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Streszczenie

Wprowadzenie. Wczesna zmiana prochnicowa jest jedynym odwracalnym etapem procesu prochnicowego. Kli-
nicznie wystepuje w postaci bialej lub brunatnej plamy (macula alba/fusca) dostrzegalnej na powierzchni zgba ja-
ko niewielkie, nieprzezierne, m¢tne pole. Powierzchnia zmiany nie wykazuje utraty tkanki, jest twarda i gtadka.
Zastosowanie nowoczesnych metod diagnostycznych, tj. mikroskopu SEM oraz sondy mikroradiograficznej EDS
umozliwia bardzo czulg ocen¢ nawet najmniejszych zmian wystepujacych w strukturze szkliwa spowodowanych
réznicami w jego sktadzie chemicznym.

Cel pracy. Okreslenie rdéznic strukturalnych wystepujacych miedzy zdrowym szkliwem a poczatkowa zmiang
prochnicowg oraz wykonanie analizy chemicznej réznicowej dla obu badanych tkanek.

Material i metody. Szes¢ zebéw przedtrzonowych usunietych z powodéw ortodontycznych. Na powierzchni
trzech z nich stwierdzono w ocenie wizualnej wczesne zmiany prochnicowe. Pozostale trzy z¢by nie wykazywaty
zadnych zmian patologicznych i zostaly okreslone jako zdrowe. Badanie przeprowadzono za pomocy elektro-
nowego mikroskopu skaningowego (SEM) — Joel JSM 5800 LV przy powigkszeniu 90-krotnym, 220-krotnym,
5000-krotnym oraz 15 000-krotnym, a nastgpnie wykonano analize¢ mikroradiograficzng okreslajaca zawarto$¢
pierwiastkow chemicznych, takich jak: Ca, Mg, Na, P, Cl, uzywajac aparatu EDS (Oxford JSIS 300).

Wiyniki. Uzyskane wyniki potwierdzajg zaleznos¢ miedzy strukturg tkanki badanej a jej sktadem chemicznym. Za-
stosowanie réznych powigkszen, od kilkuset do kilkunastotysiecznokrotnych, umozliwito analiz¢ ultrastrukturalna
na poziomie pojedynczych krysztatéw szkliwa. R6znice w sktadzie chemicznym okreslane za pomocg EDS byly
bezposrednio zwigzane ze stanem badanej tkanki.

Whioski. Potgczenie tych dwéch metod moze w przysztosci przyczynié si¢ do duzego postepu w diagnostyce, mo-
nitorowaniu, leczeniu i zapobieganiu chorobom tkanek twardych z¢béw (Dent. Med. Probl. 2005, 42, 3, 443-448).

Stowa kluczowe: wczesna zmiana prochnicowa, SEM, analiza mikroradiograficzna.

Abstract

Background. The early caries lesion is the only one reversible stage of the carietic process. Clinically is present-
ed as white or brown spot (macula alba/fusca) which can be observed as small, opaque lesion. The surface of the
lesion does not reveal loss of tissue, it is smooth and hard. Using modern diagnostic methods as SEM microscopy
and microradiography analysis enables very sensitive assessment even the smallest changes on the ultrastructural
level caused by the differences in the chemical compounds.

Objectives. The evaluation of structural differences between sound enamel and early caries lesion using SEM
microscopy and microradiorgraphy analysis (EDS).

Material and Methods. The examination comprised 6 premolar teeth extracted for orthodontic reasons: half of
them revealed early caries lesion, the rest were sound. The study was obtained using SEM microscopy (Joel ISM
5800 LV) in x90, x220, x5000 and x15 000 magnification. The data for microradiography analysis concerning the
level of Ca, Mg, Na, P, ClI were obtained using EDS (Oxford JSIS 300).

Results. The collected data present indicate significant relation between the structure and chemical compounds of
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examined tissue. Multiple magnifications enable precise analysis on the single cristal level. The chemical com-
pounds were directly connected with the stage of carietic process.

