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Summary

Dental plaque consists of many different microorganisms which are depended of one another and it has been recognized as a
microbial biofilm. Scientific studies have been carried out for many years in order to explain how metabolism of bacterias in
dental plaque changes when it is exposed to different chemical complexes and groceries. Changes of pH reflect the intensity of
metabolic action in dental plaque.

The aim of this study was to describe selected methods which are used to examine changes of dental plaque. Three basic methods
were presented: Sampling, Microtouch, Telemetric as well as recently introduced for such study like: Ion-Sensitive Field Effect
Transistor, microsensoric, pH-stat system. It was also described a strip method which is the cheapest and the simplest way to mea-
sure changes of plaque pH. It is nowadays compared to other methods which need specialistic equipment.

The studies in which the methods mentioned above are used enable to reliable assess the influence of different chemical com-
plexes on changes of pH of dental plaque. The outcomes make possible to assess, amongst others, cariogenicity of different
food supplies or anticaries action of different products used in prophylaxis (chewing gums, rinses, chlorhexidin, essential oil,
triclosan etc.).

The results of influence of different food supplies and pharmacological products on pH changes in bacterial biofilm also give
important information on caries etiopathogenesis. It improves our knowledge not only in the field of caries prevention, but also

non caries tooth lesions.
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Ptytka nazebna ma strukture biofilmu. Sktada sie z
bakterii, ktére zmieniajg sie w zaleznosci od stopnia
dojrzato$ci ptytki i pozostajg ze sobg w skomplikowa-
nych zaleznosciach. Badania wykazuja, ze w sktad
plytki nazebnej wchodzi ponad 146 rodzajéw drobno-
ustrojow (1). Adhezja do powierzchni twardych tkanek
zeba, sasiedztwo réznych gatunkéw bakterii, obecno$é
substancji pozakomoérkowej w uktadzie wielokomorko-
wym oraz heterogenna struktura i dziatanie pozwalajg
na homeostaze biofilmu nawet w trudnych warunkach
Srodowiskowych, takich jak brak lub nadmiar substratu
czy obecno$¢ preparatéw bakteriobdjczych (2). Drob-
noustroje metabolizujg weglowodany, w wyniku czego
powstajg kwasy karboksylowe, takie jak mlekowy, octo-
wy czy propionowy. Kwasy te majg zdolno$¢ deminerali-
zacji twardych tkanek zeba, powodujgc w konsekwencji
prochnice zebow. Metabolizm ptytki nazebnej zalezy od
rodzaju, skfadu, konsystencji spozywanego pokarmu i
czestosci spozywania positkbw oraz osobniczego po-
tencjatu kwasotworczego ptytki (3).

W przeszioéci skuteczno$é preparatéw zapobiega-
jacych proéchnicy, modyfikujgcych metabolizm drob-
noustrojéw biofilmu, badano na modelach bez udziatu

bakterii (4) lub z drobnoustrojami w stadium plankto-
nowym (5). Postep metod i technik badawczych, kto-
ry nastgpit w ostatnim czasie, umozliwia ocene wptywu
réznych $rodkdw i produktéw na procesy metabolicz-
ne zachodzace w biofilmie. Aby okresli¢ wptyw danego
preparatu na ptytke nazebna, wykonuje sie miedzy inny-
mi pomiary pH. Pierwsze badania tego typu byty prowa-
dzone przez Stephana (1944 rok), ktéry stworzyt krzywa
zmian pH ptytki nazebnej po obcigzeniu sacharoza oraz
ustalit pH krytyczne plytki nazebnej, czyli warto$¢ pH,
ponizej ktérej szkliwo zaczyna sie rozpuszczaé. Obec-
nie istnieje szereg metod badania pH ptytki nazebne;.
Najchetniej stosowane bywajg trzy podstawowe metody
badania pH biofilmu bakteryjnego: Sampling, Microto-
uch, Telemetric (6).

