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Streszczenie

Slina naturalna jest jednym z najwazniejszych pty-
noéw ustrojowych i petni wiele istotnych funkcji w jamie
ustnej. Jednakze, w pewnych sytuacjach, dochodzi
do procesu zaburzenia jej wydzielania, co skutkuje
pojawieniem sig objawow hyposaliwacji (redukcji wy-
dzielania $liny) lub kserostomii (sucho$c¢ jamy ustnej).
W takich przypadkach stosuje sie substytuty $liny,
ktorych zadaniem jest petnienie funkcji $liny natural-
nej. W niniejszej pracy przygotowano i przetestowano
preparaty $liny, ktérych sktad chemiczny oparty jest
0 mucyne pochodzenia zwierzecego i gume ksan-
tanowg, rozpuszczonych w buforowanym roztworze
soli. Przygotowane preparaty $liny wzbogacono
0 nanoczgstki zfota, uzyskujgc roztwory o stezeniu
200 ug/ml. Nastepnie, przeprowadzono badania
ich aktywnoSci przeciwgrzybicznej (w stosunku do
szczepu Candida albicans). Do badan biologicznych
wykorzystano probki materiatu implantacyjnego
powszechnie stosowanego w protetyce stomatolo-
gicznej (stop Co-Cr-Mo, Remanium 380+), ktory prze-
trzymywano w roztworze kontrolnym i preparatach
Sliny (z/bez dodatku nanoczgstek ztota) w czasie 72 h
w temperaturze 37°C. Po inkubacji dokonano obser-
wacji mikroskopowych powierzchni probek badanego
stopu z wykorzystaniem konfokalnego laserowego
mikroskopu skaningowego (CLSM). Uzyskane wy-
niki badan wykazujg réznice pomiedzy testowanymi
roztworami w zakresie obecno$ci drobnoustrojow
Candida albicans. Zaobserwowano, ze obecno$¢
nanoczgstek ztota w preparacie $liny istotnie redukuje
wzrost szczepu Candida na powierzchni testowanego
stopu dentystycznego.

Stowa kluczowe: preparat $liny, nanoczgstki ztota,
aktywnos$c¢ przeciwgrzybicza, Candida albicans
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Abstract

Natural saliva is one of the most important biologi-
cal fluids and it fulfils many important functions in oral
cavity. However, in some cases, disorders of salivary
gland functions may cause hyposalivation (reduction
of saliva secretion) or xerostomia (dryness of the oral
cavity). Thus, so-called saliva substitute preparations
can be used to support the functions of saliva. In our
work, saliva substitute was prepared on the basis
of porcine gastric mucin and xanthan gum, both dis-
solved in saline buffer. Additionally, gold nanopartic-
les were added to tested solution with concentration
of 200 ug/ml and biological characterisation was
evaluated. Analysis of the candidacidal activity (aga-
inst Candida albicans) of prepared saliva substitute
with addition of gold nanoparticles was performed.
Tests were carried out after keeping samples of
dental material (Co-Cr-Mo alloy, Remanium 380)
in control sample and saliva preparations (with and
without gold nanoparticles) during 72 hours at 37°C.
After incubation, tested surfaces were observed
using confocal laser scanning microscopy (CLSM).
The obtained results of microscopic observations
showed differences between the tested prepara-
tions in the scope of presence of Candida albicans.
It was observed that gold nanoparticles significantly
reduced the growth of Candida albicans species at

tested dental material.

Keywords: saliva substitute, gold nanoparticles,

candidacidal activity, Candida albicans
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Wprowadzenie

Jama ustna jest przestrzenig o swoistym ekosystemie,
w ktérym istotng role odgrywa wydzielina gruczotéw $li-
nowych. Zachodzi w niej wiele proceséw warunkujgcych
zachowanie homeostazy ustroju [1,2]. Przebieg wiekszosci
z nich warunkowany jest obecnoscig sliny, a wtasciwie jej
specyficznym sktadem, warunkujacym jej wtasciwosci uzyt-
kowe. Jednymi z wazniejszych biatek wystepujgcych w $linie
sg mucyny [3], ktére odgrywajqg istotng role w procesach
nawilzania i smarowania, jak rowniez formowania keséw
pokarmowych [4-7]. W pewnych stanach chorobowych
dochodzi do zaburzeh wydzielania $liny, a dysfunkcja jej
sekrecji moze prowadzi¢ do szeregu zmian patologicznych
w jamie ustnej. Pojawiajagca sie hyposaliwacja (redukcja
wydzielania $liny) lub kserostomia (suchos$¢ jamy ustnej)
powoduje zaburzenia procesu mowy, zucia, przetykania
i prowadzi do powstawania standéw zapalnych [8]. Jednym
z nich jest kandydoza sluzéwki jamy ustnej, wywotana gtow-
nie przez grzyby Candida albicans, ktére obok réznorodnych
bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych sg elementem
mikrobiomu jamy ustnej, pomimo bogactwa skfadnikow
antybakteryjnych obecnych w $linie naturalnej [9,10]. Drob-
noustroje te ulegajg adhezji do powierzchni tkanek twardych
i migkkich jamy ustnej. Sg obecne nie tylko na powierzchni,
ale rowniez w szczelinach dzigstowych, gdzie dostep tlenu
jest utrudniony. Ta r6znorodnos¢ warunkéw sprawia, ze jame
ustng zamieszkujg zaréwno organizmy aerobowe, jak i te
bezwzglednie beztlenowe.