Conclusions. Both of those methods can be very usefull for dentist in diagnostic, monitoring, treatment and profi-
laxis of caries and potentially can be used to develop diagnostic and monitoring devices for caries in vivo (Dent.

Med. Probl. 2005, 42, 3, 443-448).

Key words: early caries lesion, SEM, microradiography analysis.

Wczesna zmiana prochnicowa jest jedynym
odwracalnym etapem procesu préchnicowego.
Klinicznie wystepuje w postaci bialej (macula al-
ba) lub brunatnej plamy (macula fusca) dostrze-
galnej na powierzchni zgba jako niewielkie, nie-
przezierne, metne pole. Powierzchnia zmiany nie
wykazuje utraty tkanki, jest twarda i gtadka [1-6].
Jej progresja prowadzi do powstania nieodwracal-
nych zmian z dalszymi konsekwencjami dla miazgi
i tkanek okotowierzchotkowych. Juz kilkadziesiat
lat temu makroskopowe obserwacje przekrojow
zmiany pozwolily wyrézni¢ dwie, strukturalnie
rézne warstwy: nieznacznie uszkodzona, silnie
zmineralizowang warstwe powierzchniowa i zde-
mineralizowang warstw¢ podpowierzchniowa.
Uzycie w 1956 r. przez Darlinga, a w latach 60.
przez Silverstona, Swietlnego polaryzacyjnego mi-
kroskopu i zastosowanie wigkszych powigkszen
dato mozliwos¢ opisania trzech warstw: nieuszko-
dzonej warstwy powierzchniowej, znacznie zde-
mineralizowanej warstwy srodkowej i nieznacznie
zmienionej warstwy wewnetrznej [1, 3, 7-12].
Prawdziwy przetom nastgpit jednak pod koniec lat
60., kiedy to wykorzystano elektronowy mikro-
skop skaningowy (SEM), dajac poczatek bardzo
wnikliwej analizie szkliwa na poziomie ultrastruk-
turalnym.

Elektronowy mikroskop skaningowy jest
urzagdzeniem, w ktérym powiekszony obraz bada-
nego obszaru preparatu jest uzyskiwany za pomo-
cgq wigzki elektronéw przemieszczanych po bada-
nej powierzchni metodg skanowania (linia po li-
nii), tworzgc tzw. ramke obrazowa. Podstawowg
zaleta SEM jest mozliwos¢ bezposredniej obser-
wacji powierzchni probki o bardzo zréznicowanej
topografii oraz mozliwos¢ potaczenia z kompute-
rowym systemem przetwarzania obrazu, co umoz-
liwia przedstawienie wynikow takze w postaci ilo-
sciowej [13]. Opierajac si¢ na takich wlasnie bada-
niach stwierdzono wéweczas istnienie az czterech
warstw wczesnej zmiany préchnicowej, tj. po-
wierzchniowej, centralnej, ciemnej i przezZroczy-
stej (ryc. 1) [1, 3, 7-10]. Obecna diagnostyka ca-
ries incipiens w warunkach in vitro czg¢sto opiera
si¢ na zastosowaniu mikroskopu SEM, poniewaz
umozliwia bardzo czula ocen¢ nawet najmniej-
szych réznic w strukturze, spowodowanych zmia-
ng w sktadzie chemicznym szkliwa, nieuchwyt-
nych w powszechnie stosowanych badaniach kli-
nicznych.

Celem pracy jest okreslenie réznic struktural-
nych wystepujacych migedzy zdrowym szkliwem
a poczatkowg zmiang préchnicowg przy zastoso-
waniu SEM oraz wykonanie analizy chemiczne;j
réznicowej dla obu tych tkanek na drodze badania
mikroradiograficznego (EDS).

