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Streptococcus mutans kolonizacéja
kiilénb62z6 fluoridot tartalmazo profilaktikus szerek alkalmazasa utan
titan felszinen — in vitro vizsgalatok
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A savas pH és a magas fluorid(F)-koncentracio karositja a titan fellletek (Ti) korréziérezisztenciajat. A fogszuvasodas
megel6zésének céljabdl alkalmazott kiilénbdz48 fluorid-tartalmu termékek (szajoblit6k, gélek) gyakran magas (F°) kon-
centraciéval rendelkeznek, mely altalaban alacsony pH-val tarsul. Jelen vizsgalatunk célja annak megallapitasa, hogy
a kilénb6z6 formaban alkalmazott prevencids szereknek milyen hatasai lesznek Streptococcus mutans baktériumse;j-
tek megtapadéasara és a kolonizacio kialakuldsara kilénbdzd id6tartam alatt. Streptococcus mutans (S. mutans) szusz-
penzidval fedtik a kilénb6zé fluoridot tartalmazé oldatokkal kezelt titan felszineket 5, 10, illetve 21 napig. Vizsgalatokat
végeztlink a bakteridlis fehérje mennyiségének meghatarozasara, valamint a titan fellleteket pasztazé elektronmikro-
szkdépos (SEM) eljarassal tanulmanyoztuk. Vizsgalataink alapjan a 21 napos inkubaciot kévetéen szignifikans eltérések
voltak kimutathatdk a szajéblitével, valamint géllel kezelt korongok és a NaF-dal kezelt, illetve kontroll prébatestek kdzott
(p < 0,01 és p < 0,05). Ugyanakkor a SEM felvételek alapjan a géllel kezelt korongokon korrdzid jeleit 1attuk. Eredménye-
ink alapjan elmondhatjuk, hogy a sz3jéblit6 hasznalatakor mutathato ki a legkevesebb baktérium a felszinen.
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Bevezetés

A titant és 6tvozeteit biokompatibilitasuk, mechanikai
tulajdonsagaik, valamint kivalé korrézidrezisztenciajuk
miatt el6szeretettel alkalmazzak az orvostudomany
szamos terlletén [12]. A fogaszatban elsGsorban den-
talis implantatumként hasznaljuk, anyagaként a ,keres-
kedelmileg tiszta” (4-es tisztasagu, commercially pure:
CP Ti) titant hasznaljak [10,13]. Feluletén egy oldha-
tatlan TiO, réteg jon létre, ennek kdszénhet6 kedve-
z6 korrézidrezisztens tulajdonsaga. Ez az oxidréteg
nanoszekundumok alatt képes kialakulni levegé jelenlé-
tében és vastagsaga a 25 nm-t is képes elérni. Er6sen
koétédik a réteg a titan feluletéhez és az oxidativ folya-
matok képesek vastagabba tenni, valamint kondenzal-
ni a fellleti TiO, réteget, mely véd a korrézidval szem-
ben [8]. A reduktiv agensek, mint a fluorid (F’) is, azonban
ellenkezé hatast okoznak a felszinen: karositjak ezt az
oxid védoréteget. Strietzel és mtsai [20] bebizonyitottak,
hogy F" jelenlétében Ti ionkibocsatas ndvekedett, mely
hatas még kifejezettebb volt savas pH-ju kézegben. Sa-
vas pH és F egydittes jelenléte csokkenti a Ti korr6zio-
val szembeni ellendllasat [21]. Ezek a kdrllmények pont-
korroziét okoznak a fellileten [16, 17].
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Pacienseink gyakran alkalmaznak kiilénféle F- tartal-
mu szajhigiénés termékeket, ugymint fogkrémeket, szaj-
6blité oldatokat, esetleg prevencios gélt. A Kéndnen és
mtsai [7] altal végzett pasztazé elektronmikroszkdpos
vizsgalatok is alatamasztottak, hogy a helyileg alkalma-
zott F~ tartalmu anyagok képesek stressz korroziot Iét-
rehozni a CP Ti felliletén.

Nagyon fontos, hogy az implantatumok nyaki (transz-
mukozalis, transzgingivalis) részét megfeleléen poliroz-
zak, ezaltal a plakk akkumulacidja cs6kkenthet§ [2, 22].
Ez a rész érintkezik a szajuregi miliével, igy a F" tartal-
mu anyagok kapcsolatba kerllhetnek ezzel a felllettel is.

