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Streszczenie

Wprowadzenie

Wykazano, ze materialty akrylowe do wytwarzania ptyt protez i silikonowe
materialy do wykonywania migkkich podscielen mogg ulega¢ w trakcie uzytkowania
protez skolonizowaniu przez mikroorganizmy, w tym przez patogenne szczepy C.
albicans. Zagadnienie to bylo dotychczas przedmiotem licznych badan, a aktualny stan
wiedzy wskazuje, ze problemem jest najprawdopodobniej nie tylko zasiedlanie
powierzchni materiatow protetycznych przez wspomniane szczepy, ale i ich penetracja do
wnetrza materiatu.

Doniesienia te sugeruja, ze zagadnienie natury mikrobiologicznej moze takze
wydatnie przeklada¢ si¢ na inne wiasciwosci uzytkowe materiatow protetycznych. W
ramach przedstawionej pracy podjeto zatem badania w kierunku przeanalizowania wptywu
obecnosci zawiesiny drozdzakoéw na podstawowe wilasno$ci mechaniczne materialow do
wykonywania ptyt protez i dlugoczasowych migkkich podscielen. Brano pod uwage
potencjalny wptyw na te wihasnosci obecnosci zawiesiny jak i potencjalnej kolonizacji
powierzchniowej lub objetosciowe] materiatow.

Cel i teza

Celami przedstawionej pracy byto:

CEL 1: Zbadanie wtasciwosci mechanicznych silikonowego materialu do wykonywania
dlugoczasowych miegkkich podscieleh protez oraz polimetakrylanu metylu do

wykonywania ptyt protez poddanych oddziatywaniu zawiesiny szczepu Candida albicans.

CEL 2: Zweryfikowanie przy pomocy odmiennej metodologii dotychczasowych doniesien
dotyczacych penetracji Candida albicans do wnetrza materialu do wykonywania
dlugoczasowych migkkich podscielen protez oraz polimetakrylanu metylu do

wykonywania ptyt protez.

Osiagniecie zalozonych celow wymagato zweryfikowania tez stanowigcych, ze:
TEZA 1: Kondycjonowanie probek silikonowego materialu do wykonywania
dlugoczasowych migkkich podscielen protez oraz polimetakrylanu metylu do
wykonywania ptyt protez w zawiesinie szczepu Candida albicans powoduje zmiane

wlasno$ci mechanicznych materiatow



TEZA 2: Kondycjonowanie probek silikonowego materialu do wykonywania
dhugoczasowych migkkich podscielen protez oraz polimetakrylanu metylu do
wykonywania ptyt protez w zawiesinie szczepu Candida albicans powoduje penetrowanie

mikroorganizmoéw do wnetrza materiatu.

Material i metody badan

Jako materialy poddane badaniom wykorzystano akrylowa zywice do
wykonywania protez Vertex Rapid Simplified (Vertex-Dental, Holandia) oraz silikonowy
materiat do wykonywania dlugoczasowych migkkich podscielen protez Mollosil Plus
(Detax, Niemcy). Probki do badan z PMMA polimeryzowano w formach gipsowych, a
nastepnie poddawano je szlifowaniu w celu ustandaryzowania stanu powierzchni.
Materiaty silikonowe sieciowano w formach ze stali kwasoodpornej. Odmienng technike
stosowano do wytworzenia probek do badania wytrzymatosci potaczenia z PMMA, gdzie
stosowane specjalnie przygotowane w tym celu rozdzielne, zdejmowalne formy.

Probki wykonane z materialow inkubowano 30, 60 lub 90 dni w temperaturze 37°C
w ptynnym podtozu Sabouraud rozcienczonym 5-krotnie PBS (KO — kontrola) oraz w
zawiesinie szczepu wzorcowego Candida albicans ATCC 10231 w analogicznie
rozcienczonym podtozu (CA), przy czym koncowa ggsto$¢ zawiesiny szczepu wynosita
3x106 CFU/ml. Podtoza wymieniano dwa razy w tygodniu.

Po zakonczeniu kazdego z czaséw inkubacji probki materiatow przeznaczone do
badan wlasno$ci wytrzymatosciowych 1 badan na skaningowym mikroskopie
elektronowym (SEM) wyjmowano peseta i lekko ptukano 4% roztworze glutaraldehydu w
0.9% roztworze NaCl, a nastepnie umieszczano w roztworze j.w. na 2 h.