W metodzie Sampling (pobieranie probek) ptytka
jest zeskrobywana z powierzchni zeboéw przy pomo-
cy plastikowego paska lub ekskawatora. Nastepnie,
po odpowiednim opracowaniu, badana przy pomo-
cy mikroelektrody (ang. plaque sampling and ex vivo
measurement) (7). Stezenia poszczegolnych kwasow
(mlekowy, octowy, propionowy) mierzone sa metoda
elektroforezy po odpowiednim rozcienczeniu. Warun-
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kiem zastosowania tej metody jest dobdr pacjentéw,
ktorzy sa w stanie wytworzy¢ co najmniej 3 mg ptytki
nazebnej w okresie jej akumulacji. Zaleca sie, aby czas
akumulacji trwat okoto 48 godzin (8). Przez ten czas
pacjent powstrzymuije sie od zabiegdw higienicznych
w zakresie higieny jamy ustnej. Wahania pH, jakie po-
woduje dany produkt zywnosciowy, moga by¢ réwniez
analizowane poprzez pomiar zmian w stymulowanej $li-
nie. Po zebraniu $liny jest ona dzielona na kilka porcji,
w zaleznosci od ilo$ci badanych produktéw, nastepnie
produkty dodawane sg do poszczegodlnych porcji $li-
ny, po czym badane jest pH przy pomocy specjalnej
sondy, w okreslonych odstepach czasu (9). Przy uzy-
ciu tej metody badano wiele produktéw spozywczych,
jak réwniez wptyw gumy do zucia zawierajacej rézne
skfadniki na metabolizm ptytki nazebnej (10). Wada
tej metody jest brak mozliwosci uzyskania warunkéw
panujacych w jamie ustnej. Zaletg jest skrécenie do
minimum uczestnictwa pacjenta w procesie pomiaréw,
poniewaz proces pobierania materiatu trwa krétko i jest
stosunkowo prosty.

Obserwacje zmian pH ptytki moga by¢ takze prowa-
dzone dynamicznie wewnatrz jamy ustnej przy pomocy
drugiej z wymienionych metod (ang. Microtouch elec-
trode). Na wstepie ustala sie moment wyjsciowy pomia-
ru pH ptytki, w dalszej kolejnosci pacjent ptucze jame
ustng sacharoza, po czym mierzone jest pH ptytki na-
zebnej znajdujacej sie bezposrednio na powierzchniach
zebdw. Pomiaru zwykle dokonuje sie po 2, 5, 10, 15, 20,
30, 40, 50 i 60 minutach (9, 11, 12). Pomiar wykonywany
jest przy pomocy mikroelektrody potaczonej z elektroda
referencyjna znajdujaca sie w naczyniu z roztworem 3M
KCl wraz z palcem pacjenta. Jest to tzw. mostek solny.
Istotna jest kalibracja uktadu pomiarowego, co wykony-
wane jest zwykle przed kazdym odczytem przy pomocy
roztworéw standardowych o pH 7,00 oraz 4,01. Kalibra-
cja jest operacjg czasochtonng, poniewaz mikroelek-
troda jest bardzo czuta. Moment rozpoczecia pomiaru,
czyli ustalenia wartosci wyj$ciowej pH, moze nastgpic¢
w réznym czasie od zastosowania preparatu majgcego
wptyna¢ na metabolizm ptytki nazebnej. W wypadku ba-
dania réznego typu ptukanek warto$¢ wyjéciowa okre-
$lano na 90 minut po zastosowaniu poszczegdlnych ba-
danych roztworéw (11). Pomiar ten mozna wykonywac,
sprawdzajac dziatanie danego roztworu bezposrednio
po obcigzeniu glukoza. W ten sposdb badano skutecz-
nos¢ roztworu zawierajacego mocznik (3). Sze$¢ minut
po ptukaniu jamy ustnej sacharozg lub sorbitolem pa-
cjent ptukat jg ponownie roztworem mocznika. Pomiar
wykonywany byt od 3. do 27. minuty po ptukaniu, co
4 minuty.

Wada zastosowania mikroelektrod, w tym przypadku
Beetrode, jest brak mozliwosci sterylizacji w autoklawie.
Zgodnie z zaleceniami producenta urzgdzenie to wia-
$ciwie nie powinno by¢ stosowane w badaniach in vivo
u ludzi. W cytowanych powyzej badaniach (3) elektroda
dezynfekowana byta 50% roztworem etanolu i przypo-
rzgdkowana do danego pacjenta, co generuje dodatko-
wo wysokie koszty badan.