Nakagawa és mtsainak [11] tanulmanya kimutatta,
hogy a magas F- koncentracio alacsony pH jelenlété-
ben a CP Ti korroziojat okozza. A TiO, réteg fokozato-
san karosodik savas kérnyezetben, mely a Ti és a HF
oldatbdl szarmazo protonok kéz6tt lezajlo reakcid ered-
ménye, még alacsony NaF koncentracio esetén is [1].
Irodalmi adatok alapjan 0,1% koncentracio feletti NaF
oldatok képesek a stabil TiO, védd funkcidjat csokken-
teni [6]. A kariesz profilaxis céljabol alkalmazott szaj-
oblit6é oldatok és gélek pH értéke altalaban 3,5 és 7,0
k6z6tt van, mig F~ koncentracidjuk 1000 és 12500 ppm
kozott talalhato [11].
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A korrozion kivil a F képes mddositani a Ti fellletek
szabad felUleti energiajat (surface free energy, SFE), ami-
nek kdvetkeztében a Ti felllet magasabb energiaallapot-
ba fog kertlni. Ezért e mddositott felllet taszitani fogja
a szintén magas SFE-vel rendelkez$ sejteket, baktériu-
mokat [14]. Tovabba ismert tény, hogy a F~ gatolja egyes
baktériumok enolaz enzimjének a mikoédését, ennek
kévetkeztében a baktériumok anyagcseréje romlik és
a baktériumsejtek elpusztulnak [3,5]. Emellett a nem
kell6képpen polirozott vagy érdes felliletek fokozzak
a plakk-akkumulaciét az implantatum nyaki részén, ez-
altal gingivitisz, peri-implantitisz alakul ki, és ez az im-
plantatum elvesztését fogja okozni. A fentebb emlitett
polirozas hianyaban a maximalis bakterialis kolonizacio
24 ¢ra alatt lezajlik a tiszta Ti fellletén, és a bakterialis
koncentracio 14 napon keresztil allandé marad [15].

Az el6z6ekben emlitett tanulmanyok igazoljak, hogy
a kilénboz6 fellleti hatasok befolyasoljak a Ti felszint,
ezért ezek 6sszesitett hatasat vizsgaltuk baktériumokra.

A Streptococcus mutans egy fakultativ anaerob, gram
pozitiv, gdémb alaku baktérium, amely megtalalhato a szaj-
Uregben és a kariesz kialakulasaban szerepet jatszo
baktériumok egyik f6 képvisel6je [4, 9]. Emellett a bak-
terialis plakk kialakulasanak kezdetén is a Streptoco-
ccus fajok (Streptococcus sanguinis €s S. mutans) az
elsédleges kolonizaldk.

Kutatécsoportunk kordbban mar beszamolt arrdl,
hogy a fluorid tartalmu gél, szaj6blit6, valamint a NaF
oldat milyen hatassal van a Ti felszinén szaporodo
Streptococcus mutansra [19]. Az akkori vizsgalt inku-
béacios periddus 5 napot dlelt fel, amely soran szignifi-
kans kllénbséget az egyes kezelési modszerek kdzott
nem lehetett kimutatni.

Jelen vizsgalatunk célkitlizése volt, hogy hosszabb
inkubacids periodust kdvetben vizsgaljuk meg a kildn-
féle profilaktikus szerek hatasat a Ti felszinén szaporo-
do Streptococcus mutans baktériumra.

