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Streszczenie

W ostatnich latach obserwuje si¢ istotny wzrost liczby badan nad erozjami zebéw. Skutki oddziatywania kwasow
na zmineralizowane tkanki zgbdéw oceniano rozmaitymi metodami. Niejednokrotnie na podstawie tych badan oce-
niano skutecznos¢ réznych zwigzkéw przeciwerozyjnych i formutowano kliniczne zalecenia dotyczace profilaktyki
erozji zebow. Celem artykutu jest krytyczny przeglad metod stuzgcych do jakoSciowej i ilosciowej oceny zmian ero-
zyjnych. Obok tradycyjnych, oméwiono takze nowe i rzadziej stosowane techniki. Szczeg6lny nacisk potozono na
ograniczenia i przydatnos¢ kazdej z nich w odniesieniu do stadium zmiany, rodzaju tkanki (szkliwo, zgbina), charak-
teru dostarczanych danych (jakosciowe, iloSciowe), wymogu preparatyki prébek, mozliwosci wielokrotnych pomiaréw,
a takze rodzaju eksperymentu (in vitro, in situ, in vivo). Zebrane w artykule informacje moga utatwi¢ zaplanowanie przy-
sztych doswiadczen nad erozjg zebdw oraz pozwoli¢ na uzyskanie wiarygodnych wynikow.

Stowa kluczowe: erozja zgbow, szkliwo, zebina, metody badania, pomiar.

Abstract

In recent years, an increasing number of research into dental erosion is observed. A variety of methodological ap-
proaches have been used to determine the effects of acids on dental mineralized tissues. Based on these studies, the
effectiveness of different antierosive agents are often evaluated and clinical recommendations for prevention are for-
mulated. The aim of the article is to critically review the methods that are used to quantitatively and qualitatively assess
erosive lesions. Along with traditional, several novel and less frequently used approaches are also discussed. Particular
emphasis was placed on limitations and applicability of each method with regard to stage of the lesion, type of the
tissue (enamel, dentin), type of the data to be obtained (quantitative, qualitative), specimen preparation requirements,
possibility for repeated measurements, character of the experiment (in vitro, in situ, in vivo). The information gathered
in this review could aid to design a research into dental erosion as well as to reach a reliable results.

Keywords: dental erosion, enamel, dentine, assessment methods, measurement.

Wstep

Erozja zebdw to proces chemicznego rozpusz-
czania ich zmineralizowanych tkanek przez kwasy
niebedace produktem metabolizmu bakterii ptyt-
ki nazebnej. Z jednej strony, obok atrycji i abrazji,
jest to naturalne zjawisko zuzywania sie zebow [1],
z drugiej strony erozja zaliczana jest do nieproch-
nicowych procesow destrukcyjnych [2]. Erozja pro-
wadzi do rozmiekczenia i zwiekszonej podatnosci
powierzchni zeba na dziatanie sit mechanicznych
w postaci abrazji lub atrycji, czego rezultatem
jest tzw. erozyjne starcie szkliwa (ang. erosive
tooth wear). Gtbwng przyczyng erozji sg kwasy
obecne w produktach spozywczych, szczegblnie
w kwasnych napojach. Stale wzrastajace ich spo-
zycie na przestrzeni ostatnich 25 lat spowodowato
istotny wzrost czestosci wystepowania i nasilenia
erozyjnej utraty tkanek zebéw [3].

Zaréwno prochnica, jak i erozja sg rezultatem
oddziatywania kwasow na tkanki zeba, jednak
mechanizm powstania i morfologia obu zmian
sie réznig. Charakterystyczng cechg poczatkowej
zmiany prochnicowej jest demineralizacja pod ok.
30-um warstwg wzglednie niezmienionego szkli-
wa. Erozja prowadzi poczgtkowo do deminerali-
zacji, a nastepnie stopniowej utraty tkanki zeba,
warstwa po warstwie. Przebieg erozji szkliwa i ze-
biny nie jest jednakowy z powodu roéznej zawar-
tosci substancji nieorganicznej w obu tkankach.
W tworzeniu sie zmiany erozyjnej mozna wyodreb-
ni¢ nastepujgce stadia (Rycina 1):

— stadium I: demineralizacja wierzchniej warstwy
tkanki prowadzaca do zmniejszenia twardosci
tkanki (rozmiekczenia) i zwiekszenia chropo-
watosci powierzchni, bez obnizenia poziomu
powierzchni;
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Rycina 1. Etapy tworzenia sie zmiany erozyjnej w szkliwie i zgbinie (pominigto stadium )
Figure 1. Stages of the formation of erosive lesion in enamel and dentine (stage Il omitted)

— stadium la: zmiany nieprzekraczajgce 1 ym
zewnetrznej warstwy (zmiany na poziomie
nanostrukturalnym);

— stadium Ib: zmiany obejmujgce od 1 do 5
um zewnetrznej warstwy bez jej utraty pro-
wadzace do zmniejszenia twardosci (roz-
migkczenie) i zwiekszenia chropowatosci
powierzchni; tkanka staje si¢ podatna na
dziatanie czynnikéw fizycznych (abrazja,
atrycja); w zebinie rozpuszczanie zacho-
dzi pierwotnie na granicy zebiny okoto-
i wewnatrzkanalikowej, czego konsekwen-
Cjg jest poszerzenie $wiatta kanalikéw;

— stadium IlI: mikroskopowa utrata poziomu
tkanki; w zebinie utrata substancji nieorganicz-
nej powoduje odstoniecie matrycy organicznej,
gtéwnie widkien kolagenowych;

— stadium llI: makroskopowo (klinicznie) wi-
doczny ubytek (objetosci) tkanki zeba.
Najbardziej obiektywng ocene ogniska erozyj-

nego umozliwiajg metody laboratoryjne. Najcze-

Sciej bada sie je w stadium | i Il. Ocena wzrokowa

(kliniczna), mozliwa tylko w przypadku zmian bar-

dziej zaawansowanych (stadium lll), jest w duzej

mierze subiektywna i mato precyzyjna, co ogra-
nicza jej zastosowanie w badaniach poréwnaw-
czych. Rozlegtos¢, gtebokos¢ i umiejscowienie
ubytkéw erozyjnych w stadium Il sg brane pod
uwage we wskaznikach epidemiologicznych erozji,
m.in.: Tooth Wear Index (TWI wg Smitha i Knighta),
wskaznikach Ecclesa, Lussiego, Larsena i wsp.
czy Basic Erosive Wear Examination (BEWE). Do-

ktadnos$¢ oceny mozna zwiekszy¢ dzieki zastoso-
waniu komputerowej analizy zdje¢ cyfrowych [4].

