykazuje aktywno$¢ przeciwbakteryjng wobec
Porphyromonas gingivalis, oddziatywujac bakteriostatycznie. Jednak jego aktywno$é
inhibujagca jest znacznie mniejsza niz wodorowegglanu sodu (wartosci wirtualnych

dawek inhibujacych wzrost 50% i 90% bakterii: 28,39 mg/ml oraz 128,89 mg/ml).

5. Wodoroweglan sodu charakteryzuje si¢ wyzsza niz tiosiarczan sodu aktywnoS$cig
przeciwbakteryjng wobec Streptococcus mutans oraz Porphyromonas gingivalis, co

uzasadnia jego zastosowanie w profilaktyce prochnicy zebodw i choréb przyzebia.
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8. SUMMARY

“Sodium salts inorganic compounds applicability in dentistry”

Dental caries and periodontitis in adults are the most frequent oral cavity diseases.
Their consequences may include a premature loss of teeth, destruction of periodontium, and
systemic infections. It is well-documented that the key role in the etiopathogenesis of the
above-mentioned diseases is played by oral cavity bacteria, mainly Streptococcus mutans,
considered a classic cariopathogen, and Porphyromonas gingivalis — a dominant
periopathogen. Therefore, the contemporary stomatological knowledge indicates the need to
take preventive, and quite frequently therapeutic actions in order to reduce the count of
pathogenic bacteria in the oral cavity not only in chronic periodontitis and active dental caries,
but also in the groups of people with the elevated risk of developing those medical conditions.
It is known now that a healthy oral cavity is important not only for aesthetic reasons but it is
also a key to general health and to the quality and length of life. In preventive and treatment
procedures concerning dental caries and periodontitis, it is required to locally use disinfecting
preparations, mainly in the form of mouthwashes. Local use of antiseptics is considered the
method supporting periodontal diseases treatment. However, all antiseptics applied in
dentistry so far may cause some undesired effects, and most frequently demonstrate allergenic
properties. On the other hand, it is known that between 1st and 6th month after the conclusion
of local therapy, a reinfection takes place in nearly all patients. Therefore, it is reasonable to
use disinfecting preparations (including mouthwash) in daily oral cavity hygiene. That is why
research is still pending to find an effective and safe preparation for oral cavity disinfection
which does not irritate the oral cavity mucous membrane for patients suffering from
periodontitis and dental caries.
The observations made so far, indicate the antibacterial and anti-inflammatory effect of
sodium bicarbonate, and antimicrobial properties of sodium thiosulfate derivatives. At the
same time, sodium bicarbonate was granted the status of a safe compound and was considered
a food product by the American Food and Drug Administration.

Still, it is not clear the antibacterial activity of the above-mentioned compounds

against oral cavity pathogens: Streptococcus mutans and Porphyromonas gingivalis.
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Therefore, the purpose of this paper was to clarify the above issue on the basis of the

following research tasks:

1. The assessment of in vitro antibacterial activity of sodium bicarbonate against
cariopathogen Streptococcus mutans
2. The assessment of in vitro antibacterial activity of sodium thiosulfate against cariopathogen

Streptococcus mutans

3. The assessment of in vitro antibacterial activity of sodium bicarbonate against

periopathogen Porphyromonas gingivalis

4. The assessment of in vitro antibacterial activity of sodium thiosulfate against periopathogen

Porphyromonas gingivalis

Tests were performed in vitro with the use of baacterial strains of bacteria: Streptococcus
mutans (ATCC 25175) and Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277). Antibacterial activity
of salts - sodium bicarbonate (NaHCO3) and sodium thiosulfate (Na2S203) was assessed by
qualitative method, through the analysis of the reduction of the growth of the bacteria count -
CFU (Colony Forming Units) under anaerobic conditions in solid culture medium with the
increasing doses of NaHCOs or Na»S:03 (1, 10, 20, 40 mg/ml). At the same time CFU
forming bacteria viability was assessed with the use of fluorescent test. All experiments were
repeated 5 times, with 3 readings for each. On the basis of statistical analysis of the results
(with the use of logistic regression model) for the compounds subject to tests the virtual dose
inhibiting 50% of bacterial growth — vIDso and 90% of bacterial growth — vIDgy was
determined.