Anyag és modszer

Vizsgalataink soran mechanikusan polirozott 9 mm at-
mérdjl, 2 mm vastag 4-es tisztasagi fokozatu (CP gra-
de 4) Ti prébatesteket hasznaltunk (Protetim; Hé6dme-
z@vasarhely, Magyarorszag). A titinkorongok polirozott
fellleti érdessége a szajba lltetett implantatumok nyaki
fellileti érdességének felelt meg, vagyis értéke nem ha-
ladta meg a 0,2 ym-t [2]. A korongokat ultrahangos be-
rendezés segitségével, 15-15 percig acetonnal, etanol-
lal, végul desztillalt vizzel tisztitottuk. A probatesteket
a szaritast kdvetden kilénféle fluorid tartalmu, profilaktikus
szerekkel kezeltiik. Ennek alapjan elkilonitettiink egy ke-
zeletlen felllet(i kontrollcsoportot, egy szajoblitével, egy
géllel, valamint egy altalunk készitett NaF oldattal ke-
zelt csoportot. A szajoblitében szerves amin-fluorid (C. =
250 ppm; pH = 4,4) (olaflur: bisz-(hidroxietil)-aminopropil-
N-(hidroxietil)-oktadecilamin dihidrofluorid; EImex; GABA
International AG, Bazel; Svajc) volt jelen a natrium-fluo-
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rid mellett. Az altalunk készitett 1%-os (C. = 3800 ppm)
NaF oldat pH-jat 4,5-re allitottuk be. A gél (ElImex; GABA
GmbH, Hamburg, Németorszag) kétféle organikus fluori-
dot: olaflurt és dectaflurt (hexadecilamin hidrofluorid; C =
2500 ppm; [0,25%]), valamint 10000 ppm NaF-ot is tartal-
maz, tehat koncentracioja 6sszesen 12500 ppm (1,25%),
pH értéke 4,8 volt. A titan probatesteket csak steril Ti csi-
pesz segitségével mozgattuk, hogy elkerdljik a fellletik
mas fémmel térténd szennyezését, tovabba a polirozott
felszinnel torténd érintkezést is kikliszoboltik [18]. Mind-
egyik korong csak egy kisérlet soran kertlt felhasznalas-
ra. Az egyes kisérletek soran 48 Ti korong keriilt felhasz-
nalasra, melyb&l 36 korongot a mar emlitett F- tartalmu
anyagok egyikével kezeltlink, mig 12 kontrollkorongot k-
[6nbdzettiink meg, ezeket hasonldan tisztitottuk, de fellile-
tlket nem kezeltiik. Egy oraig hagytuk a fellleten a fluorid
tartalmu anyagot, majd a Ti korongokat ultratiszta vizzel
megtisztitottuk és szaritottuk. Az alkalmazott kezelési id6
a szajoblit6 esetén 4 honapnyi, a gél esetében 7,5 ho-
napnyi rendszeres hasznalatnak felelt meg a gyarto uta-
sitasai alapjan. Az oldatokat minden esetben atsz(irtiik
Millipore filteren, egy 0,22 um-es sz(ir§ segitségével.
A korongokat a kilénb6z6 csoportoknak megfeleléen
sterilen tarté féliaba csomagoltuk. Ezutan az ésszeset
egy idében hélég-sterilizalasnak vetettlk ala (160 °C,
45 perc), hogy a felliletén Iévé baktériumokat eliminal-
juk. A baktériuminkubaciot a sterilizalastol szamitott
14 napon bellll végeztiik el [19]. A korongokat az inkuba-
cios id6 szerint tovabbi csoportokra osztottuk. Az egyes
inkubacios periddusok 5, 10, valamint 21 napig tartottak.

Mikrobioldgiai feldolgozds

S. mutans ATCC 25175 kontroll térzs tenyészetét 5%
CO,-t tartalmazo légkorben 24 oran keresztll 37 °C-on
inkubaltuk, majd 0,5 McFarland stir(iségd (10° CFU/ml)
szuszpenziét készitettiink BHI (Brain-Heart Infusion) pH
7,2 levesben. 2 ml szuszpenziét helyeztiink a kilénbdz6
csoportokra, majd 5, 10, illetve 21 nap mulva a korongokat
eltavolitottuk az 5% CO,-t tartalmaz6 médiumbal. A tap-
oldatok az inkubacié soran nem kerlltek kicserélésre.

Bakterialis fehérjevizsgalat

Az S. mutans baktérium fehérjemennyiségét a mikro
BCA protein assay kit (Pierce, Rockford, IL, USA) segit-
ségével hataroztuk meg. A mintatestek polirozott felszi-
nén megtapadt baktériumokat 20 mM Tris-HCI, pH 7,5,
150 mM NaCl, 1 mM Na,EDTA, 1 mM EGTA, 1% Triton
X-100, 2,5 mM natrium-pirofoszfat, 1 mM B-glicerin-
foszfat, 1 mM Na,VO, és 1 pg/ml leupeptin oldattal
mostuk le. A mikro BCA protein assay kit harom rea-
gensbdl all, melyeknek megfelel6 aranyban torténd ele-
gyitésével egy olyan oldatot kapunk, mellyel az adott
mintat vizsgalva, spektrofotometrias moédszerrel meg-
hatarozhato a bakterialis fehérje mennyisége.

Pasztdzo elektronmikroszkopos (SEM) vizsgalat
A képi megjelenités érdekében az 5 napos bakteridlis
inkubaciot kévetéen SEM felvételt készitettiink. A ko-
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rongokat el6készitettiik a vizsgalatra: viztelenitettik és
fixaltuk a mintak fellletén a baktériumokat. Az igy ka-
pott felszint kritikuspont-szaritast és aranyozast kéve-
téen pasztazé elektronmikroszkdppal (SEM; Hitachi
S2400, Japan) tanulmanyoztuk.

Statisztikai vizsgalat

Statisztikai vizsgalatainkat Statistica (StatSoft Inc.;
Tulsa; USA) program segitségével, Fisher LSD teszttel
végeztik. Szignifikanciaszint beallitott értéke p < 0,05
volt.