Twardos¢ Shore’a A mierzono twardosciomierzem Bareiss HPE II-A (Bariess,
Oberdischingen, Niemcy) po 5 s od zadania obcigzenia w pigciu odmiennych punktach.

Probki do badan wytrzymatosci potaczenia podscielenia na rozcigganie wykonano
umieszczajac materiat badany w rozdzielnym pierScieniu migdzy dwiema plytkami z
PMMA, ktory zdejmowano po ich wykonaniu. Probki rozciggano z predkoscig 10 mm/min
do catkowitego rozerwania 1 obliczano wytrzymato$¢ potaczenia. Ponadto dla kazdej z
prébek okreslano wizualnie rodzaj powstatego zniszczenia.

Do badan wytrzymalo$ci na rozcigganie wykonano probki o wymiarach zgodnych z

ISO 527-2-5B/ISO 37-437), ktore poddawano jednoosiowemu rozcigganiu ze stalg



predkoscig (10 mm/min pods$cielenie, Smm/min — akryl), az do rozerwania na maszynie
wytrzymatosciowej Zwick Z020.

Badanie wytrzymatosci na trjpunktowe zginanie przeprowadzono na probkach o
wymiarach 3,3x10x64 mm. Rozstaw podpdér wynosit 50 mm, a predkos¢ przesuwu
trawersy Smm/min. Wyliczano wytrzymalo$¢ na zginanie i modut zginania.

Badania udarnosci metodg Charpy’ego wykonano na probkach bez karbu o
wymiarach 50x6x4 mm, a odlegto$¢ mi¢dzy podporami wynosita 40 mm. W trakcie testu
mierzono energi¢ zaabsorbowang przez famang prébke i wyliczano udarnos¢ Charpy’ego.

Do badan twardosci kulkowej wykorzystano probki o wymiarach 5x30x40 mm i
twardosciomierz Zwick 3106 (Zwick, Niemcy). W trakcie pomiaréw mierzona byta
glebokos$¢ zaglebienia kulki, a na jej podstawie urzadzenie automatycznie wyliczato
powierzchni¢ czaszy powstatego odcisku oraz wyliczano twardos¢ (H) w N/mm?.

Do badania mikrotwardosci Vickersa zastosowano twardosciomierz Future-Tech
FM-700 (Future-Tech Corp, Japonia) i probki o wymiarach 3x10x10 mm. Zastosowano
obcigzenie wynoszace 300 g i czas obcigzania 15 s.

Badania na skaningowym mikroskopie elektronowym Zeiss SUPRA 35
obejmowaly dla kazdego z czasow kondycjonowania analizy powierzchni i przetomow
probek poddanych uprzednio testom wtasciwosci mechanicznych (silikon — wytrzymatosé
potaczenia, wytrzymatos¢ na rozcigganie; PMMA — wytrzymatos¢
na rozcigganie i zginanie) oraz (kontrolnie) powierzchni¢ przygotowanych w tym celu
probek o wymiarach 1,5x10x10 mm. Wszystkie probki poddano przed badaniem
napylaniu ztotem.

Probki do badan na mikroskopie fluorescencyjnym ostroznie ptukano w PBS, a
nast¢pnie na mikroskopowym szkietku podstawowym umieszczano 1-2 kropli kalkofluoru.
Po 1-2 minutach inkubacji w temperaturze pokojowej wykonywano obserwacje z
wykorzystaniem odwréconego mikroskopu fluorescencyjnego OLYMPUS IX 51
(powigkszenie 400-krotne).

Wyniki poddano analizie statystycznej z wykorzystaniem programu PQStat ver.
1.6.6.204 (PQStat Software, Polska).

Wyniki

Wyjsciowa srednia twardos¢ wynosita 31,4 w skali Shore A. Kondycjonowanie

materialow zaréwno w roztworze ptynnego podioza, jak i zawiesinie C. albicans



spowodowato statystycznie istotny wzrost twardo$ci jedynie w stosunku do tej wartos$ci.
Twardo$¢ materialu kondycjonowanego w roztworze ptynnego podtoza wynosita od

33,3 (po 90 dniach) do 33,6 (po 30 dniach), a kondycjonowanego w zawiesinie C. albicans
od 33,1 (po 30 dniach) do 33,7 (po 60 dniach). Srednie te nie roznily sie od siebie w
sposob statystycznie istotny.