Trzecig metoda pomiaru ptytki nazebnej jest metoda
telemetryczna. System telemetryczny sktada sie zwykle
ze szklanej elektrody o $rednicy 2 mm, ktéra na state
umocowana jest na powierzchni stycznej zeba. Zwykle
mocuije sie ja do ruchomej protezy czesciowej. Elektro-
da referencyjna przymocowana jest na state do ramie-
nia osoby badanej. W przypadku tej metody elektrody
pokryte ptytkg nazebng mierzg zmiany pH w przestrze-
niach miedzyzebowych. Chociaz stosujac metode tele-
metryczng, uzyskiwane sg informacje dotyczace tylko
jednej powierzchni zeba (stycznej), jest to miejsce, w
ktorym czesto wystepuje prochnica. Podczas stoso-
wania tej metody wykrywane sag bardziej zaznaczone i
dtuzej trwajace zmiany pH. Jest to zwigzane prawdopo-
dobnie z tym, Ze przestrzenie miedzyzebowe sg trudniej
dostepne dla $liny, ktéra ma witasciwosci buforujgce.
Wedtug badanh przeprowadzonych przez Ligstroma i
wsp. (6) wyniki pomiaréw pH ptytki nazebnej wykony-
wane trzema metodami, po spozyciu réznych produk-
téw, znacznie sie rdéznity. Najnizsze wskazania odczyta-
no po zastosowaniu metody telemetrycznej, nastepnie
Microtouch i Sampling. Jednak po zastosowaniu kazdej
z metod oceniane produkty zostaty ustawione w tej sa-
mej kolejnosci pod wzgledem wptywu na obnizenie pH
po ich spozyciu.

Ciekawym rozwigzaniem wprowadzonym w ostat-
nich latach umozliwiajgcym badanie pH bezposrednio
w jamie ustnej, jest wykorzystanie jako elektrody jono-
czutego tranzystora polowego (ang. lon-Sensitive Field
Effect Transistor). Elektroda ta zostaje na state umiesz-
czona w ustach pacjenta na 3 dni, w czasie ktérych na-
stepuje akumulacja ptytki nazebnej. Nastepnie podczas
badania dotacza sie do niej elektrode referencyjna i po
przeptukaniu jamy ustnej okreslonym preparatem mie-
rzy pH. Kalibracje uktadu wykonuje sie przy pomocy
standardowych roztworéw referencyjnych (13).

Modyfikacjg zastosowania mikroelektrod jest tech-
nika mikrosensorowa (2). Akumulacja ptytki nazebnej
zachodzi w tym wypadku w jamie ustnej pacjenta, ale
powstaty biofilm badany jest in vitro. Elektroda, ktérg
wykonywany jest pomiar, sterowana jest w strukturze
biofilmu przy pomocy specjalnego joysticka pod kon-
trolg stereomikroskopu. Czujnik elektrody przemiesz-
czany jest w biofilmie od dna, czyli od miejsca adhezji z
powierzchnig zgba na zewnatrz i wéwczas dokonywane
sg pomiary. W ten sposob mozliwe jest uzyskanie pro-
filu ptytki nazebnej. Metoda ta umozliwia poréwnanie
kwasogennosci biofilmu w zaleznosci od $rodowiska,
w ktorym powstat i potencjatu préchnicotworczego ptyt-
ki, w okres$lonym jej miejscu, w obecnosci okre$lonego
substratu. Ma to $cisty zwigzek z miejscami, w ktérych
nastepuje demineralizacja twardych tkanek zeba, w na-
turalnych zagtebieniach, w ktérych akumuluje sie ptytka
nazebna.

Badania wptywu réznych produktéw spozywczych
czy preparatéw farmakologicznych na zmiany pH bio-
filmu bakteryjnego dostarczajg istotnych informacji do-
tyczacych etiopatogenezy préchnicy. Wyniki badan po-
zwalaja na poszerzenie naszej wiedzy nie tylko na temat
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metod zapobiegania tej chorobie, ale takze uszkodze-
niom twardych tkanek zebdw niepréchnicowego pocho-
dzenia.