Cel

Celem niniejszego artykutu jest przeglad labora-
toryjnych technik badania zmian erozyjnych w sta-
diach | lub Il. Swiadomie pominieto szczegbtowy
opis zasady dziatania poszczegdlnych urzgdzen,
skupiajgc sie bezposrednio na aspektach metro-
logicznych, ograniczeniach i przydatnosci kazdej
Z metod.

Czesé ogolna
W wiekszosci technik pomiarowych lub obrazo-
wych wymagane lub zalecane jest wczesniejsze
przygotowanie prébek usunigtych zebow w celu
zwiekszenia doktadnosci i standaryzacji pomia-
row. Preparatyka zasadniczo nie odbiega od
wstepnych czynnosci stosowanych przy przygoto-
wywaniu zgtadéw do badan materiatograficznych,
mianowicie: wycinania, zatapiania (inkludowania)
w zywicy, szlifowania i polerowania. Powierzchnia
gotowej probki powinna by¢ ptaska i gtadka. Na-
lezy zauwazy¢, ze erozja takich prébek zachodzi
zwykle szybciej niz w rzeczywistosci, poniewaz
utracona wierzchnia warstwa zawiera na ogoét
mniej weglanow, a znacznie wiecej fluoru [5].
Podstawowg ilosciowg metodg badania | sta-
dium erozji jest pomiar mikrotwardosci powierzch-
ni (SMH, surface microhardness). W celu iloscio-
wego okreslenia stopnia porowatosci zmiany
stosowana byta réwniez metoda wsigkalnosci jod-
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Tabela 1. Poréwnanie metod badania zmian erozyjnych zgbow
Table 1. A Comparison of methods for assessment of dental erosion

” Mozliwos$¢ wielokrot-
Pomiary zmian Przydatnosc w za- Preparatyka nych pomiaréw/longitu- | Przydatno$¢
Metoda . Charakter pomiaru | leznosci od rodzaju ) . : .
w stadium tanki probek dinalnych (niedestruk- | w badaniach
cyjnos¢ pomiaru)
Pomiary mikrotwar- oo szkliwo *** in vitro
. Ib ilosciowy - wymagana tak oo
dosci zebina in situ
Pomiary nanotwar- oo szkliwo™** niewymagana in vitro
- la iloSciowy . tak o
dosci zebina (zalecana) in situ
Test wsigkalnosci oo szkliwo™ . tak (pq doktadrllyn.\ Wy -
. Ib iloSciowy . niewymagana | ptukaniu probki z jodku in vitro
jodku potasu zebina *
potasu)
lloSciowy profilometria
I, (pomiar utraty i -
powierzehn) . kontaktowa: tak .(metodg ,,spllt-plot ) in vitro
Profilometria jakosciowy/pbtilo- szkliwo - zalecana nie (pomiary zgbiny in situ
J o yip zebina* profilometria po uzyciu czynnikéw .
Sciowy . . metoda replik
la, Ib i laserowa: proteolitycznych)
(oceng geometr - zalecana
powierzchni)
Skaningowa .
mikroskopia niewymagana
. szkliwo™*/** (ESEM) . in vitro
elektronowa: o ek ek nie (SEM) o
- tradycyjna (SEM) la, Ib jakosciowy zebina™/ zalecana (SEM, tak (ESEM) in situ
. . SEM/ESEM analiza sktadu metoda replik
- Srodowiskowa ierwiastkowego)
(ESEM) p g
jakosciowy
Skaningowa lase- lloSciowy: in vitro
X ) stadium | - geometria szkliwo™* o
rowa mikroskopia Il ) ) . zalecana tak in situ
powierzchni zebina ;
konfokalna ! metoda replik
stadium Il — utrata
tkanki
Mikroskopia sit la, Ib ilociowy, jako- szkliwo *** niewvmagana tak in vitro
atomowych Il (rzadko) Sciowy zebina*** ymag in situ
. . ) Ib (czesciej) oo szkliwo™* tak (LMR) in vitro
Mikroradiografia I (rzadzie) ilo$ciowy 2gbina™ wymagana nie (TMR) in situ
tak (mozliwos¢ oceny ero-
. oo szkliwo™ Zji w czasie rzeczywistym oo
Metody chemiczne | ilosciowy Zetina”™ wymagana lub w krbtkich odstepach in vitro
czasu)

Asteryski okreslajg stopien przydatnosci: * niski, ** umiarkowany, ***wysoki; symbol x oznacza brak przydatnosci
(asteriscs denote applicability level: * low, ** medium, ***high; x denotes inapplicability)

ku potasu (IPT, iodide permeability test). Doktadng
ocene jakosciowg zmiany w | stadium mozna prze-
prowadzi¢ w mikroskopie sit atomowych (AFM,
atomic force microscopy) lub w skaningowym
mikroskopie elektronowym (SEM, scanning elec-
tron microscopy). W badaniach obrazowych sto-
pien demineralizacji okresla sie niekiedy na pod-
stawie odpowiednio zaprojektowanych skal. AFM
i SEM umozliwiajg obrazowanie najwczes$niejszych
oznak demineralizacji (stadium la), a pomiary na-
notwardos$ci — pierwsze zmiany witasciwosci me-
chanicznych. Techniki okreslane dalej jako analiza
chemiczna nie polegajg na bezposrednim badaniu
prébki zeba, lecz produktéw rozpuszczenia hydrok-
syapatytu [Ca,,(PO,),(OH),] w kwasnym roztworze,
tj. stezenia jonow Ca?, PO,* lub jonéw OH-.
Utrate tkanki zeba (stadium II/Ill) mierzy sie
najczesciej w stosunku do fragmentu powierzchni
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zastonietej przed dziataniem kwasnego roztworu.
Pomiaru dokonuje sie profilometrycznie lub w ska-
ningowym laserowym mikroskopie konfokalnym
(CLSM, confocal laser scanning microscopy).
Mikroradiografia jest czesto stosowana w ocenie
profilu mineralnego i utraty mineralnej poczatko-
wych zmian préchnicowych, w badaniu zmian ero-
zyjnych ma jednak ograniczone zastosowanie.
Poniewaz w postawaniu zmian erozyjnych
istotny wptyw majg rowniez czynniki biologiczne
(obecnos¢ sliny, btonki nabytej) oraz behawioralne
(sposo6b przyjmowania produktu erozyjnego), po-
zgdana bytaby precyzyjna metoda pomiaru zmian
erozyjnych w stadium I/ll bezposrednio w jamie
ustnej (in vivo). Przewaznie jednak pomiary prze-
prowadza sie w warunkach laboratoryjnych (in vi-
tro), gdyz doktadno$¢ pomiaru jest najwieksza dla
przygotowanych probek. Uwaza sig, ze bardziej