Srednia wytrzymato$é na rozcigganie materiatu silikonowego utrzymywata si¢ na
stabilnym poziome w czasie trwania eksperymentu (brak statystycznie istotnych rdéznic) i
wynosita od 3.1 MPa (stan wyj$ciowy) do 3.3 MPa (KO, 60 dni).

Wytrzymatos$¢ polacznia wynosita od 1,4 MPa (KO, 60 dni) do 1,6 MPa (CA, 60
dni) i nie odnotowano statystycznie istotnych roznic.

Badania mikroskopowe potwierdzily na powierzchni probek CA obecno$¢ licznych
blastosporow, czasem oraz zdecydowanie rzadziej pseudostrzgpkow. W przypadku KO
odnotowano obecno$¢ licznych  krysztalbw pochodzacych prawdopodobnie z
zastosowanego roztworu (NaCl). Odnotowano jedynie obecnos$¢ pojedynczych komorek
drozdzakow wewnatrz materiatu.

Twardos¢ Vickersa (powierzchniowo) ulegata zmianom zaréwno w czasie jak i ze
wzgledu na warunki prowadzenia eksperymentu. W przypadku KO $rednia warto$ci
twardo$¢ po pierwszym miesigcu eksperymentu ulegla obnizeniu z 17,7 kgf/mm2 do 17,4

2. W przypadku CA odnotowano

kgf/mm?, a nastepnic wzrastala do 18,8 kgf/mm
sukcesywne obnizanie twardosci az do 16,2 kgf/mm? (CA, 90 dni).

Warto$ci twardosci  kulkowej ulegaly obnizeniu wraz z czasem trwania
eksperymentu, jednak byly porownywalne po roéznych warunkach kondycjonowania.
Najwyzsza warto$¢ uzyskano dla materiatu wyjsciowego (165 N/mm?), a najnizsza dla
KO, 90 dni (153,1 N/mm?).

Nie odnotowano statystycznie istotnych roéznic wytrzymato$ci na rozcigganie,
ktorej srednie wartosci miescily si¢ w zakresie od 60,1 MPa (CA, 30 dni) do 65,1 MPa
(KO 90 dni.

Nie odnotowano statystycznie istotnych réznic $rednich wartosci wytrzymatosci na
zginanie i modutu zginania, ktorych zakresy wynosity odpowiednio od 97,0 MPa (KO, 60
dni) do 103,1 (CA, 90 dni), przy wartosci wyjsciowej wynoszacej 100,6 MPa i od 2,7 GPa
(KO, 60 dni) do 2,9 GPa (CA, 90 dni).



Udarno$¢ badanych materialdow byta stabilna w czasie trwania eksperymentu i

wynosila od 10.3 kJ/mm? (CA, 30 dni) do 10.8 kJ/mm? (CA, 60 dni), przy 10,9 ki/mm? w

przypadku materialu wyjSciowego.

Na powierzchni prébek CA odnotowano obecno$¢ blastosporéw i strzepkow C.

albicans. Kolonie mikroorganizméw priorytetowo osadzaty si¢ w miejscach takich jak

rysy po szlifowana, skrystalizowane sktadniki podtoza, w ktorym inkubowano probki. Nie

potwierdzono w sposob jednoznaczny obecnosci C. albicans wewnatrz badanych probek.

Whioski

Na podstawie przeprowadzonych badan sformutowano nastepujace wnioski:

Obecno$¢ zawiesiny C. albicans w roztworze ptynnego podtoza Sabouraud nie
wptywala w trakcie dziewigcdziesieciodniowego eksperymentu na wlasciwosci
silikonowego materialu podscielajacego, takie jak twardo$¢ mierzona metoda
Shore’a A, wytrzymalo$¢ na rozcigganie 1 wytrzymalo$¢ polaczenia z

materialem na ptyty protez.