Badanie metabolizmu ptytki nazebnej jako cato-
$ci pozwala spojrze¢ na problem fermentaciji cukrow,
ktére nie sa metabolizowane przez Streptococcus
mutans i przez to uznawane za niepréchnicogenne.
Po wyizolowaniu poszczegdélnych rodzajow bakterii z
ptytki nazebnej zbadano ich zdolnos$ci do fermentaciji
izomeréw sacharozy, ktére sg powszechnie uzywane
jako substytuty cukru (1). Okazato sie, ze bakterie z
rodzaju Actinomyces, ktére dominujg w ptytce nazeb-
nej, sa w stanie metabolizowaé izomery sacharozy, co
moze wskazywaé na potencjalng prochnicogennosé
tych produktéw. W innych badaniach stwierdzono
jednak, ze drobnoustrojom z rodzaju Actinomyces
przeszkadza w funkcjonowaniu kwasne srodowisko
powstajace w konsekwencji wytwarzania kwaséw, nie
wyizolowano ich bowiem w obecnosci pH ponizej 5,5
(14). Substancjag stosowang jako substytut cukru bywa
takze lactosylfructoside (laktofruktoza) ([O-beta-D-
Gal-(1-4)-O-alpha-D-Glc-(1-2)-beta-D-Fru]). Badania
wykazaty, ze jest to zwigzek chemiczny niemetaboli-
zowany przez bakterie prochnicogenne, np. Strepto-
coccus mutans i Streptococcus sobrinus, stad moze
by¢ bezpiecznie stosowany w profilaktyce préchnicy.
Jednak obecnie udowodniono, mierzac pH ptytki na-
zebnej bezposrednio w jamie ustnej, Zze inne bakterie
wchodzace w sktad ptytki nazebnej, takie jak Strepto-
coccus sangius, Streptococcus mitis i Streptococcus
oralis moga powodowac¢ fermentacje tego zwiazku
chemicznego, obnizajgc pH ponizej 5,0 (13). Inna
jeszcze metoda stosowang do okreslania zdolnosci
bakterii do wytwarzania kwasow jest zastosowanie
pH-stat system (Radiometer, Copenhagen, Denmark).
Metoda ta pozwala na pomiar iloéci wytworzonych
kwaséw przy okreslonych wartos$ciach pH $rodowiska
(15). Okreslona wartos¢ pH $rodowiska utrzymywa-
na jest poprzez buforowanie wytwarzanych jonéw H*
okre$long iloscig NaOH. W przypadku badan na Strep-
tococcus mitis byty to wartosci pH 6,0; 5,5 oraz 5,0.
Zdolno$¢ do wytwarzania kwaséw przez drobnoustro-
je, przy danej wartosci pH $rodowiska, mierzono przez
pomiar szybkos$ci wytworzonych jonéw H*.

W dobie powszechnego zastosowania preparatéw
zawierajgcych fluor badanie metabolizmu ptytki nazeb-
nej moze umozliwi¢ odnalezienie miejsc, do ktérych
penetracja fluoru jest najmniejsza, i ktore przez to sg
najbardziej narazone na préchnice. Wykorzystujac
technike mikrosensorowa, udato sie opisa¢ mecha-
nizm demineralizacji bruzdy w poszczegdlnych jej cze-
$ciach (16). Okazato sie, ze w powierzchownych war-
stwach bruzdy, gdzie stezenie fluoru jest najwieksze,
demineralizacja nastepowata wolniej, przybierajac na
intensywnosci w gtebszych warstwach, gdzie steze-
nie fluoru zmniejszato sie. Tltumaczy to zjawisko tzw.
préchnicy ukrytej.

Wadg wszystkich opisanych wyzej metod jest ko-
nieczno$¢ zastosowania specjalistycznego sprzetu.