I



Tomasz Stefariski, Piotr Malara, Anna Kloc-Ptaszna, Lidia Postek-Stefariska

odpowiednie sg eksperymenty in situ, tzn. badania
przygotowanych probek zebodw, przeniesionych
nastepnie do jamy ustnej na okreslony czas, po
uptywie ktérego sg oceniane w laboratorium. Do
mocowania prébek w jamie ustnej stosuje sie naj-
czesciej szyny nazebne, indywidualne ptytki pod-
niebienne lub pierscienie ortodontyczne. Metody ex
vivo, tj. badanie zmian powstatych na naturalnych
zebach, usunigtych nastepnie w celu oceny labo-
ratoryjnej nie sg powszechnie stosowane z uwagi
na tatwos¢ uszkodzenia badanego obszaru w cza-
sie ekstrakcji zeba. Szczegblnym rodzajem badan
ex vivo jest metoda replik, polegajgca na ocenie
zmian erozyjnych utworzonych pierwotnie w jamie
ustnej (in vivo), ktore sg nastepnie odwzorowywa-
ne za pomocg masy wyciskowej i przenoszone do
laboratorium, gdzie sg oceniane (in vitro) na mo-
delach wzgledem powierzchni zeba, na ktorej byt
naklejony kwasoodporny znacznik referencyjny.

Czes¢ szczegodtowa

Pomiary mikrotwardosci

W badaniach zmian erozyjnych w stadium | sto-
suje sie pomiary mikrotwardosci powierzchni
(SMH, surface microhardness). Technika po-
miaréw mikrotwardosci przekroju poprzecznego
zmiany (CMSH, cross-sectional microhardness)
ma wieksze zastosowanie w ocenie poczgtko-
wych zmian préchnicowych, ktére cechujg sie
demineralizacjg podpowierzchniowg. Badanie
mikrotwardosci polega na pomiarze wielkosci od-
cisku wykonanego najczesciej z uzyciem diamen-
towego wgtebnika Vickersa lub Knoopa. Wgteb-
nik Vickersa penetruje na 1/7 dtugosci odcisku,
natomiast wgtebnik Knoopa na 1/30,5 szerokosci
odcisku. Zaletg wgtebnika Knoopa jest zatem
tworzenie dtuzszych odciskéw (zwiekszajgcych
precyzje odczytu) przy mniejszej penetracji [6].
Na przyktad, by uzyska¢ odcisk o dtugosci 35
um wierzchotek wgtebnika Vickersa musi dojsé
na gtebokos¢ ok. 5 pm, wgtebnik Knoopa za$ -
na tylko 1,15 pm [7]. Obcigzenie powinno by¢ tak
dobrane, by penetrator nie przebit sie i nie opart
o warstwe nierozmiekczong. Do badania zmian
erozyjnych najczesciej stosuje sie mniejsze ob-
cigzenia niz przy ocenie poczgtkowych zmian
prochnicowych, mieszczgce sie w zakresie od 25
g do 100 g (0,245 — 0,98 N). Warto pamietac, ze
na pomiar moze wptywaé¢ warstwa innego mate-
riatu na powierzchni proébki (pomiar nie odzwier-
ciedla wowczas twardoéci badanego materiatu)
[6]. Pomiaréw nie mozna wykonywa¢ w tym sa-
mym punkcie, lecz w bezpiecznej odlegtosci od
siebie. Btedy pomiarowe mogg powstac przy
mierzeniu bardzo matych odciskédw (pomiary ma-
teriatu o duzej twardosci w matym powiekszeniu),
a takze wgtebien w tkance o bardzo matej twar-
dosci (odciski majg zatarte granice i sg trudne do
zmierzenia). Zaleca sie wcze$niejsze przygoto-

wanie probek, gdyz wgtebienia na wygtadzonych
i wypolerowanych prébkach sg wyrazniejsze. Po-
nadto powierzchnia probki musi by¢ ustawiona
prostopadle do dtugiej osi penetratora. Skonstru-
owano wprawdzie urzadzenie do badania mikro-
twardosci szkliwa in vivo [8], ale jego doktadno$¢
i wiarygodnos$¢ nie zostaty zweryfikowane i sg
kwestionowane ze wzgledu na istnienie natural-
nych krzywizn powierzchni zebdw.

SMH ma ograniczone zastosowanie w badaniu
zmian erozyjnych zebiny. Pomiar twardos$ci utrud-
nia ggbczasta sie¢ wtdkien kolagenowych, ktora
pozostata na powierzchni po rozpuszczeniu czesci
nieorganicznej (sposoby jej usuniecia znajdujg sie
przy opisie metody profilometrii). Drugg trudno-
Scig jest naturalna sprezysto$¢ zebiny i jej skurcz
wynikajgcy z wysuszenia czesci organicznej [6].
Wymiary duzych odciskbw mogg sie zmniejszy¢
nawet o 30% w ciggu 24 godz. [9]. Konieczne sg
wigc pomiary z kontrolg wilgotnosci lub po uptywie
Scisle okreslonego czasu (doktadnos$¢ drugiego
sposobu nie jest sprawdzona). Nalezy zauwazy¢,
ze pomiary mikrotwardos$ci dajg mozliwosé oceny
jedynie odksztatcenia plastycznego, nie zas spre-
zystego.