Na rynku farmaceutycznym istnieje zapotrzebowanie
na coraz skuteczniejsze, a zarazem bezpieczniejsze dla
odbiorcy produkty wspomagajgce prawidtowe procesy
zachodzgce w jamie ustnej [11,12] oraz jej ochrone przed
mikroorganizmami chorobotwérczymi. Nalezy pamietac,
ze substytuty sliny stosowane sg nie tylko w przypadkach
obnizonego wydzielania $liny, ale sg uzywane réwniez
przez osoby stosujgce protezy zebowe. Wprowadzenie do
jamy ustnej protezy ma czesto wptyw na zmniejszenie ilosci
wydzielanej $liny. Odpowiednia ilos¢, gestosc oraz lepkosé
sliny pomagajg utrzymac proteze w odpowiednim potozeniu,
zapobiegajgc jej przesuwaniu i tym samym eliminujg uszko-
dzenia btony $luzowej. Odpowiednie nawilzenie jamy ustnej
ma w tym przypadku duze znaczenie [13]. Preparaty $lino-
zastepcze mogg stosowaé réwniez pacjenci z dysfunkcjg
zgryzu, np. ze zdiagnozowanym bruksizmem (mimowolne
silne zwieranie zebow oraz wykonywanie ruchow zuchwy
w roznych kierunkach prowadzgce do silnego $cierania
szkliwa, a nastepnie zebiny) [14]. Sztuczng $line stosuje
sie réwniez w celu zmniejszenia ilosci mikroorganizméw
kolonizujgcych jame ustng wywotujgcych préchnice. Produ-
cenci stosujg w swoich farmaceutykach rozmaite substancje
wptywajgce na hamowanie rozwoju drobnoustrojow préch-
nicotworczych. W$rdd nich przewazajg srodki bakterio-
i grzybobojcze. Dodatkami popularnych preparatow sztucz-
nej sliny wywotujgcymi opisane efekty sg miedzy innymi:
lizozym, laktoferyna, ksylitol i fluor.

Dostepne obecnie preparaty $liny roznig sie sktadem
chemicznym, konsystencjg, wtasciwosciami fizykoche-
micznymi i biologicznymi. Brakuje jednak preparatu, ktory
spetniatby oczekiwania stawiane mu przez pacjentéw. Stad
tez, caty czas poszukuje sie nowych srodkéw, ktére mogtyby
wspomoc uktad immunologiczny w walce z mikroorgani-
zmami wywotujgcymi choroby jamy ustnej z zachowaniem
odpowiednich wtasciwosci reologicznych. Szkodliwym od-
dziatywaniom drobnoustrojow mogg sprosta¢ srebro oraz
ztoto, a w szczegolnosci ich odmiany w postaci nanoczastek.
Dodatkowo, jako metale szlachetne nie ulegajg one korozji,
co jest istotne z punktu widzenia kontaktu z metalicznymi
materiatami protetycznymi.

Introduction

The oral cavity is a specific ecosystem, where important
function plays secretion of salivary glands called saliva.
Many biological and chemical processes occur in this en-
vironment and are responsible for homeostasis in human
body [1,2]. Most of these processes can be realized due
to presence of saliva and exactly due to its composition,
which is responsible for general properties of natural saliva.
One of the most important proteins in saliva are mucins
[3] due to their good wettability and lubricative properties
in oral cavity [4-7]. However, in some sickness situations,
a large number of people suffer from impaired salivary
functions. Disorders of human saliva secretion may lead
to many pathological changes in oral cavity. Presence of
hyposalivation (reduction of saliva secretion) or xerostomia
(dryness of the oral cavity) result in incorrect pronunciation,
mastication, swallowing and is a reason of oral inflamma-
tions [8]. One of them is candidosis of oral cavity mucous
membrane, caused mainly by Candida albicans, which next
to different Gram-positive and Gram-negative bacteria are
present in oral cavity environment, despite presence of
numerous antibacterial ingredients in natural saliva [9,10].
Those microorganisms are adhered to hard and soft tissues
of oral cavity and are present not only on those surfaces,
but also in gingiva gaps, where oxygen inflow is inhibited.
This heterogeneity of conditions causes that both aerobic
and anaerobic microbes exist in oral cavity.

Taking above into account it can be concluded that on
the pharmacological market there is a demand from patients
for more effective and simultaneously safe products, which
assist the normal processes occurred in oral cavity [11,12]
and give protection against sickness microorganisms.
It should be noted here that saliva substitutes are used
not only in the case of saliva secretion reduction but also
by people with prostheses in the stomatognathic system.
Presence of tooth prosthesis in oral cavity can influence the
reduction of saliva secretion. Appropriate quantity, density
and viscosity of saliva reduce a prosthesis displacement in
the oral cavity and thereby eliminate mucous membrane
damage. Hence, good moisturizing of oral mucosa is very
important in this case [13]. Saliva substitutes may be also
used by patients with dysfunctions of occlusion system,
i.e. with bruxism (involuntary strong teeth clumping and
movement of submaxilla in different directions leading to
severe wear of the enamel and dentin). [14]. Synthetic sa-
liva is also used in order to reduce the amount of bacteria
responsible for teeth caries in oral cavity. Thus, producers
put into saliva substitutes the active substances which
limit the growth of tooth decay bacteria. In this group are
antibacterial and antifungal compounds. Thus, the basic
components of commercial preparations are, for example:
lysozyme, lactoferrine, xylitol, fluorine.