Zmniejsza to powszechno$¢ badania metabolizmu
ptytki nazebnej ze wzgledu na koszt. Ostatnio opisa-
ng metoda, ktéra eliminuje to ograniczenie, jest za-
stosowanie specjalnych paskéw ,Strip metod”. Paski
wskazujg pH w réznych zakresach — od 2,0 do 9,0.
Wprowadza sie je do powierzchni stycznych na 10 s, a
nastepnie odczytuje wynik. W zaleznosci od pH pasek
zabarwia sie na okreslony kolor. Na paskach mozna
odczytaé pomiary réznigce sie od 0,2 do 0,5 jednostki
pH. W przeprowadzonych badaniach poréwnujacych
metode Microtouch z metodg Strip stwierdzono, ze
krzywe pH ptytki nazebnej po obcigzeniu sacharozg sg
niemal identyczne (17). Jest to jednak metoda stosun-
kowo nowa i wymaga dalszych badan w celu potwier-
dzenia jej skutecznosci.

W ostatnich latach przedmiotem zainteresowania
wielu naukowcéw zajmujacych sie tg dziedzing stomato-
logii staty sie miedzy innymi badania oceniajgce wptyw
niektorych produktow zywnosciowych na metabolizm i
spadek pH ptytki nazebnej. Poszukuje sie skutecznego
preparatu, ktory zwalniatby szybko$¢, z jaka opada pH
plytki oraz minimalizowatby czas, w ktérym warto$¢ pH
ptytki jest nizsza od pH krytycznego szkliwa, czyli poni-
zej 5,5. Opracowywane sa rowniez zwigzki chemiczne,
ktére beda w stanie utrzymaé réwnowage pomiedzy
procesami de- i remineralizacji zachodzacymi w jamie
ustne;j.

Szczegdblng warto$¢ w ocenie metabolizmu plytki na-
zebnej moga mie¢ badania nad okre$laniem kariogen-
nosci produktéw zawierajgcych skrobie. Nie ma jedno-
znacznej opinii co do wptywu skrobi na wystepowanie
préchnicy, duze znaczenie jednak ma sposéb przetwa-
rzania jej w procesie technologicznym (18). Dlatego
konieczne jest badanie konkretnych produktéw zywno-
Sciowych szczegolnie, jezeli stanowig one gtowne zré-
dto weglowodandéw w danej populacii (9).

Zwigzkami chemicznymi majgcymi wptyw na ptyt-
ke nazebng sg niewatpliwie zwigzki fluoru, ale i inne
$rodki, takie jak chlorheksydyna, ptukanki oparte na
olejkach eterycznych, triclosan, SLS. Prowadzone sg
badania przez wiele o$rodkéw naukowych sprawdza-
jace, czy faczenie wyzej wymienionych zwigzkéw w
roztworach do ptukania, np. chlorheksydyny z fluorem
(8) czy fluoru z triclosanem i cynkiem (11) moze dodat-
kowo wptywaé na metabolizm ptytki nazebnej. Bada
sie rébwniez wptyw bezcukrowej gumy do Zucia zawie-
rajacej mocznik na kwasotwdrczo$¢ i zasadotwdrczosc
ptytki nazebnej (3). Niezwykle istotna jest konieczno$c
zbadania skutecznos$ci danego zwigzku chemicznego
w warunkach jamy ustnej. Czesto zdarza si¢ bowiem,
ze wyniki badan skutecznosci réznych substancji sa
pozytywne w warunkach in vitro podczas hodowli bak-
terii w laboratorium, ale nie pokrywajg sie z wynikami
badan przeprowadzonych w warunkach in vivo (11).
Pojawiajgce sie nowe metody i techniki badawcze w
coraz wiekszym stopniu pozwalajg zblizy¢é warunki ba-
dania do naturalnych, wystepujacych w jamie ustnej na
powierzchni zeba, co pozwala na uzyskiwanie coraz
bardziej wiarygodnych wynikéw badan. O

(j Nowa STtomaTOLOGIA u/zon)

177 )