Pomiary szkliwa wykonywane sg najczesciej
na prébkach suchych. Wymiary odcinkéw w szkli-
wie, zarbwno zdrowym, jak i zdemineralizowanym,
nie zmieniajg sie w czasie [9]. Metode wykonywa-
nia odciskdw wykorzystano rowniez w badaniach
nad abrazyjng utratg szkliwa [10, 11, 12], w kto-
rych utrate tkanki mierzono na podstawie wizual-
nej badz ilosciowej oceny szybkosci zmniejszania
sie wczesniej wykonanych wgtebien tej samej lub
roznej wielkosci. Nalezy zauwazy¢, ze metoda
powyzsza nie moze by¢ stosowana w badaniach
efektu erozyjno-abrazyjnego, poniewaz czynnik
erozyjny oddziatuje takze na odciski: pogtebia je
i znieksztatca kontury [7]. Badanie mikrotwardosci
nie nadaje sie do pomiaru erozyjnej utraty szkliwa
(zmian w stadium II/111).

Pomiary nanotwardosci

Pomiary nanotwardosci umozliwiajg badanie naj-
wczesniejszego stadium zmiany erozyjnej (la). Po-
miary dokonywane sg najczesciej w mikroskopie
sit atomowych z zastosowaniem wgtebnika Ber-
kowicza pod bardzo matymi obcigzeniami (0,25
UN — 50 mN) [13, 14], pozwalajgcymi na badanie
tylko wierzchniej warstwy materiatu na gteboko-
$ci mniejszej od 1 ym (zwykle rzedu 100-200 nm)
[15]. Przy pomiarach nanotwardoéci sita i prze-
mieszczenie wgtebnika sg rejestrowane w sposéb
ciggty. W ten sposéb mozna badaé¢ zaréwno od-
ksztatcenie plastyczne, jak i sprezyste (na pod-
stawie krzywej obcigzenie-przemieszczenie) wraz
z czasem relaksacji, modutem Younga, krzywg
petzania, a takze wytrzymato$¢ na kruche pekanie
[5, 6]. Posrednio mozna oszacowac¢ gesto$¢ mine-
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ralng szkliwa wyrazong jako zawarto$¢ pryzmatow
HAP w jednostce objetosci [16].

Ocena parametréw odksztatcenia sprezystego
jest istotna w badaniach zgbiny. Pomiary zwigzane
sg jednak z trudnosciami opisanymi juz przy po-
miarach mikrotwardosci, w szczeg6lnosci dotyczy
to pomiarow wysuszonych prébek, ktére nie od-
zwierciedlajg rzeczywistego stanu fizjologicznego
[17]. Utrata wody powoduje bowiem wysuszenie
widkien kolagenowych i utrate naturalnych wia-
Sciwosci lepkosprezystych tkanki [18]. Ponadto
konieczna jest kontrola miejsca pomiarowego. Ze-
bina nie jest materiatem homogennym: poszcze-
go6lne rodzaje zebiny roznig sie stopniem minera-
lizacji i wtasciwosciami biomechanicznymi (zebina
okotokanalikowa jest najsilniej zmineralizowana,
wewnatrzkanalikowa — najstabiej) [13, 19]. Zale-
cane jest wygtadzenie i polerowanie probek, jed-
nak ze wzgledu na bardzo maty wymiar kohcowki
wgtebnika (ok. 2 pm) nie jest to konieczne [7].

Profilometria
Profilometria jest jedng z najczesciej uzywanych
technik pomiaru zmian w stadium Il i Ill. Pomia-

ry profilometryczne mozna wykona¢ za pomocg
dwéch rodzajéw profilometrow: stykowych lub bez-
stykowych (laserowych). Mierzong wielkoscig jest
pionowa utrata tkanki wzgledem nieeksponowa-
nej powierzchni referencyjnej. W celu stworzenia
powierzchni odniesienia cze$¢ probki jest zwykle
zastaniana tadmag klejgcg lub pokrywana lakierem
kwasoodpornym. Podzielenie powierzchni prébki
na kilka pol, zaklejenie ich odrebnymi fragmen-
tami tasmy, a nastepnie odklejanie ich umozliwia
wielokrotne pomiary tej samej prébki po réznych
czasach ekspozycji (metoda split-plot) [20]. Inny
sposoOb polega na stworzeniu profilu wyjSciowe-
go i natozeniu go w programie komputerowym
na profil zmierzony po ekspozycji (konieczne jest
jednak bardzo doktadne pozycjonowanie prob-
ki) [7]. W metodzie replik znaczniki referencyjne
moga by¢ naklejane na zebach w jamie ustnej [21,
22]. Zalecana jest preparatyka proébek, poniewaz
naturalna krzywizna i nieréwnosci powierzchni
zaburzajg doktadny pomiar. Przygotowanie proé-
bek nie jest konieczne, jesli celem jest pomiar du-
zych odchylen profilu (> 50 ym) [23]. Profilometria
zmian erozyjnych | stadium (la, Ib) ma charakter
jakosciowy lub potilosciowy i jest rzadziej stoso-
wana. Oceniana jest w nich struktura geometrycz-
na powierzchni. Wykorzystywane sg w tym celu
parametry chropowatosci i falistosci, najczesciej
R, i R, (odpowiednio: $rednia arytmetyczna i geo-
metryczna odchylenia profilu nierébwnosci od linii
Sredniej). Trzeba jednak zwréci¢ uwage, ze pomiar
jedynie parametru R, nie daje wyczerpujgcej infor-
macji o geometrii powierzchni, gdyz dwie probki
o takich samych warto$ciach R, moga mie¢ iden-
tyczng $rednig warto$¢ odchytek, ale w odwrot-
nych kierunkach (zamiana dolin w szczyty profilu)

[24]. Ocena innych parametrow, w szczegdlnosci
parametréw nosnosci oraz krzywej nosnosci Ab-
botta-Firestone’a pozwala uzyskac wiecej informa-
cji o powierzchni prébki [25]. Sugeruje sig, ze na
podstawie dodatkowych parametrow mozna prze-
widzie¢ podatno$¢ powierzchni na erozje [24].