The saliva preparations available on the pharmaceutical
market are characterized by different composition, texture,
biological and chemical properties. However there is a lack
of preparations which fulfil the requirements demanded of
them. Thus, saliva preparations should be characterized
by beneficial general properties in comparison to those
currently being used. This particularly pertains to new
synthetic saliva additives which could assist the immune
system, will reduce the growth of tooth decay bacteria and
still will have an advantageous influence on the rheological
properties of synthetic saliva compositions. In the context of
such antimicrobial compounds, gold and silver are of great
interest, particularly in form of nanoparticles. Additionally,
as noble metals, they are not corrosive, which is of great
significance when consider their contact with metal pros-
theses in oral cavity.
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W niniejszej pracy zaproponowano wprowadzenie na-

® o o o o o @ noczastek ztota do preparatu Sliny, ktérego wtasciwosci

reologiczne i tribologiczne sg zblizone do $liny naturalnej
[15-17]. Nanoczastki metali charakteryzujg sie odmiennymi
wiasciwosciami w stosunku do metali w skali makrosko-
powej. Nanoczgstki ztota sg obecnie nowatorskim, lecz
niezwykle ciekawym i perspektywicznym obszarem badan
[18]. W wielu opracowaniach naukowych wskazuje sie, ze
sg one alternatywg dla standardowych $rodkow antydrob-
noustrojowych [10].

Celem utylitarnym pracy jest ocena wptywu nanoczgstek
ztota na adhezje komoérek Candlida albicans na powierzchni
biomateriatu stosowanego w protetyce stomatologiczne;j.
Wzrost biofilmu z udziatem m.in. tych drobnoustrojéw na
ich powierzchni moze bowiem w rezultacie prowadzi¢ do
przedwczesnego uszkodzenia implantow i protez stoma-
tologicznych.

Materialy i metody

Szczep Candida albicans

Badania wykonano na szczepach grzyba Candida albi-
cans pozyskanych w Polskiej Kolekcji Mikroorganizmoéw we
Wroctawiu (Instytut Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej
PAN): Candida albicans (PCM 1407). Grzyby hodowano
w bulionie Sabourauda przez 24 h, wstrzgsajac (100 rpm/
min) w temperaturze 37°C. Nastepnie komoérki posiano
redukcyjne na podioze state celem izolacji pojedynczych
kolonii i inkubowano w przez 24 h w temperaturze 37°C.

Materialy do badan

Badania adhezji drobnoustrojow szczepu Candida al-
bicans przeprowadzono na powierzchni probek materiatu
implantacyjnego powszechnie stosowanego w stomatologii
i protetyce stomatologicznej (stop Co-Cr-Mo, Remanium
380+, Dentaurum, Niemcy). Stopy kobaltu wykorzystywa-
ne sg do produkcji ruchomych elementéw protetycznych
ze wzgledu na ich wiasciwosci mechaniczne, odpornos¢
korozyjna, gtadko$¢ powierzchni i maty modut sprezystosci
[19]. Sktad chemiczny testowanego stopu przedstawiono
w TABELI 1.

Do badan przygotowano prébki o $rednicy 5 mm
i wysokosci 2 mm. W celu oceny wptywu chropowatosci,
powierzchnia potowy badanych probek byta szlifowana i po-
lerowana. Wyjsciowa chropowato$é powierzchni wynosita:
Ra = 1,1 um, a po polerowaniu: Ra = 0,2 um.

Przygotowane w ten sposdb materiaty oczyszczono
w piuczce ultradzwiekowej w roztworze aceton/alkohol
etylowy i sterylizowano w autoklawie. Wykorzystano po 3
probki do kazdego rodzaju testowanego $rodowiska. Srodo-
wiskiem w badaniach byta pozywka dla grzyba C. albicans
oraz dwa roztwory $liny, w skfad ktérych wchodzita mucyna
pochodzenia zwierzecego (Sigma-Aldrich, M1778), guma
ksantanowa (Sigma-Aldrich, G1253) i nanoczastki ztota
o kulistym ksztatcie i wymiarach 9 £2 nm. Nanoczastki ztota
otrzymano wg metodyki opisanej w pracach [20,21] z pewny-
mi modyfikacjami. Nie zastosowano zadnej powierzchniowej
modyfikacji nanoczgstek ztota.

Mucyna (naturalna glikoproteina) jest jednym ze
sktadnikdw komercyjnych preparatéw $liny [22-24], m.in.
dzieki dobrym wiasciwosciom smarnym [4,5,7]. Substytuty
sliny na bazie mucyn sg szczegdlnie preferowane przez
pacjentow, u ktérych zdiagnozowano kserostomie [25].

The main goal of this work was to prepare gold nano-
particles based saliva substitutes, which rheological and
tribological properties are similar to natural saliva and were
evaluated in previous works [15-17]. It should be mentioned
here that metal nanoparticles are characterized by different
properties in comparison to their macroscopic analogues.
Gold nanoparticles are innovative and simultaneously inter-
esting and perspective field of research [18]. In the literature
[10] it is indicated that they are an alternative for standard
antibacterial factors.

The utilitarian effect of this work is an evaluation of the
influence of gold nanoparticles on Candida albicans cells
adhesion to surface of biomaterial used in prosthetic den-
tistry. The growth of biofilm on its surface with participation
of above microbial cells may lead to premature damage of
implants and dental prostheses.

Materials and Methods

Candida albicans species

Biological analysis was conducted using Candida
albicans species purchased from Polish Collection of
Microorganisms in Wroclaw (Institute of Immunology and
Experimental Therapy PAN): Candida albicans (PCM 1407).
Fungal cells were cultured on Sabouraud boullion for 24 h
with shaking (100 rpm/min) at temperature of 37°C. Next,
cells were seeded on Sabouraud agar plates for overnight
and cultured at 37°C.

Materials

Tests of Candida albicans microorganisms’ adhesion
to surface of widely used in stomatology and prosthetic
dentistry material (Co-Cr-Mo alloy, Remanium 380+, Den-
taurum, Germany) were tested in the present study. These
alloys are used for removable elements of prostheses due
to its mechanical properties, corrosive resistance, smooth
surface and low elasticity modulus [19]. The elemental
composition of tested alloy is shown in TABLE 1.