Eredmények

Az 1. abran lathatd a legrévidebb ideig tarté S. mutans
inkubacié utan mért bakterialis fehérjemennyiség.

Ez alapjan elmondhatd, hogy, mint azt az el6z6 vizs-
galatainkban is lattuk, 5 nap alatt nem volt szignifikans
eltérés a klldnféle moédokon kezelt titankorongok felszi-
nein mért fehérjekoncentracioban. A szajoblitével ke-
zelt korongokon volt a legkisebb az érték, de itt sem
volt szignifikans az eltérés. A kilonféle kezelések hata-
sara eltéré mértéki volt a biofilm kialakuldsa. Az 2. ab-
ran a szajoblitével kezelt korongok felszinérél készult
SEM képet lathatjuk.

Az 3. dbran a géllel kezelt prébatestek felszinén kor-
roziv terlleteket, lyukkordziét, valamint baktériumokat
figyelhetiink meg, melyek még nem alkottak 6sszeflig-
g6 biofilmet.

Ezzel ellentétben a NaF-dal kezelt korongokon 6sz-
szefliggd bakteridlis biofilmet és érdes felszint latha-
tunk (4. dbra).

Szignifikans eltérést nem tapasztaltunk a 10 napos
inkubalasi periddust kdvetéen sem (5. abra). Itt is a szaj-
6blit6 oldattal kezelt korongokon volt kimutathaté a leg-
kevesebb bakterialis protein, ez azonban nem mutat
szignifikansan eltérd eredményt. A legtdbb baktérium-
fehérjét a géllel kezelt korongokon figyeltiik meg.

A leghosszabb, 21 napos inkubacios idét kévetéen
mért értékeinket a 6. abra mutatja.

Kapott eredményeink alapjan szignifikans kilénbség
volt az egyes csoportok kdzott. A szajoblitével (57,61 ug/ml
+ 9,58) (p = 0,0000007), illetve a géllel (59,99 pg/ml +

3. abra: Géllel kezelt prébatestek felszine
(SEM-mikorszképos felvétel),
melyen korrézid jeleit lehet megfigyelni

2. abra: Szajoblitével kezelt korongok
SEM-mikroszképos felvétele

8,10 pg/ml) (p = 0,000045) kezelt korongokon mért ér-
tékek kevesebbet mutattak a NaF oldattal (83,42 pg/ml
+ 15,34 yg/ml; p < 0,01), valamint a kezeletlen felilet(
kontroll (81,54 pg/ml + 18,57 pyg/ml; p < 0,05) csoporto-
kon mért értékekhez képest.

Ha a kiilbnb6z8 kezelési modszereknél az inkubaci-
0s id6 fliggvényében tanulmanyozzuk az eredménye-
ket, a kdvetkezdket allapithatjuk meg:

Az 5 napos periodushoz képest 10 nap elteltével
csOkkenést figyeltiink meg, 21 nap elteltével viszont n6-
vekedést tudtunk kimutatni a kontrollcsoportok kdzoétt,
ennek mértéke azonban nem volt szignifikans. A szaj-
6blitével, valamint a géllel kezelt korongok esetében az
5 és 10 naphoz képest a 21 napon szignifikdnsan keve-
sebb baktériumot tudtunk kimutatni (szajoblité esetén:
p = 0,01; gél esetén: p = 0,012). Ezekben a csoportok-
ban mar az 5 és 10 nap 6sszehasonlitasakor is csok-
kenés volt tapasztalhatd, mely nem volt szignifikans.
A NaF oldattal kezelt korongok esetében 21 nap eltel-
tével az 5 és 10 napos inkubacios periédushoz képest
szignifikdnsan magasabb bakteridlis fehérjekoncentra-
ciot tudtunk kimutatni (p = 0,01). A 10 napos inkubaci-
0s periddust az 5 napossal 6sszehasonlitva csdkkenést
tapasztaltunk, mely nem volt szignifikans. Az 5 valamint
a 10 napos inkubaciék 6sszehasonlitasat a 21 napos
eredményekkel a 7. és 8. abran szemléltetjuk.
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Bakterialis fehérje koncentracié (ug/ml)

T T T f
5 nap Kontroll 5 nap Szajoblitd 5nap Gél 5nap NaF

1. abra: 5 napos inkubacids periédust kdvetd
bakterialis fehérjekoncentracio

4. dbra: NaF-dal kezelt korongok
SEM-mikroszkdpos felvétele,
melyen lyukkorézio jelei lathatok
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5. abra: 10 napos inkubacids peridédust kdvetd
bakteridlis fehérjekoncentraciok