Obecnos¢ zawiesiny C. albicans w roztworze ptynnego podtoza Sabouraud nie
wplywala na wilasciwosci PMMA materialu do wykonywania protez
dentystycznych, takie jak wytrzymato$s¢ na zginanie, modul sprezystosci,
wytrzymalo$¢ na rozcigganie, udarnos¢ czy twardo$¢ mierzone metoda
wciskania kulki, jednakowoz byla przyczyna zmian twardosci powierzchniowe;j

materialu.

Prawdopodobng przyczyng zmniejszenia twardo$ci powierzchni materiatu
akrylowego odnotowanej na skutek kondycjonowania probek w zawiesinie C.
albicans byly wywotane przez drozdzaki zmiany pH roztworu i/lub obecnosé¢
alkoholu etylowego, tym niemniej konieczne sg przyszte badania w celu
potwierdzenia tego przypuszczenia.

Odnotowano tylko nieliczne blastospory C. albicans wystgpujace na
przetomach niektérych sposrod analizowanych probek. Zwazywszy na ich
liczbg oraz pozostale przestanki wynikajace z analizy obrazow SEM (obecnos¢
niewielkich, luznych czastek) mozna zatozy¢, ze ich wystgpowanie nie bylo
zwigzane z penetracja drozdzakéw do wnetrza materialu, a z procesem
zniszczenia probek w trakcie testow wytrzymatosciowych. W Swietle

powyzszego, brak jest dowodéw na penetracje C. albicans do wnetrza
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materiatow silikonowych na podscielenia i akrylowych przeznaczonych na
plyty protez.

W ramach niniejszej pracy nie potwierdzono wczesniejszych doniesien
literaturowych dotyczacych penetracji C. albicans do wnetrza materiatlow
silikonowego i akrylowego, pomimo zastosowania pordéwnywalnych z czgscia
wczesniejszych prac warunkow inkubowania i ponad dwukrotnie dluzszego
czasu eksperymentu. Rodzi si¢ wigc pytanie o ryzyko przetransportowania
podczas cigcia probek w srodowisku wodnym za pomocg mikrotomu/tarczy
diamentowej komorek C. albicans na poddane obserwacjom probki, wzglgdnie
o mozliwos¢ potencjalnego wptywu czynnikow s$rodowiskowych na tak
odmienne wyniki eksperymentow.

Potwierdzono obecnos$¢ gtownie blastosporéw i1 pseudostrzepek C. albicans na
powierzchni obydwdch badanych materialow. Zwracal uwage fakt, zZe
wystepowaty one przede wszystkim w miejscach, w ktorych obserwowano
skrystalizowane struktury (silikon i PMMA) oraz $lady po szlifowaniu
(PMMA). Wskazuje to, ze pogarszanie stanu powierzchni, rozumiane jako
powstawanie na niej w trakcie uzytkowania np. peknie¢ czy nierownosci, jest
czynnikiem sprzyjajacym skolonizowaniu materiatow przez drobnoustroje i
moze z czasem prowadzi¢ do powstania trudno dostepnych w trakcie
czyszczenia protez miejsc bedacych zrodiem rekolonizacji materiatéw przez

patogenne drozdzaki.



Abstract

Introduction

It has been proven that acrylic materials for the manufacturing of denture bases and
silicone materials for the production of soft denture linings can be colonized by
microorganisms including pathogenic strains of C. albicans. This issue has been the subject
of numerous studies so far. The current state of knowledge indicates that the problem is
related not only to the colonization of the surface of prosthetic materials by the
aforementioned microorganism strains, but also their penetration into the material.

These reports suggest that the microbiological issues may also significantly
influence other functional properties of prosthetic materials. Therefore, in the presented
work, research was undertaken to analyze the influence of the presence of yeasts on the
basic mechanical properties of materials for the production of denture bases and long-term
soft liners, taking into account the potential impact on the properties of the Candida-
suspension itself and the potential surface and volume colonization of the materials.

Aim and thesis

The aims of the presented work were:

AIM 1: Examination of the mechanical properties of silicone material for long-term
soft relining of dentures and polymethyl methacrylate for manufacturing denture bases
exposed to the Candida albicans suspension.

AIM 2: Verifying, using a different methodology, the current reports on the
penetration of Candida albicans into the material for long-term soft relining of dentures
and polymethyl methacrylate for the manufacturing of denture bases.