The results allowed reaching the following conclusions:
1. Sodium bicarbonate (NaHCOz) demonstrates antibacterial activity against
Streptococcus mutans, and acts bacteriostatically (values of virtual doses inhibiting

50% and 90% of bacterial growth: 11.16 mg/ml and 19.74 mg/ml).

2. Sodium thiosulfate (Na.S»03) demonstrates antibacterial activity against

Streptococcus mutans, and acts bacteriostatically. However, its inhibiting activity is
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5.

considerably lower than the activity of sodium bicarbonate (values of virtual doses
inhibiting 50% and 90% of bacterial growth: 28.13 mg/ml and 171.06 mg/ml).

Sodium bicarbonate (NaHCOs) demonstrates antibacterial activity against
Porphyromonas gingivalis, and acts bacteriostatically (values of virtual doses
inhibiting 50% and 90% of bacterial growth: 15.74 mg/ml and 24.56 mg/ml).

Sodium thiosulfate (Na2S:03) demonstrates antibacterial activity against
Porphyromonas gingivalis, and acts bacteriostatically. However, its inhibiting activity
is considerably lower than the activity of sodium bicarbonate (values of virtual doses
inhibiting 50% and 90% of bacterial growth: 28.39 mg/ml and 128.89 mg/ml).

Sodium  bicarbonate  characterises  with  higher  antibacterial  activity
against Streptococcus  mutans and Porphyromonas  gingivalis  than  sodium

thiosulfate which justifies its use in prevention of dental caries and periodontitis.
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11. ANEKS

SM Soda Wartos¢ p dla poréwnan wielokrotnych (dwustronych); SM Soda

Kontrola 1 mg 10 mg 20 mg 40 mg
Kontrola 1,000000 0,191273 0,000266 0,000000
1 mg 1,000000 0,097743 0,000032 0,000000
10 mg 0,191273 0,097743 0,378164 0,000422
20 mg 0,000266 0,000032 0,378164 0,435365
40 mg 0,000000 0,000000 0,000422 0,435365
PG Soda Wartosc¢ p dla poréwnan wielokrotnych (dwustronnych)

Kontrola 1 mg 10 mg 20 mg 40 mg
Kontrola 1,000000 1,000000 0,008560 0,000003
1mg 1,000000 0,802238 0,000050 0,000000
10 mg 1,000000 0,802238 0,048480 0,000013
20 mg 0,008560 0,000050 0,048480 0,435365
40 mg 0,000003 0,000000 0,000013 0,435365
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SM Tiosiarczan

Wartosc¢ p dla poréwnan wielokrotnych (dwustronnych); SM Tiosiarczan

Kontrola 1 mg 10 mg 20 mg 40 mg
Kontrola 1,000000 0,126494 0,002181 0,000000
1mg 1,000000 0,085745 0,000706 0,000000
10 mg 0,126494 0,085745 1,000000 0,001166
20 mg 0,002181 0,000706 1,000000 0,121603
40 mg 0,000000 0,000000 0,001166 0,121603

PG Tiosiarczan

Wartos¢ p dla poréwnan wielokrotnych (dwustronnych); PG Tiosiarczan

Kontrola 1mg 10 mg 20 mg 40 mg
Kontrola 1,000000 0,401536 0,001203 0,000000
1 mg 1,000000 0,101623 0,000048 0,000000
10 mg 0,401536 0,101623 0,449557 0,000531
20 mg 0,001203 0,000048 0,449557 0,417034
40 mg 0,000000 0,000000 0,000531 0,417034
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