TABELA 1. Sktad chemiczny stopu kobaltu.
TABLE 1. Chemical composition of cobalt alloy.

RS cr | Mo |Mn,si N, C
Element T
10S€ [Y0mas ] reszta
Composition [Yo,s] 2| e balance

For each test, samples with a diameter of 5 mm and
a height of 2 mm were used. In order to evaluate the influ-
ence of roughness, surface of one half of tested samples
was polished. Initial surface roughness was Ra = 1.1 pm,
after polishing: Ra = 0.2 pm.

The polished/unpolished materials were ultrasonically
degreased in acetone/alcohol and sterilized in an autoclave.
Three samples were tested for each type of environment.
The environments used in the research were: nutrient me-
dium for C. albicans and two saliva preparations based on
gastric porcine mucin (Sigma-Aldrich, M1778), xanthan gum
(Sigma-Aldrich, G1253) and spherical gold nanoparticles
with diameter 9 £2 nm. Gold nanoparticles were obtained
according to modified method given in works [20,21]. No
surface modification of gold nanoparticles was applied.

Porcine gastric mucin (natural glycoprotein) is one of the
ingredients of commercial saliva preparations [22-24] due
to its good lubricative properties [4,5,7]. Mucin-containing
substitutes are preferred by xerostomia patients [25].
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Guma ksantanowa jest wieloczgsteczkowym polisacha-
rydem uzyskiwanym w procesie bakteryjnej fermentacji
weglowodandw. Roztwory ksantanu pozostajg stabilne
w szerokim zakresie pH, a jego czgsteczki sg odporne na de-
gradacje pod dziataniem enzymoéw oraz w silnie kwasnym/
zasadowym $rodowisku. Guma ksantanowa, dzieki swoim
wiasciwosciom reologicznym [26,27], stosowana jest m.in.
jako stabilizator i jest powszechnie wykorzystywana w wielu
gateziach przemystu, w tym w przemysle farmaceutycz-
nym. W buforowanym roztworze soli (PBS) rozpuszczono
mucyne i gume ksantanowg, po czym dodano nanoczgstki
ztota w stezeniu 200 ug/ml. Sktad chemiczny testowanych
roztworow przedstawiono w TABELI 2.

Xanthan gum is obtained from the fermentation process of a
carbohydrate substrate by bacteria. Xanthan gum solutions
are stable in wide range of pH range and its molecules are
resistant to degradation in a strongly acidic or basic envi-
ronment and to the action of enzymes. Thanks to its very
good rheological properties [26,27], xanthan gum is one of
the best stabilizers and is widely used in many branches
of industry, including pharmaceutical industry. Powders of
porcine gastric mucin and xanthan gum were dissolved in
phosphate buffered saline solution (PBS) and then gold
nanoparticles with concentration of 200 pg/ml were added.
Chemical composition of tested solutions is presented
in TABLE 2.

TABELA 2. Sktad chemiczny wykorzystanych do badan roztworéw.
TABLE 2. Chemical composition of tested solutions.

Srodowisko Sktad chemiczny
Environment Chemical composition
Kontrola pozywka
Control nutrient medium
A PBS + mucyna + guma ksantanowa
PBS + mucin + xanthan gum
B PBS + mucyna + guma ksantanowa + nanoczastki ztota
PBS + mucin + xanthan gum + gold nanoparticles

Hodowla biofilmu

Komérki grzybow Candida albicans zawieszono
w bulionie odzywczym ustalajgc gestos¢ komérek spektro-
fotometrycznie ODyy, = 0,5. Z tak przygotowanej zawiesiny
pobrano 100 pl i dodano do 10 ml bulionu zawierajgcego
probki badanego materiatu implantacyjnego oraz badane
roztwory sztucznej sliny. Przygotowane w ten sposéb probki
inkubowano przez 72 h w z wytrzgsaniem (100 rpm/min)
w temperaturze 37°C.

Obserwacje mikroskopowe

Ocena mikroskopowa testowanych powierzchni pod ka-
tem obecnos$ci Candida albicans zostata przeprowadzona
z wykorzystaniem konfokalnego laserowego mikroskopu
skaningowego (CLSM, LEXT OLS 4000, Olympus, KeyMed
House Stock Road SS2 5QH Southend-on-Sea, U.K.).
Obserwacji mikroskopowych dokonano po kilkakrotnym
ptukaniu prébek badanego stopu w roztworze PBS w celu
usuniecia drobnoustrojow niezwigzanych z powierzchnia.

Otrzymane zdjecia poddano obrébce w programie do
analizy obrazu (ImageJ) w celu ilo$ciowej oceny kolonii drob-
noustroju zasiedlajgcego okreslony obszar testowanych pro-
bek (analizowano powierzchnie o wymiarach 10 um x 10 ym).
Nastepnie policzono te kolonie w szesciu miejscach danej
probki o jednakowej powierzchni. Przedstawione w pracy
wyniki badan sg wartoscig $rednig (n = 6) z wyliczonym
odchyleniem standardowym (sd). Wyniki badan poddano
analizie statystycznej z wykorzystaniem analizy warian-
cji w programie STATISTICA 12.0. Wyniki uznawano za
istotne statystycznie przy p <0.05. W celu okreslenia
poziomu istotnosci, zastosowano nastepujgce wartosci p:
*p <0.05, **p <0.01, ***p <0.001 w stosunku do powierzchni
testowanej w srodowisku pozywki. Po sprawdzeniu zato-
zenia normalnosci rozktadu (test Shapiro-Wilka) i rownosci
wariancji (test Browna-Forsythe’a) dla testowanej grupy
wynikow, przeprowadzono test poréwnan wielokrotnych
(test Kruskala-Wallisa).