Materialy i metody

Materialem badawczym bylo 6 zebéw przed-
trzonowych usunietych z powodéw ortodontycz-
nych u pacjentéw w wieku 20-30 lat. Na po-
wierzchni trzech z nich stwierdzono w wizualnej
ocenie nieuzbrojonym okiem oraz z uzyciem 3-krot-
nego powigkszenia wczesne zmiany prochnicowe
w postaci bialego lub ciemno brgzowego zmetnie-
nia (macula alba/macula fusca) (ryc. 2a). Pozosta-
te trzy z¢by nie wykazywaty zadnych zmian patolo-
gicznych i zostaly okreslone jako zdrowe (ryc. 3a).
Badanie przeprowadzono za pomocg elektronowe-
go mikroskopu skaningowego (SEM) — Joel JSM
5800 LV. Przygotowane prébki badano w powigk-
szeniu 90-krotnym, 220-krotnym, 5000-krotnym
oraz 15 000-krotnym, a nastgpnie przeprowadzono
badanie mikroradiograficzne okreslajace zawar-
tos¢ pierwiastkéw chemicznych, takich jak: Ca,
Mg, Na, P, Cl, uzywajac aparatu EDS (Oxford
JSIS 300). Analiza zostala przeprowadzona
w dwdch punktach powierzchni badanych zebow:
w punkcie A, znajdujacym si¢ na zdrowym szkli-
wie i w punkcie B, zdefiniowanym jako miejsce
zmienione préchnicowo. Uzyskane wyniki w po-
staci wartosci Srednich zamieszczono w tabeli 1.

Wyniki

Weczesna zmiana préchnicowa obserwowana
w mikroskopie skaningowym wykazuje charakte-
rystyczng budowe warstwowq i sklada si¢ z czte-
rech, wczesniej wymienionych warstw: powierzch-
niowej, centralnej, ciemnej i przezroczystej. War-
stwa powierzchniowa o glebokosci 20-50 pm
pokrywa powierzchni¢ wczesnej zmiany préchni-
cowej, jest wysoko zmineralizowana i strukturg
przypomina zdrowe szkliwo. Objetos¢ poréw
w tej warstwie wynosi 1% 1 taka sama jest utrata
substancji mineralnych. Warstwa centralna (body
of the lesion) stanowi najwigkszg czgs¢ zmiany,
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Ryc. 1. Schemat wczesnej zmiany préchnicowej

1 — warstwa przeZroczysta; 2 — warstwa ciemna;

3 — warstwa centralna body of the lesion; 4 — warstwa
powierzchniowa

Fig. 1. Scheme of early caries lesion
1 — translucent zone; 2 — dark zone; 3 — central zone;
4 — superficial zone

w ktoérej objetos¢ poréw waha si¢ od 5% obwodo-
wo do 25% w czesci srodkowej. Warstwa ciemna
charakteryzuje si¢ wystgpowaniem réznej wielko-
Sci porow (2-4%) i ubytkiem substancji mineral-
nych siggajacych 2-5%. Ostatnia warstwa, liczac
od strony powierzchni zmiany, to warstwa prze-
zroczysta. Nie wystepuje we wszystkich tworza-
cych si¢ wezesnych zmianach préchnicowych, jest
pierwsza widoczng oznakg procesu patologiczne-
go, graniczy ze zdrowym szkliwem i wykazuje
utrate substancji mineralnych w granicach okoto
1-2% 1 wzrost porowatosci o okoto 1% [1-7, 10,
14, 15].