Marcin Aleksifski, [zabela Struzycka

Pismiennictwo

1. Matsuyama J, Sato T, Hoshino E et al.: Fermentation of Five Su-
crose Isomers by Human Dental Plaque Bacteria. Caries Res 2003; 37:
410-415. 2. Zaura E, Ten Cate JM: Dental Plaque as a Biofilm: A Pilot
Study of the Effects of Nutrients on Plaque pH and Dentin Deminerali-
zation. Caries Res 2004; 38 (suppl. 1): 9-15. 3. Smith CA, Higham SM,
Smith PW, Verran J: The Effect of Chewing Urea-Containing Gum on
Plaque Acidogenic and Alkaligenic and Alkaligenic Parameters. Caries
Res 2004; 38: 124-129. 4. Exterkate RAM, Damen JJM, Ten Cate JM:
A Single-section Model for Enamel De- and Remineralization Studies. 1.
The Effects of Different Ca/P Ratios in Remineralization Solutions. J Dent
Res 1993; 72: 1599-1603. 5. Jarvinen H, Tenovuo J, Huovinen P: In Vitro
Susceptibility of Streptococcus mutans to Chlorhexidine and Six Other
Antimicrobial Agents. Antimicrobial Agents and Chemotherapy 1993; 37:
1158-1159. 6. Lingstrém P, Imfeld T, Birkhed D: Comparison of Three
Different Methods for Measurement of Plaque-pH in Humans after Con-
sumption of Soft Bread and Potato Chips. J Dent Res 1993; 72: 865-870.
7. Vogel GL, Zhang Z, Chow LC, Schumacher GE: Changes in lactate
and other ions in plaque and saliva after a fluoride rinse and Subsequent
Sucrose Administration. Caries Res 2002; 36: 44-52. 8. Zhang JZ, Har-
per DS, Vogel GL, Schumacher G: Effect of an Essential Oil Mouthrinse,
with and without Fluoride, on Plaque Metabolic Acid Production and pH
aftera Sucrose Challenge. Caries Res 2004; 38: 537-541. 9. Rebelo Vieira

nadestano: 10.10.2011
zaakceptowano do druku: 07.11.2011

JM, Rebelo MAB, Cury JA: Evaluation of the cariogenic potential of cas-
sava flours from the Amazonian Region. Caries Res 2002; 36: 417-422.
10. Dawes C, Dibdin GH: Salivary concentrations of urea released from
a chewing gum containing urea and how these affect the urea content
of gel-stabilized plaques and their pH after exposure to sucrose. Caries
Res 2001; 35: 344-353. 11. Giertsen E: Effects of Mouthrinses with Tric-
losan, Zinc lons, Copolymer, and Sodium Lauryl Sulphate Combined with
Fluoride on Acid Formation by Dental Plaque in vivo. Caries Res 2004;
38: 430-435. 12. Aranibar Quiroz EM, Lingstrom P, Birkhed D: Influence
of short-term sucrose exposure on plaque acidogenicity and cariogenic
microflora in individuals with different levels of Mutans Streptococci. Car-
ies Res 2003; 37: 51-57. 13. Hata S, Mayanagi H: Cariogenic potential
of lactosylfractoside as determined by acidogenicity of oral Streptococci
in vitro and human dental plaque in situ. Caries Res 2001; 35: 338-343.
14. Svensater G, Borgstrom M, Bowden GHW, Edwardsson S: The
Acid-Tolerant Microbiota Associated with Plaque from Initial Caries and
Healthy Tooth Surfaces. Caries Res 2003; 37: 395-403. 15. de Soet JJ,
Nyvad B, Kilian M: Strain-related acid production by oral streptococci.
Caries Res 2000; 34: 486-490. 16. Zaura E, Buijs MJ, Ten Cate JM: The
effects of the solubility of artificial fissures on plague pH. J Den Res 2002;
81: 567-571. 17. Carlén A, Hassan H, Lingstrdm P: The ‘Strip Method'”:
A Simple Method for Plaque pH Assessment. Caries Res 2010; 44: 341-
344.18. Lingstrom P, van Houte J, Kashket S: Food Starches and Dental
Caries. CROBM 2000; 11: 366-380.

Adres do korespondencji:

*Marcin Aleksinski

Zaktad Stomatologii Zachowawczej IS WUM
ul. Miodowa 18, 00-246 Warszawa

tel.: (22) 502 20 32

e-mail: marcin_aleksinski@wp.pl

(178

("OWA StomaTOLOGIA 4/2011 D