The achievement of the assumed goals required the verification of the following
theses:

THESIS 1: Conditioning of silicone material samples for long-term soft relining of
dentures and polymethyl methacrylate for manufacturing denture bases in a suspension of
Candida albicans strain changes the mechanical properties of materials.

THESIS 2: The conditioning of samples of silicone material for long-term soft
relining of dentures and polymethyl methacrylate for manufacturing denture bases in the
suspension of Candida albicans strain penetrates microorganisms into the material.

Materials and methodsThe tested materials were the acrylic denture-base resin

Vertex Rapid Simplified (Vertex-Dental, the Netherlands) and the silicone material for
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long-term soft relining Mollosil Plus (Detax, Germany). Samples for PMMA tests were
polymerized in gypsum molds and then subjected to grinding in order to standardize the
surface condition. Silicone materials were cross-linked in forms made of stainless steel. A
different technique was used to produce samples for testing the bond strength of the soft
lining materials with denture base PMMA material, where custom-made removable molds
were used.

Specimens made of the materials were incubated/conditioned for 30, 60 or 90 days
at 37 °C in liquid Sabouraud medium diluted 5-fold with PBS (KO - control) and in a
suspension of the standard Candida albicans strain ATCC 10231 in an analogously diluted
medium (CA — Candida albicans), the final density of the strain suspension was 3 x 106
CFU / ml. The substrates were changed twice a week. All mechanical properties tests and
microscopic observations were performed after each of the incubation/conditioning time.

After the end of each incubation time, the samples of materials intended for
mechanical properties tests and scanning electron microscopy (SEM) tests were taken out
and rinsed lightly with a 4% glutaraldehyde solution in 0.9% NaCl solution, and then
placed in the solution as above for 2 h.

Shore A hardness was measured with a Bareiss HPE I1-A hardness test (indentation
time was 5 s). Testing the tensile bond strength of the relining with PMMA was realized by
placing the test material in a two-part ring between two PMMA bases. The rings were
removed after samples' preparation. The test was realized at a crosshead speed of 10 mm /
min until the rupture, and the bond strength was calculated. Moreover, for each of the
samples, the type of fracture was determined visually. For tensile strength tests, specimens
with dimensions compliant with 1SO 527-2-5B / 1ISO 37-437 were made, which were
subjected to uniaxial tension at a speed of 10 mm / min (relining) and 5 mm / min (PMMA
resin). The three-point flexural strength test was carried out on specimens with dimensions
of 3.3 x 10 x 64 mm. The distance of the supports was 50 mm. The crosshead speed was 5
mm / min. The flexural strength and the flexural modulus were calculated. The Charpy
impact tests were carried out on unnotched samples with dimensions of 50 x 6 x 4 mm.
The distance between supports was 40 mm. During the test, the energy absorbed by the
broken sample was measured and the Charpy impact strength was calculated. For ball
hardness tests, samples with dimensions of 5 X 30 x 40 mm and a Zwick 3106 hardness
tester were used. The device automatically calculated hardness (H) in N / mm2. For testing

the Vickers microhardness, a Future-Tech FM-700 hardness tester was used. A load of 300
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g and a loading time of 15 s were applied.Testing on the scanning electron microscope
Zeiss SUPRA 35 included the analysis of the surface and fractures of the samples
subjected to previous mechanical tests for each of the conditioning times (silicone - bond
strength, tensile strength; PMMA - tensile and bending strength) and the surface control of
samples prepared for this purpose. All samples were subjected to gold sputtering before
testing. Samples for fluorescence microscopy were carefully washed in PBS, and then 1-2
drops of decofluor were placed on the microscopic slide slide. After 1-2 minutes of
incubation at room temperature, observations were made with the OLYMPUS IX 51
inverted fluorescence microscope (magnification 400-fold).

The results were statistically analyzed using the PQStat ver. 1.6.6.204 (PQStat
Software, Poland).

Results

The initial average Shore A hardness was 31.4. The conditioning of materials in
both the liquid substrate solution and the C. albicans suspension resulted in a statistically
significant increase in hardness only in relation to this value. The hardness of the material
conditioned in the liquid substrate solution ranged from 33.3 (after 90 days) to 33.6 (after
30 days), and in C. albicans suspension from 33.1 (after 30 days) to 33.7 (after 60 days).
These values did not differ statistically significantly.