Pomiar profilometryczny demineralizacji zebi-
ny zaburza sie¢ witdkien kolagenowych. Zaleca
sie usuniecie jej za pomocg roztworu kolagenazy,
gdyz niespecyficzne czynniki proteolityczne mogg
nie usung¢ catkowicie warstwy witékien kolageno-
wych (pepsyna, trypsyna) albo dodatkowo rozpu-
Sci¢ cze$¢ warstwy zdemineralizowanej (NaClO)
[6, 26]. Rekomenduje sie uzycie profilometru sty-
kowego, gdyz jest mniej czuty na pozostatosci or-
ganiczne [27].

Profilometrami stykowymi mozna bada¢ zarow-
no duze, jak i niewielkie powierzchnie. Mapowanie
catej powierzchni duzej probki jest jednak czaso-
chtonne i rzadziej stosowane. Do matych prébek
(1 mm?2) stosuje sie gtowice pomiarowe o0 mniejsze;j
Srednicy. Doktadno$¢ pomiaru profilometrem sty-
kowym zalezy od:

1) wielkosci, rodzaju (metalowy, diamentowy)

i ksztattu ostrza gtowicy pomiarowej (stoso-

wano ostrza o $rednicy od 1,5 pm do 20 pm;

duza S$rednica uniemozliwia dotarcie ostrza do

wszystkich wgtebien profilu) [28];

szybkosci przesuwu (1-10 mm/min);

kierunku przesuwu (od powierzchni nizej poto-

zonej na wyzszg albo odwrotnie), w tym prosto-

padtosci przesuwu wzgledem linii granicznej
migedzy dwoma poziomami;

4) sity nacisku ostrza pomiarowego do proébki
(0,05-100 mg); duza sita nacisku prowadzi do
wdzierania sie ostrza w rozmigkczong tkanke,
w zwigzku z czym pomiary mogg by¢ zawyzo-
ne [6, 7];

5) stosowania $lizgacza;

6) warunkoéw otoczenia (wibracje, zaktécenia elek-
tryczne) [7].

Profilometry optyczne z wykorzystaniem
Swiatta laserowego majg wiekszg rozdzielczos¢
pomiarowg [28]. Wykorzystujac zasade inferfero-
metrii pozwalajg na stworzenie mapy przestrzen-
nej powierzchni, a tym samym — na pomiar nie
tylko pionowej utraty tkanki, ale rowniez pola lub
objetosci ubytku [29]. Dolna granica oznaczalno-
Sci roznicy wysokosci pozioméw powierzchni jest
szacowana na ok. 0,3-0,4 pm [7]. Duzg zaletg
jest bezkontaktowy pomiar podatnej na abrazje
tkanki. Stosunkowo czesto przy badaniu prébek
nieprzygotowanych lub zanieczyszczonych wyste-
pujg artefakty typu overshoot (pojedyncze strome
szczyty) spowodowane z reguty ostrymi uskokami
powierzchni [7].

Profilometria jest rowniez czesto wykorzy-
stywana w pomiarach replik zmian erozyjnych.
Oprécz zrodet bteddbw pomiarowych wymienio-
nych wyzej dotaczajg sie tu réwniez przyczyny

Ln
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zwigzane z procedurg wykonania repliki, przede
wszystkim zmiana wymiaru, rodzaj i ilos¢ wypet-
niacza w masie wyciskowej (przeszacowanie od-
chylen profilu), a takze jako$¢ i barwa materiatu,
z ktérego jest wykonana replika (prébki przezier-
ne, ciemne i silnie zatamujace $wiatto zaburzajg
odczyt profilometrem laserowym) [30]. Do tworze-
nia replik z reguty stosowane sg zywice epoksy-
dowe. W r6znych modyfikacjach profilometrycznej
metody replik dolna granica oznaczalnosci utraty
szkliwa jest szacowana na 15-20 ym [6, 22, 31].
Technika ta jest zatem przydatna tylko do badania
zaawansowanych zmian (stadium II/111).

Skaningowa mikroskopia elektronowa

Skaningowa mikroskopia elektronowa stuzy do ja-
kosciowej, tréjwymiarowej oceny topografii zmian
erozyjnych stadium la, Ib w bardzo wysokiej roz-
dzielczosci. Mozliwe jest rowniez obrazowanie
wnetrzna zmiany na przetomach probek, a takze
obserwacja wytrgcajgcych sie produktéw rozpusz-
czania szkliwa lub zebiny [32]. Precypitaty te prze-
waznie jednak zastaniajg powierzchnig wtasciwej
tkanki. W celu eliminaciji tych precypitatéw propo-
nowano stopniowg neutralizacje roztworu erozyj-
nego przed wyjeciem z niego probki [33]. Sposob
ten ogranicza wszakze precyzyjng kontrole czasu
ekspozycji erozyjnej i zmienia jej warunki [6]. Pre-
paratyka probek do badania obrazowego nie jest
wymagana. Jednakze wysoka préznia w badaniu
SEM powoduje wysuszenie probek i powstanie ar-
tefaktow, na co szczegdlnie wrazliwa jest zebina
i erozyjnie zmieniona powierzchnia szkliwa. Za-
lecane jest zatem napylanie probek (ztoto, grafit)
albo zamrozenie probki (ciekty azot, izopentan).
Napylenie pozwala na obnizenie napigcia przy-
spieszajgcego (wysokie napiecie powoduje znisz-
czenie ocenianego miejsca probki). Problematycz-
ne jest obrazowanie zebiny z powodu wysuszenia
matrycy organicznej i jej skurczu [7]. Skurczowi
zebiny w pewnym stopniu moze zapobiec wcze-
$niejsza liofilizacja prébki lub suszenie w punkcie
krytycznym [34].