Strains and growth conditions

Candida albicans cells were suspended in nutrient boul-
lion, to establish cells density at ODgy, = 0.5. Then, 100 pl
of prepared suspension was taken and added to 10 ml of
boullion with tested saliva preparations and samples of co-
balt alloy. Prepared samples were incubated for 72 h with
shaking (100 rpm/min) at temperature of 37°C.

Microscopic observations

Evaluation of sample surfaces in terms of observation of
adsorbed Candida albicans cells was carried out by means
of the non-destructive real-time imaging technique: confo-
cal scanning laser microscopy (CSLM, LEXT OLS 4000,
Olympus, KeyMed House Stock Road SS2 5QH Southend-
on-Sea, U.K.). Microscopic observations were made after
rinsed several times of Remanium 380+ samples in sterile
PBS in order to remove free bacteria from steel surface.

Obtained pictures were analyzed using image analysis
software (ImageJ) in order to quantitative evaluation of
Candida colonies present on given surface area (dimen-
sions of tested area: 10 pm x 10 ym). Then, colonies were
counted in six places (with the same area) of the analyzed
sample. The values are expressed as average (n = 6) with
the indication of standard deviation (sd). The results were
analyzed statistically using STATISTICA 12.0 software.
The results were considered statistically significant at
p <0.05. In order to determine the level of significance, the
following p-values were used: *p <0.05, **p <0.01, ***p
<0.001 vs control (nutrient medium). After checking the
assumption of normal distribution (Shapiro-Wilk test) and
equality of variance (Brown-Forsythe test) for tested group of
data, test of multiple repeated comparisons (Kruskal-Wallis
test) was performed.
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Wyniki i dyskusja

Jama ustna stanowi otwarty system, w ktérym wy-
stepuje ciggta wymiana mikroorganizmow i czynnikow
przyczyniajgcych sie do ich wzrostu. Dzieje sie tak dzieki
panujgcym w niej warunkom. Zachodzi w niej bowiem ciggta
produkcja $liny i ptynu dzigstowego, odbywa sie wstepne
trawienie pokarmoéw. Tak zréznicowane fizykochemicznie
i biologiczne srodowisko sprawia, ze jama ustna zasied-
lana jest przez wiele mikroorganizméw. Drobnoustroje te
mimo antybakteryjnych wtasciwosci sliny, wypracowaty
swoiste przystosowania kolonizacyjne i sg w stanie bytowac
w takich warunkach srodowiskowych. Jak juz wczesniej za-
znaczono, jednym z mikroorganizmow zasiedlajgcych sro-
dowisko jamy ustnej sg grzyby z rodzaju Candida albicans.
Rozwijajg sie one takze na wszystkich powierzchniach ma-
teriatdw dentystycznych obecnych w jamie ustnej, w tym na
powierzchni elementow protetyki stomatologicznej. Z uwagi
na zdolnos¢ kolonizacji rowniez w trudno dostepnych miej-
scach, wystepujg trudnosci z ich usuwaniem. Powstajgcy
z czasem biofilm przechodzi w trwalsze struktury biologicz-
ne, mozliwe do usuniecia jedynie metodami mechaniczny-
mi. Stgd w walce z tego typu drobnoustrojami stosowane
sg rozne preparaty o wiasciwosciach antygrzybicznych
i antybakteryjnych, w tym ptukanki do jamy ustnej. Jednak
skutecznosc¢ tych preparatow, z uwagi na ich parametry
fizykochemiczne jest niedostateczna. Ulegajg one bowiem
szybko wyptukaniu i nie petnig stawianej im funkcji biolo-
gicznej w zwalczaniu drobnoustrojéw.

W niniejszej pracy zaproponowano preparat sliny
o dobrych parametrach fizykochemicznych (pH, lepkos$¢)
i tribologicznych, w sktad ktérego weszty nanoczastki ziota.
W czesci doswiadczalnej przetestowano ich wptyw na ad-
hezje Candida albicans na dwdch rodzajach powierzchni
stopu tytanu: chropowatej i gtadkie;.

Wyniki obserwacji mikroskopowych przeprowadzonych
za pomocg techniki CLSM przedstawiono na RYS. 1-3.
Oceniano wzrost kolonii testowanego drobnoustroju
w pozywce biologicznej oraz w roztworach sliny bez udziatu
(preparat A) i z udziatem (preparat B) nanoczgstek ztota.
Uzyskane zdjecia poddano nastepnie analizie obrazu
z wykorzystaniem programu ImageJ w celu ilosciowej
analizy kolonii drobnoustroju przypadajgcych na okreslong
jednostke powierzchni (10 pm x 10 pym).

Na RYS. 1 przedstawiono zdjecia powierzchni testo-
wanego stopu kobaltu przetrzymywanego w pozywce
biologicznej, odpowiedniej dla wzrostu Candida albicans.
Widoczne sg liczne kolonie drobnoustroju na obu testo-
wanych powierzchniach (chropowatej i gtadkiej). Wynika
z nich, ze powierzchnia chropowata (RYS. 1a obecnos$¢
rys i mikrobruzd, Ra = 1,1 uym) sprzyja adhezji komérek
grzyba, ktore przylegajg do niej szczegdlnie w miejscach
nieréwnosci.

Kolejny etap badan objat testy biologiczne w srodowi-
sku preparatu s$liny (roztwér A) bez dodatku nanoczgstek
ztota. Jak wynika z RYS. 2 na testowanych powierzchniach
zaobserwowano mniejszg ilos¢ komorek Candida albicans
w poréwnaniu do srodowiska czystej pozywki biologiczne;.