The average tensile strength of the silicone material remained stable throughout the
experiment (no statistically significant differences) and ranged from 3.1 MPa (baseline) to
3.3 MPa (KO, 60 days).

The bond strength ranged from 1.4 MPa (KO, 60 days) to 1.6 MPa (CA, 60 days)
and no statistically significant differences were noted.

Microscopic examination confirmed the presence of numerous blastospores on the
surface of CA samples, sometimes and much less frequently pseudohyphae. In the case of
KO, the presence of numerous crystals, probably derived from the solution used (NaCl),
were noted. Only the presence of single yeast cells inside the material was noted.

Vickers hardness (surface) was changing both with time and with the conditions of
the experiment. In the case of KO, the mean value of hardness after the first month of the
experiment decreased from 17.7 kgf / mm2 to 17.4 kgf / mm2, and then increased to 18.8
kgf / mm2. In the case of CA, a gradual reduction in hardness down to 16.2 kgf / mm2
(CA, 90 days) was noted.
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The values of ball hardness decreased with the duration of the experiment, but were
comparable after different conditioning conditions. The highest value was obtained for the
starting conditions (165 N / mm2), and the lowest for KO, 90 days (153.1 N / mm2).

There were no statistically significant differences in the tensile strength, the mean
values of which ranged from 60.1 MPa (CA, 30 days) to 65.1 MPa (KO 90 days).

There were no statistically significant differences in the mean values of flexural
strength and flexural modulus which ranged from 97.0 MPa (KO, 60 days) to 103.1 (CA,
90 days) with the initial value of 100.6 MPa and 2.7 GPa (KO, 60 days) to 2.9 GPa (CA,
90 days), respectively.

The impact strength of the tested materials was stable during the experiment and
ranged from 10.3 kJ/mm2 (CA, 30 days), from 10.8 kJ/mm2 (CA, 60 days), at 10.9
kJ/mm2 for the starting material.

The presence of C. albicans blastospores and hyphae was noted on the surface of
CA samples. The colonies of microorganisms were deposited in places such as scratches
after grinding, crystallized components of the substrate in which the samples were
incubated. The presence of C. albicans inside the tested samples has not been clearly
confirmed.

Conclusions

Based on the research results the following conclusions were formulated:

e The presence of C. albicans suspension in the Sabouraud liquid substrate
solution did not affect the properties of the silicone lining material, such as
Shore A hardness, tensile strength and bond strength to the denture base
material, during the 90-day experiment.

e The presence of C. albicans suspension in the Sabouraud liquid base solution did
not affect the PMMA denture base material properties such as flexural strength,
flexural modulus, tensile strength, impact strength or ball indentation hardness,
however caused changes in the surface hardness of the material.

e The likely reason of the reduction in surface hardness of the acrylic material
noted by conditioning samples in C. albicans suspension was yeast-induced
changes in the pH of the solution and / or the presence of ethyl alcohol, but
future studies are required to confirm this assumption.

e Only a few C. albicans blastospores occurring in breakthroughs of some of the

analyzed samples were recorded. Considering their number and other premises
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resulting from the analysis of SEM images (presence of small, loose particles), it
can be assumed that their presence was not related to the penetration of yeasts
into the material, but to the process of fracturing of samples during strength
tests. In view of the above, there is no evidence of C. albicans penetration into
silicone relining materials and acrylic materials for denture plates.

In this study the previous literature reports on the penetration of C. albicans into
the interior of silicone and acrylic materials were not confirmed, despite the use
of incubation conditions comparable to that of some previous studies and more
than twice the experiment time. Thus, the question related with the risk of
penetrating the C. albicans cells to the observed samples during the cutting of
samples in an aqueous environment with a microtome / diamond disc, or about
the potential influence of environmental factors on such different experimental
results remains open

The presence of mainly C. albicans blastospores and pseudohyphae on the
surface of both materials was confirmed. It was noticed that they occurred
mainly in places where crystallized structures (silicone and PMMA) and
grinding marks (PMMA) were observed. This indicates that the deterioration of
the surface condition, understood as the formation of, for example, cracks or
unevenness on it during use, is a factor favoring the colonization of materials by
microorganisms and may, over time, lead to the formation of places difficult to
access when cleaning dentures, which are a source of material recolonization by

pathogenic yeasts.
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