Najwiekszym utatwieniem w obrazowaniu ze-
biny, a takze szkliwa, gdy nie ma mozliwosci jego
napylenia, jest srodowiskowy skaningowy mikro-
skop elektronowy (ESEM, environmental scanning
electron microscope), ktoéry umozliwia badanie
prébek w wilgotnym $Srodowisku, w niskiej préz-
ni [6, 7]. Obrazy zebiny w ESEM wydajg sie niz-
szej rozdzielczosci niz w SEM, co wynika raczej
z obecnosci substancji organicznej i innych wta-
snosci materiatu badanego niz z samej zasady
dziatania urzadzen [35]. Z drugiej strony ESEM
umozliwia wielokrotne pomiary tej samej probki.
SEM uzywano takze do pomiaru demineralizaciji,
niemniej ze wzgledu na nieregularng powierzchnie
przetomu (koniecznos¢ jej doktadnego polerowa-
nia) i mozliwo$¢ btedu pomiarowego wynikajgcego
z nachylenia powierzchni [6], SEM rzadko byt sto-

sowany w charakterze metody iloSciowej. Z kolei
demineralizacje zebiny mozna réwniez oceni¢ na
podstawie stopnia otwarcia kanalikéw zebinowych
[36]. SEM wyposazony w spektroskopowy system
analizy promieniowania rentgenowskiego pozwa-
la na mikroanalize sktadu i rozktadu pierwiastkow
(m.in. wegla, fosforu i wapnia) w kilkumikrometro-
wej przypowierzchniowej warstwie probki [7] lub
jej przetomu, jednakze nierbwnosci powierzchni
zaburzajg pomiary [6]. Granica wykrywalnosci
w systemie energo-dyspersyjnym (EDS, energy di-
spersive spectroscopy) wynosi ok. 0,08 wt%, na-
tomiast w systemie falowo-dyspersyjnym (WDS,
wavelength-dispersive spectroscopy) — ok. 0,01
wt% [37].

Skaningowa laserowa mikroskopia konfo-
kalna

Skaningowa laserowa mikroskopia konfokalna
umozliwia jakosciowg ocene geometrii powierzch-
ni zmian w stadium | oraz ilosciowy pomiar utraty
tkanki w przypadku zmian II/lll [38]. Odwzorowa-
nie powierzchni moze by¢ dwu- lub tréjwymiarowe
w wysokiej rozdzielczosci (< 300 nm w osiach x i y
oraz < 20 nm w osi z) [6]. W zaleznosci od rodzaju
mikroskopu gorny limit obrazowania w osi z wy-
nosi od 4 do 50 pm (duza rbéznica poziomoéw moze
nie zosta¢ doktadnie uwidoczniona) [24]. Pomiary
utraty mineralnej sg teoretycznie mozliwe na pod-
stawie zmiany rozpraszania i zatamania $wiatta,
jednak w badaniu zmian erozyjnych byty tylko raz
stosowane [39]. W celu lepszej wizualizacji zmia-
ny demineralizacyjne sg wybarwiane barwnikami
fluorescencyjnymi (np. rodaming B, fluoresceing,
btekitem metylenowym).

Mikroskopia sit atomowych

Mikrokopia sit atomowych (AFM — atomic force
microscopy) jest szczegblnie przydatna w ocenie
jakosciowej i ilosciowej zmian w stadium la lub Ib
(pomiar gruboéci warstwy zdemineralizowanej,
stopnia utraty mineralnej w jej obrebie); rzadziej na-
tomiast jest stosowana w ocenie zmian w stadium
[l (pomiar utraty tkanki) [40]. Umozliwia obrazowa-
nie materiatdbw przewodzgcych i nieprzewodzg-
cych w bardzo wysokiej rozdzielczoéci. Preparacja
prébek nie jest wymagana, mogg by¢ badane na
sucho bgdz wilgotno. Stosowane sg trzy tryby po-
miarowe: 1) kontaktowy (CM-AFM, contact mode
AFM), 2) bezkontaktowy (NCM-AFM, non-con-
tact mode AFM) oraz 3) tryb kontaktu przerywa-
nego (TM-AFM, tapping mode AFM). Najwieksze
zastosowanie w badaniu zmian erozyjnych majg
NCM-AFM i TM-AFM [16], gdyz sonda pomiarowa
w tych trybach w najmniejszym stopniu ma kontakt
z rozmiekczong powierzchnig prébki (ponadto pra-
ca w trybie kontaktowym stwarza ryzyko uszko-
dzenia sondy). Mozliwos¢ pracy w wilgotnym
Srodowisku utatwia obrazowanie probek zebiny

8 O DENTAL FORUM /2/2015/XLIII



Przeglad metod badania zmian erozyjnych zebéw

[6, 41]. AFM z komorg do obrazowania w cieczy
(LC-AFM, liquid cell AFM) pozwala na obserwacje
demineralizacji w czasie rzeczywistym [42]. Z po-
wodu wysokiej rozdzielczosci wadg metody jest
niewielki obszar skanowania (zwykle 50 pm x 50
pm), co utrudnia wybér miejsc reprezentatywnych
do obrazowania i pomiaru (czasochtonne jest ba-
danie duzej powierzchni probki) [6, 16].

Mikroradiografia

Mikroradiografie wykorzystuje sie do jakosciowej
i ilosciowej oceny zmian w stadium Ib (pomiar
grubosci warstwy zdemineralizowanej, stopnia
utraty mineralnej) lub Il (pomiar utraty tkanki).
Pomiary dokonywane sg na podstawie osta-
bienia promieniowania rentgenowskiego, ktoére
moze by¢ skierowane prostopadle do powierzch-
ni zmiany (LMR, longitudinal microradiography)
badz prostopadle do jej przekroju poprzeczne-
go (TMR, transversal microradiography) [43].
Poniewaz promieniowanie to jest monochro-
matyczne i niskoenergetyczne, konieczne jest
przygotowanie prébek w formie cienkich ptytek
(grubosé probek szkliwa do TMR: 50-200 pm,
do LMR: 400-4000 ym; grubos¢ prébek zebiny
do TMR: ok. 200 ym, do LMR: ok. 800 pm) [6,
7, 44, 45]. Catkowita grubos$¢ prébki zeba moze
by¢ oceniona z uzyciem wysokoenergetycznego
polichromatycznego promieniowania X (metoda
obecnie rzadziej stosowana) [46]. Przygotowa-
nie powierzchni prébek (polerowanie) nie jest
konieczne; przy badaniu zebiny nie jest wyma-
gane usuniecie warstwy organicznej [6]. Roz-
dzielczos¢ obrazéw mikroradiograficznych jest
mniejsza niz w innych technikach obrazowania
zmian erozyjnych. Niezbedne jest uwzglednienie
wspoétczynnika pochtaniania promieniowania lub
okreslenie gestosci optycznej (stopnia szaro$ci
obrazu) wzgledem stopnia pochtaniania z uzy-
ciem wzorca (aluminiowy klin schodkowy) [47].
Pomiary sg czasochtonne: czas ekspozycji pro-
bek na promieniowanie rentgenowskie wynosi od
10 do 65 min [6, 7, 48].