Zdjecie makroskopowe, np. zeba 15 (ryc. 2a),
przedstawia powierzchni¢ styczng blizszg z wi-
doczng klinicznie poczatkowa zmiang préchnico-
wa W postaci brunatnej plamy. Na powierzchni
zmiany wida¢ zmetnienie 1 utrat¢ przeziernosci,
ale jest gtadka, blyszczaca, bez widocznej utraty
cigglosci. Obraz tej samej zmiany, ogladany w po-
wigkszeniu 90-krotnym (ryc. 2b), ukazuje nie-
tknieta warstwe powierzchowng pokrywajacg
podpowierzchniowe uszkodzenie ostro odgrani-
czone od zdrowego szkliwa, czyli wczesniej juz
wspomniang warstwe centralng (body of the le-
sion). Uzyskane obrazy sq zgodne z wynikami in-
nych prac [1, 6, 11, 12]. Ryc. 2c, 2d, 2e przedsta-
wiajg t¢ samg zmiang na powierzchni zeba 15
w wiekszych powiekszeniach — 220-krotnym,
5000-krotnym i 15 000-krotnym. Duze powiek-
szenia ujawniajg zmiany strukturalne oraz umozli-
wiajg ocen¢ stopnia uszkodzenia pryzmatéw szkli-
wa. Analizujac otrzymane zdjecia, mozna zauwa-
zy¢ obecnos¢ charakterystycznych dla procesu
préchnicowego zmian, polegajacych na czescio-
wym, dos¢ nieregularnym rozpuszczeniu pryzma-

tow, zmniejszeniu ich szerokosci 1 grubosci oraz
wzroscie objetosci wolnych przestrzeni migdzy-
krystalicznych oddzielajacych scisle dotychczas
upakowane krysztaly. Zmiana wielkosci kryszta-
16w jest dos¢ znaczna, gdyz opierajgc si¢ na da-
nych z literatury, ich Srednica po demineralizacji
waha si¢ w granicach 10-30 nm, przy normalnych
rozmiarach zdrowego apatytu — 35—40 nm [11, 12,
14]. Destrukcja pryzmatow szkliwnych moze
przebiega¢ w trzech kierunkach: z uszkodzeniem
wnetrz pryzmatow — typ 1, z poszerzeniem osto-
nek pryzmatycznych — typ 2 i z catkowitg utrata
struktury szkliwa — typ 3 [1, 10-12]. Najczgsciej
spotyka sie pierwszy typ uszkodzenia szkliwa, co
potwierdzajg takze badania wiasne. Obserwowane
pryzmaty wykazujg uszkodzenia rdzeni i posze-
rzenia ostonki. Nadaje im to swoisty obraz okre-
Slany jako arkadowy [1, 15] (ryc. 2¢). Nalezy jed-
nak zwrdci¢ uwage, ze opisane trzy typy uszko-
dzen moga wystepowaé réwnoczesnie i to na
niewielkim obszarze. Zasada jest, ze im silniejszy
czynnik uszkadzajacy i diuzszy czas jego dziata-
nia, tym wieksze uszkodzenia w strukturze tkanki.
Ryec. 2e przedstawia masywne zniszczenie szkliwa
w postaci catkowicie zatartej budowy, uszkodze-
nia zaréwno wnetrz, jak i przerwanie cigglosci
ostonki pryzmatéw. Jednak nalezy pamigtaé, ze
tak duze zniszczenia, powodujgce zatarcie nawet
szkieletu struktury tkanki, wystepujg dos¢ rzadko
i obejmujg bardzo ograniczong powierzchnie.
Podobne zmiany opisano takze w innych pracach
[1, 3, 4, 6].

W celach poréwnawczych zostaly réwniez
wykonane badania powierzchni zdrowego szkliwa
— przyktadowo powierzchnia styczna blizsza zg-
ba 25, widoczna na zdjeciu makroskopowym
(ryc. 3a). Obrazy w wiekszych powigkszeniach —
90-krotnym (ryc. 3b), 220-krotnym (ryc. 3c),
5000-krotnym (ryc. 3d) oraz 15 000-krotnym
(ryc. 3e) uwidaczniajg uporzgdkowang strukturg
zdrowej tkanki, ztozonej ze scisle upakowanych
krysztaléw poprzedzielanych przestrzeniami mie-
dzypryzmatycznymi o niewielkim Swietle.
W strukturze pojedynczych krysztatow nie zauwa-
zono elementdw utraty cigglosci otoczki i zmiany
struktury rdzeni. Ksztalty i rozmiary nie odbiegajg
od przyjetej normy, sg powtarzalne i regularne.
Objetos¢ poréw nie przekracza 0,1%, tak jak to
opisano w piSmiennictwie [3, 8, 10-14]. Wyko-
rzystujac najwigksze zastosowane powigkszenie
(15 000-krotne), wykonano réwniez badanie mi-
kroradiograficzne, ktérego wyniki umieszczono
w tabeli 1.