Trzecim testowanym srodowiskiem byt preparat Sliny
(roztwér B), w skiad ktérego weszty nanoczastki ztota.
Otrzymane wyniki badan wskazujg jednoznacznie na re-
dukcje adhezji komoérek Candida albicans w poréwnaniu
do dwoch poprzednich srodowisk (RYS. 3).

Results and Discussion

The oral cavity is an open system, where continuous
exchange of microorganisms and factors which regulate
their growth has been observed. These phenomena may
be processed due to conditions present in oral cavity, where
natural saliva and gum fluid are produced and preliminary
food digestion occurred. Thanks to above processes, oral
cavity is physicochemically and biologically diversified envi-
ronment, where different microorganisms are able to exist.
Those microbes, despite antibacterial properties of saliva,
create specific adaptation mechanisms and are able to exist
as colonies in such conditions. As it was earlier mentioned,
one of the microorganisms which colonizes oral cavity are
fungi called Candida albicans. Those microbes are able to
exist on all surfaces of oral cavity dental materials, includ-
ing surfaces of elements of dental prostheses. Because
of the ability of fungi colonization also in inaccessible
surfaces of dental materials, there are difficulties with their
removal. In those conditions, biofilm is formed, which with
time is transferred to more resistant structure, which may
be removed only using mechanical methods. Thus, taking
above into account different preparations with antibacterial
and antifungal properties are used in oral cavity, i.e. rinsing
fluids. However, the effectiveness of these fluids, due to
their physicochemical properties is insufficient. Because of
the fact that they are readily washed out from oral cavity,
they do not fulfil biological requirements connected with
microbes killing.

This paper proposes a saliva preparation with good tri-
bological and physicochemical parameters (pH, viscosity)
and which contains gold nanoparticles. In experimental
part, the influence of saliva substitutes on Candida albicans
adhesion on two types of cobalt alloy surfaces: rough and
smooth, was tested.

The microscopic observations results performed by
CLSM technique are presented in FIG. 1-3. The evaluation
of Candida microbe colonies growth in nutrient medium
and saliva solutions without (preparation A) and with addi-
tion (preparation B) of gold nanoparticles was performed.
Thus, for the quantitative analysis of Candida albicans colo-
nies present on determined unit surface (10 yum x 10 pm)
obtained pictures were analyzed using image analysis
software (ImageJ).

FIG. 1 presents tested cobalt alloy surfaces after incuba-
tion in nutrient medium for Candida albicans growth. Numer-
ous cells of microbes are present on both tested surfaces.
It can be concluded from obtained pictures that the rough
surface (FIG. 1 a, presence of scratches and microrills,
Ra = 1.1 ym) promotes adhesion of Candida cells, which
adhere particularly in the uneven places.

In the next step biological tests were performed in solu-
tion of saliva substitute without gold nanoparticles addition
(preparation A). As it may be concluded from FIG. 2, where
both tested surfaces are shown, less Candida albicans
cells in comparison to nutrient medium environment were
observed.

The third tested environment was saliva substitute
(preparation B) with addition of gold nanoparticles. Ob-
tained results unambiguously shown reduction of Candida
albicans adhesion in comparison to previous two environ-
ments (FIG. 3).
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RYS. 1. Zdjecia powierzchni stopu Remanium 380+ po przetrzymywaniu w pozywce mikrobiologicznej, 72 godz.:
a) powierzchnia chropowata, b) powierzchnia gtadka, CLSM, 10 um. Biate pola obrazuja zarys kolonii drobno-
ustroju po analizie powierzchni w programie ImageJ.

FIG. 1. Confocal scanning laser micrographs of Co-Cr-Mo alloy after contact with nutrient medium (control):
a) rough surface; b) smooth surface. Images represent typical field of view. CLSM, bars, 10 pm. White fields
present Candida colonies after image analysis (using ImageJ program).
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RYS. 2. Zdjecia powierzchni stopu Remanium 380+ po przetrzymywaniu w roztworze A (PBS+mucyna+guma
ksantanowa), 72 godz.: a) powierzchnia chropowata, b) powierzchnia gtadka, CLSM, 10 pm.

FIG. 2. Confocal scanning laser micrographs of Co-Cr-Mo alloy after contact with solution A (PBS+mucin+xanthan
gum): a) rough surface; b) smooth surface. Images represent typical field of view. CLSM, bars, 10 pm.



26

/' * Scanning modg:XYZ fine scan
+ Color
| Image size[pixels]:1024X1024
Image size[um]: 65x65
Objective lens:LMPLFLN100
/ Zoom:2X

RYS. 3. Zdjecia powierzchni stopu Remanium 380+ po przetrzymywaniu w roztworze B (PBS+mucyna+guma
ksantanowa+nanoczastki ztota), 72 godz.: a) powierzchnia chropowata, b) powierzchnia gtadka, CLSM, 10 pm.
FIG. 3. Confocal scanning laser micrographs of Co-Cr-Mo alloy after contact with solution B (PBS+mucin+xanthan
gum+gold nanoparticles): a) rough surface; b) smooth surface. Images represent typical field of view. CLSM,

bars, 10 pm.

Wyniki analizy obrazu, przeprowadzone w sze$ciu miej-
scach testowanych prébek, pozwolity na iloSciowe wyzna-
czenie kolonii drobnoustroju przypadajgcego na okreslong
powierzchnig prébki (10 um x 10 um). Na RYS. 4. przedsta-
wiono ilo$¢ kolonii drobnoustroju (warto$¢ srednia + odchyle-
nie standardowe) zasiedlajgcego dany obszar prébek o po-
wierzchni chropowatej (Ra = 1,1 ym) i gtadkiej (Ra = 0,2 um),
przetrzymywanych w trzech réznych $rodowiskach (po-
zywka biologiczna i preparaty sliny: A, B). Zaobserwowano
statystycznie istotnie mniejsza (***p<0.007) ilo$¢ kolonii
Candida albicans na powierzchni probek testowanych
w $rodowisku roztworu B w poréwnaniu do kontroli. Otrzy-
mane wyniki badan potwierdzajg wtasciwosci przeciwgrzy-
bicze nanoczgstek ztota.