6. dbra: 21 napos inkubéciés periédust kdvetd
bakterialis fehérjekoncentraciok mért értékei

Megbeszélés

A kariesz profilaktikus anyagok baktériumok szaporo-
dasara gyakorolt hosszabb tavu (21 nap) hatasat Ti
felszineken in vitro vizsgaltuk. Eredményeink alapjan
levonhatjuk azt a kdvetkeztetést, hogy a profilaktikus
szer haszndlata hatassal van a Ti fellletek szerkeze-
tére, a baktériumok megtapadasara és szaporodasa-
ra. Hipotézislink, hogy az 6blit6 és a gél fluoridtartalma
er6sebb hatassal van a S. mutans baktériumok szapo-
rodasanak gatlasara, az enolaz enzim er6sebb gatla-
sa miatt. Az 6blitében és a gélben jelen 1év6 szerves
(amin) fluorid hatasanak tulajdonithaté ez az erétel-
jes baktériumszaporodast gatlo hatas, annak ellenére,
hogy a titan felszini érdességét ezek a szerek megné-
velték. A NaF oldat magasabb koncentracioban tartal-
maz fluoridot, de a szervetlen fluorid tartalma nem mu-
tatott elég er6s bakteriosztatikus hatast, ami érdemben
befolyasolta volna a felszinen megtapadd baktériumok
mennyiségét. Ehhez hozzajarult a fellleti struktura at-

7. abra: 5, valamint 21 nap elteltével mért
bakterialis fehérjekoncentraciok 6ésszehasonlité diagramja

8. dbra: 10, valamint 21 napos inkubacios periddust kdvetéen mért
bakterialis fehérjekoncentraciok 6ésszehasonlité diagramja

alakulasa is, ami szintén el6segithette a baktériumok
elszaporodasat.

Annak értékelése, hogy melyik a leghatékonyabb for-
maja a fluoridnak, nem volt vizsgalataink célkitiizése ko-
z6tt, de eredményeink alapjan elmondhato, hogy a fluo-
rid (olaflur) szajoblit6 formajaban hatékonyabb volt,
mint a NaF vizes oldata. Ett6l fliggetlendl fontos meg-
jegyezni, hogy a szerves fluoriddal kezelt korongok fe-
lileti érdessége is valtozott (Id. SEM képek), de a ma-
gasabb energia allapotu felllet baktériumtaszité hatast
fejtett ki [14]. Ezzel magyarazhatd, hogy géllel kezelt
korongokon is szignifikansabban kevesebb baktérium
volt kimutathaté a NaF oldattal t6rténé kezeléssel 6sz-
szehasonlitva, annak ellenére, hogy a fellileti SEM ké-
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pek korrozié jeleit mutattak. A 21 napos periédus alatt
a taptalajt nem cseréltlk, igy baktérium utanpétlast nem
kaptak a mintak.

Kutatécsoportunk tovabbi vizsgalatokat szeretne vé-
gezni a baktériumok utanpétlasanak megvizsgalasa-
val. Emellett més, a fogagy betegségért felelds baktéri-
umok szaporodasat is vizsgalnank a kezelt titan felszi-
neken.
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Barrak A, Ursan E, Turzo K, STAsER A

Comparison of effects of different fluoride containing prophylactics on the
growth of Streptococcus mutans on titanium surfaces — an in vitro study

The combined use of high fluoride (F°) concentration and acidic pH can weaken the corrosion resistance of titanium (Ti).
Caries prophylactic products contain high amounts of F-and are applied at a low pH. The aim of our study was to deter-
mine whether the different forms of applied flouride has different effects on the growth of Streptococcus mutans on dif-

Titanium with polished surface were treated with a gel (pH: 4,8) containing 1,25% olaflur, a rinse (pH: 4,4) containing
0,025% olaflur or a 1% aqueous solution of NaF at a pH of 4,5. Control discs were not treated. All discs were incubated
with S. mutans for 21 days. To assess the amount of S. mutans protein assay analysis was performed at 5, 10 and 21
days. Scanning electron microscopic (SEM) investigations were also executed.

By the 21st day significant differences could be observed in the bacterial protein quantity. The between group- com-
parisons showed that the rinse and gel were superior to NaF or control group (p < 0,01 and p < 0,05). Furthermore signs
of corrosion could be observed in the group of gel treated discs.

The results suggest that amine-fluoride content mouthwashes might be a suitable choice for prevention to the patients

Key words: titanium, scanning electron microscopy, dental implants, corrosion, Streptococcus mutans, flouride