Pomiary dla kazdego z¢gba wykonano w punk-
cie A na zdrowym szkliwie lub w punkcie B —
w zmianie préchnicowej. Podstawowym sktadni-
kiem szkliwa pod wzgledem sktadu chemicznego
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Ryc. 2a. Zab 15 — po-
czatkowa zmiana
préchnicowa — zdjecie
makroskopowe

Fig. 2a. Tooth 15 —
early caries lesion —
macroscopic view

Ryc. 2b. Zab 15 — poczatkowa zmiana préchnicowa —
powigkszenie 90%

Fig. 2b. Tooth 15 — early caries lesion — X90 magnifi-
cation

Ryec. 2¢. Zab 15 — poczatkowa zmiana préchnicowa —
powigkszenie 220%

Fig. 2¢. Tooth 15 — early caries lesion — X220 magnifi-
cation

jest hydroksyapatyt o budowie Ca;z(PO,)s(OH),.
Czysta posta¢ sktada si¢ w 57% z fosforu, 40%
wapnia i 2% jonéw hydroksylowych, ale najcze-
Sciej zawiera dodatkowe pierwiastki majace
wplyw na jego odpornos¢ na dziatanie czynni-
kéw kariogennych. Dodatek mikroelementéw, tj.
fluor, bor, bar, molibden, stront i wanad, wzmac-
niajg szkliwo i zmniejszajg jego rozpuszczalnosé
w kwasach, obecnos¢ natomiast wegla, litu, cyn-
ku, magnezu ostabia tkanki twarde i zwigksza po-
datnos¢ na prochnice. Dystrybucja zwigzkéw
nieorganicznych w szkliwie jest dos¢ nieregular-
na i poziom poszczeg6lnych sktadnikow mineral-
nych waha si¢ w dos¢ szerokich granicach. Jest

on w duzym stopniu uzalezniony od rodzaju z¢-
ba, stopnia jego dojrzatosci, stanu tkanek twar-
dych, wieku pacjenta, diety i poziomu fluoru
W pozywieniu.

W przeprowadzonych badaniach wykonano
pomiary pigciu pierwiastkow: Ca, P, Mg, Cl i F.
Jednymi z najwazniejszych wyznacznikéw che-

Ryc. 2d. Zab 15 — poczatkowa zmiana préchnicowa —
powiekszenie 5000x

Fig. 2d. Tooth 15 — early caries lesion — x5000 magni-
fication

Ryec. 2e. Zab 15 — poczatkowa zmiana préchnicowa —
powigkszenie 15 000x

Fig. 2e. Tooth 15 — early caries lesion — x15 000

magnification

micznych szkliwa sg wapn i fosfor. Dla obu tych
sktadnikéw ich koncentracja w zdrowej tkance
szkliwnej zmniejsza si¢ od powierzchni szkliwa
w kierunku zg¢biny — dla wapnia waha si¢ w gra-
nicach 36,5-40,0% wagowych, a dla fosforu —
17,25-18,25% [14, 16]. Proces préochnicowy po-
woduje rozpuszczanie pryzmatow i utratg sub-
stancji mineralnych, a zatem spadek poziomu
wapnia i fosforu. Dochodzi takze do zmiany wza-
jemnych proporcji obu tych pierwiastkéw, co po-
woduje zmiange wartosci stosunku Ca/P [5]. Dla
zdrowego szkliwa waha si¢ w granicach 1,8-2,3,
dla tkanki préchnicowej natomiast jego wartos¢
wyraznie spada [14, 16]. Uzyskane w badaniach
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Ryc. 3a. Zab 25 —
zdrowy — zdjecie
makroskopowe
Fig. 3a. Tooth 25 —

sound — macroscopic
view

Ryc. 3b. Z3b 25 — zdrowy — powigkszenie 90x
Fig. 3b. Tooth 25 — sound — X90 magnification
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Ryc. 3c. Zab 25 — zdrowy — powigkszenie 220x