Image analysis results, performed at six places of tested
samples, enabled for quantitative analysis of Candida colonies
present on determined area of the sample (10 um x 10 ym).
FIG. 4 presents number of Candida albicans colonies
(average value + standard deviation) adhered to rough
(Ra =1.1 ym) and smooth (Ra = 0.2 um) surfaces, kept in
three different environments (control and saliva substitutes:
A, B). Statistically significant lower (***p<0.007) number
of Candida albicans colonies was observed at surfaces of
samples tested in saliva B in comparison to control (nutrient
medium). These results confirmed that gold nanoparticles
exhibit antifungal properties.
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70 RYS. 4. Liczba kolonii Candida albicans
[] Chropowata/Rough na powierzchni testowanych prébek
Bl Gladka/Smooth przetrzymywanych w trzech $rodowi-
60 T

skach: kontrola (pozywka biologiczna)
i preparatow sliny: A, B; gwiazdkami
oznaczono wartosci istotnosci staty-
stycznej: ***p <0.001 (w stosunku do
kontroli).

RYS. 4. Number of Candida albicans
colonies present on surfaces of tested
samples, kept in three different environ-
ments: control (nutrient medium) and
saliva preparations: A, B; stars indicate
statistically significant differences:
***p <0.001 (vs control).
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Dane literaturowe wskazujg na zastosowanie nanocza-
stek ztota jako czynnikéw charakteryzujgcych sie dziataniem
przeciwbakteryjnym oraz przeciwgrzybiczym [20,21]. Anali-
za literaturowa z tego zakresu wskazuje, ze oddziatujg one
na poszczegodlne struktury komérkowe mikroorganizméw,
uposledzajgc tym samym ich podstawowe funkcje zyciowe.
Na RYS. 5 zaprezentowano mozliwe $ciezki mechanizmu
dziatania nanoczgstek ztota na mikroorganizmy, opracowa-
ne w oparciu o dostepng literature z tego zakresu.

Przytoczone wtasciwosci nanoczgstek metali majg row-
niez niezwykle istotne znaczenie w przypadku hamowania
wzrostu biofilmu na powierzchniach materiatéw stomatolo-
gicznych. Jak wynika z RYS. 5 oddziatywanie nanoczgstek
metali na komorke drobnoustroju moze przebiega¢ na
wiele sposobow. Ponizej kilka z nich zostato scharaktery-

Literature data indicate that gold nanoparticles are char-
acterized by antibacterial and antifungal properties [20,21].
Analysis of available reports shown that those particles exert
significant impact on individual microorganisms cell struc-
tures and impair their basic existence functions. In FIG. 5
possible mechanisms of gold nanoparticles activity against
microorganisms are presented.

Antimicrobial properties of metal nanoparticles play also
very important function in the inhibition of biofilm growth on
surfaces of prosthetics materials. As it was mentioned in
FIG. 5 interaction between metal nanoparticles and micro-
organisms cells may be realized in different biological ways.
Some of them are characterized below.

zowanych.

Utlenianie katalityczne

Aminokwasem wchodzgcym w sktad
Sciany komorkowej drobnoustrojow jest
cysteina, w ktorej grupg reaktywna jest
grupa tiolowa (-SH). Dwie czastki cystei-
ny majg mozliwosc¢ potgczy¢ sie poprzez
grupy tiolowe tworzgc w rezultacie dwu-
siarczkowy mostek stabilizujgcy struktu-
re biatka. Biorgc pod uwage fakt, ze na
poziomie atomowym nanoczgstki metali
majg zdolnos¢ pochtaniania tlenu, przez
co dziata on wéwczas jako katalizator
w kierunku utleniania. W roztworze tlen
atomowy, ktéry zaabsorbowany zostat
na powierzchni jonéw metali, czynnie re-
aguje z odstonietymi grupami tiolowymi
i usuwa z nich atomy wodoru, prowa-
dzgc w rezultacie do powstania wody.
W wyniku powyzszego mikroorganizmy
nie sg w stanie syntezowac¢ sktadni-
kow budulcowych Sciany komorkowej.
Powstajg wigzania -S-S-, a utozone
przenoszenia elektronéw tzw. fancuchy
oddechowe zamykajg sie. Woéwczas
bakterie tracg mozliwos¢ oddychania,

Utlenianie materiatu genetycznego
Oxidation of the genetic material
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Blokowanie ruchu komc’)rki‘x
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RYS. 5. Mechanizm oddzialywania nanoczgstek metali na komoérke drob-
noustroju [28].

FIG. 5. Mechanism of interaction between metal nanoparticles and cell of
microorganism [28].

co prowadzi do ich obumierania [28-32].

Reakcja ze $ciang komoérkowg

Kolejnym sktadnikiem $ciany komérkowej drobnoustro-
jow jest usieciowany polimer - mureina. Ten peptydoglikan
sktada sie z dtugich wielocukrowych tahcuchow, potgczo-
nych mostkami peptydowymi. Nanoczgstka metalu moze
wchodzi¢ w reakcje z odstonietymi na powierzchni pepty-
doglikanami, uniemozliwiajgc przebieg procesu oddychania
komédrkowego. Nanoczastki metali szlachetnych zaburzajg
réwniez samg biosynteze mureiny [33,34].