W TMR pomiar utraty mineralnej jest wiarygod-
ny tylko w nizszych warstwach. Przypowierzch-
niowy obszar probki (5-10 pym) jest niewyrazny,
poniewaz promienie wychodzgc ze zrédta nie
przebiegajg rownolegle i na krawedzi prébki pada-
ja pod mniejszym katem [7]. Z tego powodu TMR
jest rzadziej uzywany do oceny zmian erozyjnych,
a czesciej do badania poczgtkowych zmian préch-
nicowych, w ktérych nad ogniskiem demineraliza-
cji jest zachowana pozornie nienaruszona warstwa
tkanki grubosci 20-50 pm [47]. TMR umozliwia
ocene:

1) profilu mineralnego (stopien

w funkcji gtebokosci zmiany);

2) catkowitej utraty mineralnej (AZ);
3) gtebokosci zmiany (Id, lesion depth) — zwykle
do punktu, w ktérym zawarto$¢ mineralna osig-

mineralizacji

ga 95% zawartosci mineralnej zdrowej tkanki

[7, 43].

Poréwnanie powyzszych parametrow jest moz-
liwe po zakryciu fragmentu szkliwa przed ekspo-
zycjg erozyjng oraz wykonaniu przekroju tak, by
obejmowat zdrowag i zdemineralizowang czes¢
tkanki [45, 49, 50]. Pomiar utraty tkanki jest do-
ktadny tylko dla zmian wiekszych niz 20 ym [7].
Wiarygodnos$¢ pomiaréw longitudinalnych w TMR
jest niska z uwagi na: wymdg bardzo cienkich,
delikatnych probek, konieczno$¢ pomiaru refe-
rencyjnego profilu mineralnego; eksponowanie
erozyjne przekroju poprzecznego prébki (a nie jej
powierzchni, jak to jest w rzeczywistosci) [7, 51];
trudnosci w repozycjonowaniu probek w statej
odlegtosci od tubusa. Zaletg TMR w poréwnaniu
z LMR jest wieksza czuto$¢ na zmiane stopnia
mineralizacji [6]. LMR nie pozwala oceni¢ profilu
mineralnego, lecz tylko status mineralny na po-
wierzchni; umozliwia jednak wielokrotne pomiary
tej samej probki [7]. Doktadnos¢ pomiaréw me-
todg LMR jest wieksza dla cienszych prébek [6].
Granice oznaczalnosci dla szkliwa wynosi ok. 20
pm, zebiny — ok. 50 um [27, 44, 52].

Metody chemiczne

Polegajg na pomiarze stezen produktdéw rozpusz-
czania hydroksyapatytu (HAP) w roztworze erozyj-
nym: Ca,,(PO,)s(OH), 10Ca* + 6PO,* + 20H-.

Do oznaczania jonow Ca* wykorzystuje sie:
atomowg spektrometrie absorpcyjng (AAS, ato-
mic absorption spectrophotometry), spektrofoto-
metryczne metody kolorymetryczne (najczesciej
z odczynnikiem Arsenazo lll) oraz elektrode jono-
selektywng (Ca-ISE, calcium ion selective electro-
de). Nalezy pamieta¢, ze pomiar moga zaburzac:
kwasy o wtasciwosciach kompleksujgcych wapn
(np. powszechnie uzywany kwas cytrynowy) [7];
jony fosforanowe (w analizie AAS interferujacy
wptyw jonéw PO,* ttumi dodatek chlorku lantanu
lub strontu); Ca-ISE dziata doktadnie tylko w prze-
dziale pH 3,0-10,0 [6]; na pomiary w metodach
kolorymetrycznych mogg wptywac¢ takze inne
sktadniki roztworu oraz jego pH. O ile w metodach
Ca-ISE i AAS potrzeba co najmniej 100 ym roz-
tworu, o tyle w metodzie z odczynnikiem Arsena-
zo wystarczy 10 pL. Sposroéd powyzszych metod
najnizszg granice oznaczalnosci ma AAS, niesie to
jednak zarazem trudnos$ci przy oznaczaniu wyso-
kich stezen jonow [7].

Powszechnie uzywanymi metodami oznaczenh
jonéw fosforanowych sg metody kolorymetryczne
z molibdenianem amonu [53] oraz z zielenig ma-
lachitowg (czutos¢ tej ostatniej jest 10 razy wiek-
sza) [54].

llos¢ jondbw OH- oznacza sie w sposbb po-
sredni metodg pH-stat, polegajacg na pomiarze
objetosci dodanego kwasu jednowodorowego
(jonéw H*) potrzebnego do utrzymania statej war-
tosci pH kwasnego roztworu (OH-+ H* H,0). Po-
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miaréw dokonuje sie z uzyciem automatycznego
titratora [16].

We wszystkich metodach chemicznych nie-
zbedna jest standaryzacja pola eksponowanego
(trudnosci w badaniach in vivo), a takze sktadu
roztworu erozyjnego (obecnos$¢ innych skfadni-
kow zaktocajgecych pomiar); najczesciej stosowany
jest czysty roztwoér kwasu cytrynowego. Ponadto
w badaniach in vivo (dotychczas przeprowadzono
tylko jedno — [55]) roztwor erozyjny nie moze mieé
kontaktu ze $ling. Petna preparatyka prébek nie
jest wymagana, a jedynie ich doktadne oczysz-
czenie. Ewentualne zanieczyszczenia (warstwa
mazista) na powierzchni probek zawyzajg pomiary
[7]. W celu standaryzacji materiatu rozpuszcza-
nego stosowano réwniez krazki z syntetycznego,
czystego HAP [56]. Podkresla sig, ze granice wy-
krywalnosci lub oznaczalnosci podawane przez
producentéw zestawow analitycznych mogg nie
by¢ adekwatne do tkanek zeba [7, 54, 57].

Zaletg metod chemicznych jest mozliwos¢ sle-
dzenia na biezaco lub w krotkich odstepach czasu
rozpuszczania probki (przydatno$¢é w badaniu ki-
netyki i termodynamiki reakcji).