Fig. 3c. Tooth 25 — sound — %220 magnification

Tabela 1. Sktad chemiczny szkliwa: A — szkliwo zdrowe,
B — zmiana préchnicowa

Table 1. Chemical components of the enamel: A — sound
enamel, B — early caries lesion

Szkliwo

(Enamel)

A — zdrowe B — préchnica

(sound) (caries)

% ato- % wa- % ato- % wa-

mowe gowe mowe gowe

(atomic) | (weight) | (atomic) | (weight)
Ca 18,89 32,68 10,81 20,96
P 13,06 17,48 9,00 13,48
Mg 0,41 0,40 0,44 0,46
F 0,50 0,43 0,18 0,16
Cl 0,36 0,54 0,34 0,60

wyniki zamieszczono w tabeli 1. Sredni poziom
wapnia w zdrowym szkliwie wynosit 32,68%
wagowych, w zmianie préchnicowej natomiast
spadt do 20,96% wagowych. W przypadku fosfo-
ru wyniki byly nastgpujgce: zdrowe szkliwo
17,48%  wagowych, zmiana préchnicowa
13,48%. Stosunek Ca/P dla tkanki zdrowej wy-

Ryc. 3d. Zab 25 — zdrowy — powigkszenie 5000%
Fig. 3d. Tooth 25 — sound — X5000 magnification

Ryc. 3e. Zab 25 — zdrowy — powigkszenie 15000%
Fig. 3e. Tooth 25 — sound — X15000 magnification

niost 1,9, dla tkanki préchnicowej natomiast 1,5.
Wykonane pomiary dotyczyly réwniez innych
pierwiastkéw (Mg, Cl i F), jednak trudno na ich
podstawie wysuwac jakiekolwiek wnioski. We-
dtug innych autoréw [16] ich poziom w szkliwie
waha si¢ w bardzo szerokich granicach i wszel-
kie usrednienia tych wartosci moga by¢ niepra-
widlowe. Z pracy Robinsona et al. [16] wynika,
ze na przyktad poziom magnezu w zdrowe]
tkance moze wahaé si¢ od 750 do 3000 ppm,
a chloru — od 1000 do 6500 ppm. Nie mozna za-
tem ich traktowaé jako jednoznacznych wy-
znacznikéw aktualnego stanu badanej tkanki.
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Omowienie

Uzyskane badania wskazujg na wyrazng zalez-
nos¢ struktury i sktadu chemicznego tkanki od jej
aktualnego stanu. Zaréwno badanie w SEM,
umozliwiajgce wizualizacje tkanek twardych zgba,
jak i za pomoca EDS, obrazujace sktad chemiczny
w poszczegbdlnych punktach pomiaru, stanowig
istotne Zrédto informacji odnosnie do zmian zacho-
dzacych w strukturze i sktadzie wczesnej zmiany
préchnicowej. Dzigki mozliwosciom technicznym
moga one by¢ obserwowane na wielu poziomach,

od kilkusetkrotnego powiekszenia do nawet kilku-
nastotysigcznego, umozliwiajac wnikliwa analizg
nawet pojedynczych krysztaléw szkliwa. Wszyst-
ko to moze przyczyni¢ si¢ do duzego postepu
w diagnostyce, monitorowaniu, leczeniu i zapo-
bieganiu chorobom tkanek twardych zgb6éw. Du-
zym ograniczeniem, ze wzgledu na rozmiary, jest
uzywanie tych badan tylko w warunkach in vitro.
Istnieje jednak prawdopodobienistwo, ze w przy-
sztosci, dzigki zminiaturyzowaniu opisanych sy-
steméw, powstang mozliwosci ich powszechnego
zastosowania takze w warunkach klinicznych.
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