Metody chemiczne majg charakter ilosciowy.
Nie dajg informacji o morfologii powierzchni. Umoz-
liwiajg za to oszacowanie utraty mineralnej [44]:

wymagana, gdy jednak w probce jest obecny frag-
ment zebiny, nalezy pokry¢ go lakierem. Kolejne
pomiary tej samej probki sg mozliwe tylko po do-
ktadnym jej wyptukaniu z jodku potasu.

Metody badania pierwiastkow sladowych

Na wykrywanie pierwiastkow $ladowych i ich izo-
topéw w zmianach demineralizacyjnych pozwalajg
m.in. spektroskopia mas jonéw wtérnych (SIMS,
secondary ion mass spectroscopy), spektrosko-
pia rentgenowska wzbudzona czgsteczkami nata-
dowanymi (PIXE, particle-induced X-ray spectro-
scopy) czy elektronowa mikroskopia transmisyjna
(TEM, transmission electron microscopy) wypo-
sazona w system wykrywania promieniowania X
(analytical-TEM). Granica wykrywalnosci dla me-
tody PIXE wynosi ok. 0,02—1 ppm (tylko pierwiast-
ki o masie atomowej wiekszej niz glin), dla SIMS
moze wynosi¢ nawet 0,001-0,1 ppm (wszystkie
pierwiastki) [7, 16]. SIMS nie umozliwia jednak do-
ktadnych oznaczen stezen jonowych (metoda poéti-
losciowa) ani wielokrotnych pomiaréw; gromadza-
cy sie na powierzchni tadunek utrudnia pomiary
[16]. TEM stosowano gtoéwnie w badaniach wptywu
erozji na $linowg btonke nabyta oraz zmian erozyj-
nych zebiny na poziomie ultrastrukturalnym.

stezenie w mmol /1 X objetos¢ roztworu X relatywna masa atomowa

Utrata mineralna (png) =

(utamek masowy Ca w HAP ~ 0,399; utamek ma-
sowy P w HAP ~ 0,185).

Na podstawie ilosci utraconych jonéw, moz-
na posrednio oszacowac przyblizong gtebokosé
zmiany wedtug ponizszego przelicznika [44]:

wamek masowy w hydroksyapatycie

Inne metody

llosciowy pomiar fluorescencji wzbudzonej Swia-
ttem (QLF, quantitative light-induced fluorescence)
pozwala na szybkg i nieinwazyjng oceng demine-
ralizacji. Preparatyka prébek nie jest konieczna.

utrata mineralna w pg

Glebokosé zmiany (um) =

(gestos¢ HAP =~ 3,15 g/cm?; gesto$C szkliwa =~
2,89-3,12 g/cm?; gestos¢ zebiny ~ 2,35 g/cm?).

Metoda wsigkalnosci jodku potasu

Metoda ta polega na zanurzeniu badanej prébki na
okreslony czas (kilka minut) w roztworze jodku po-
tasu, ktéry wnika w obszar zdemineralizowany, na-
stepnie wyptukaniu prébki, przesgczeniu roztworu
przez sgczek membranowy i oznaczeniu ilosci
jodku odzyskanego z prébki [58]. Technika ta nie
nadaje sie do badania zebiny z powodu naturalne;
porowatosci. Dane uzyskane z badania informujg
jedynie o tacznej objetosci porow w szkliwie, nie
zas o morfologii zmiany [59, 60]. Zaliczana jest do
technik ilosciowych. Preparatyka probek nie jest

gastosc thanki ¥ pole eksponowane

Przy doktadnym ich repozycjonowaniu mozliwe sg
wielokrotne pomiary. Otrzymywane obrazy sg jed-
nak niskiej rozdzielczosci [61].

Dzieki interferometrii Swiatta biatego (WLI, whi-
te light interferometry) oraz optycznej tomografii
koherencyjej (OCT, optical coherence tomogra-
phy), opierajacej sie na zasadzie interferencji fal
elektromagnetycznych z zakresu podczerwieni,
mozna zobrazowaé¢ podpowierzchniowg warstwe
szkliwa lub zmierzy¢ grubos$¢ tkanki oraz stopien
utraty mineralnej na podstawie analizy odbicia
i absorbancji swiatta. OCT nie umozliwia jednak
wgladu w geometrie powierzchni probki. Podob-
nie jak tradycyjna mikroskopia polaryzacyjna, OCT
i WLI wydajg jest bardziej przydatne w badaniu
zmian prochnicowych szkliwa, cho¢ pozwalajg na
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rozréznienie czesciowo i catkowicie zdeminera-
lizowanej erozyjnie zebiny. Wymagane sg jednak
prébki transparentne o niewielkim wspo6tczynniku
zatamania Swiatta [24].

Podobne zalety do powyzszych metod (szyb-
kos¢ i niedestrukcyjnosé) majg pomiary metodg ul-
tradzwiekowa. Znalazta ona jednak zastosowanie
tylko do oceny grubosci szkliwa (odlegtosci pota-
czenia szkliwno-zebinowego od powierzchni), przy
czym do precyzyjnych pomiaréw grubos¢ szkliwa
powinna wynosi¢ ponad 0,33 mm [62, 63].

Podsumowanie

Coraz lepsze rozumienie ztozonosci procesu ero-
Zji, w szczegoblnosci zebiny, powoduje ciggte udo-
skonalanie i modyfikacje wielu tradycyjnych spo-
sobéw oceny zmian demineralizacyjnych, a takze
wprowadzanie nowych technik badawczych.
Wocigz najdoktadniejsze sg metody laboratoryjne.
Chociaz niektére z nich wydajg sie mie¢ potencjal-
ne zastosowanie réwniez w warunkach in vivo, to
jednak nie zostaty jeszcze poddane petnej walida-
cji w odniesieniu do zmian erozyjnych (QLF, OCT,
WLI). Zestawienie metod tradycyjnych zamiesz-
czono w tabeli 1. Pomijajac technike replik, ktora
jest posrednig metodg badania zaawansowanych
ognisk erozyjnych utworzonych w jamie ustnej,
nie istnieje obecnie doktadna metoda pomiarowa
zmian w stadium I/l bezposrednio w jamie ustnej,
w warunkach in vivo.
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