Denaturacja biatka

Denaturacja biatek jest procesem polegajgcym na takiej
zmianie jego przestrzennej budowy, ktéra spowoduje utrate
jego biologicznej aktywnosci. Wigzania dwusiarczkowe
-S-S- ulegajg wtedy rozerwaniu w obecnosci reduktoréw.
W przypadku nanoczgstek metali szlachetnych, ich ka-
talityczne wtasciwosci powodujg tworzenie sie wolnych
protonéw, wywotujgcych denaturacje biatek. W rezultacie
rozerwanie wigzan disulfidowych powoduje zniszczenie
struktury przestrzennej biatka [30].

Catalytic oxidation

One of the components of cell’s wall is aminoacid —
cysteine, in which the reactive group is thiol group (-SH).
Two molecules of cysteine are able to connect through thiol
groups forming disulfide bridge, which stabilizes protein
structure. Taking into account that on atomic level metal
nanoparticles are able to react with oxygen and in fact it acts
as catalyst of oxidation process. In solution, atomic oxygen,
which was adsorbed on surface of metal ions, reacts with
thiol groups and eliminate hydrogen atoms leading to the
formation of water molecule. As a result of this process,
microorganisms are not able to synthesize the components
of the cell wall. The -S-S- bonds are formed, and arranged
crosswise to the cell wall the electron transfers paths (so-
called respiration chains) are blocked. Then the bacteria
lose their ability to respire, which leads to their death [28-32].

Reaction with cell wall

Another component of microorganisms’ cell wall is
branched polymer - mureine. This peptidoglycan is com-
posed of long multisaccharides chains, bonded using
peptide bridges. Metal nanoparticles can react with pepti-
doglycans and block processes of respiration chain. Some
of them also interfer of mureine biosynthesis [33,34].
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Nanoczastki ztota stosowane sg takze w terapiach no-

® o o o o 0 o ywotworowych. W wielu publikacjach [35,36] udowodniono

ich aktywno$¢ przeciwnowotworowg. Nanoczastki te swojg
skuteczno$¢ uzyskujg gtéwnie dzieki unikalnym wtasci-
wosciom fizykochemicznym oraz technologii wytwarzania.
Efektywnos$¢ nanoczgstek moze by¢ réwniez kontrolowana
poprzez mozliwosci immobilizacji na ich powierzchni innych
czgsteczek biologicznie aktywnych [37,38].

Whnioski

Przedmiotem pracy byta ocena wptywu roztworu sztu-
cznej $liny z/bez dodatku nanoczastek ztota na wzrost
drobnoustroju Candida albicans na powierzchni (gtadkiej
i chropowatej) stopu kobaltu Remanium 380+. Po inkubacji
prébek biomateriatu w testowanych roztworach sliny, doko-
nano obserwacji mikroskopowych powierzchni stopu kobaltu
za pomoca techniki CLSM.

Z przeprowadzonych badan doswiadczalnych wynika,
ze najintensywniejsza adhezja Candida albicans na po-
wierzchni prébek metalicznych zachodzita w roztworze
kontrolnym. Na tych powierzchniach zauwazy¢ mozna wiele
pojedynczych komoérek grzyba, ale takze liczne skupiska
wykazujgce oznaki dalszego pgczkowania. Podobne wyniki,
aczkolwiek mniej intensywne zaobserwowano dla stopu
kobaltu inkubowanego w roztworze sliny bez dodatku nano-
czastek ztota. Z kolei, roztwor sztucznej sliny z dodatkiem
nanoczgstek ztota wykazat hamujgce dziatanie na adhezje
Candida albicans do powierzchni stopu CoCrMo.

We wszystkich przypadkach zaobserwowano, ze adhezja
drobnoustroju jest wieksza na powierzchni chropowatej
w porownaniu do gtadkiej. Potwierdza to fakt, iz mikroor-
ganizmy liczniej adsorbujg oraz intensywniej rozwijajg sie
w materiale o rozwinietej strukturze powierzchniowej bogatej
w rysy i zagtebienia.

Otrzymane wyniki badan potwierdzajg hamujacy wptyw
nanoczgstek ztota na adhezje i rozwéj Candida albicans
— jednego z czynnikow etiologicznych powodujgcych zaka-
zenia tkanek miekkich jamy ustnej. Zmniejszajg tym samym
jego adsorpcje do elementéw protetyki stomatologiczne;j.
Postulowany przez nas mechanizm dziatania nanoczgstek
zfota bazujgcy na zahamowaniu podstawowych proceséw
zyciowych powoduje obumieranie komérek tego grzyba oraz
zmniejszenie jego adhezji. Biobojcze dziatanie nanoczgstek
ztota, zawartego w preparacie $liny moze wiec przedtuzacé
okres trwatosci i czas uzytkowania materiatow protetycznych
przez pacjentéw oraz zmniejszaé ryzyko infekcji. Dodatko-
wo, biorgc po uwage lepka konsystencje preparatu $liny,
po jego aplikacji na powierzchni zebéw powstaje trwata
przeciwgrzybicza powtoka, a dzieki temu nanoczgstki ztota
obecne w np. mikroszczelinach miedzyzebowych bedg wy-
kazywac¢ dtugotrwate dziatanie ochronne przed rozwojem
mikroorganizmow i infekcjami.
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Peptide denaturation

Peptide denaturation is a process, where its spatial struc-
ture is changed what in fact destroys its biological activity.
Disulfide bonds (-S-S-) are destroyed in the presence of
reduction agents. In the case of nobel metals nanoparti-
cles, their catalytic properties lead to the formation of free
protons, which cause peptides denaturation. As a result,
breaking of disulfide bonds causes the destruction of the
spatial structure of peptide.

The gold nanoparticles are also used in cancer thera-
pies. A number of publications [35,36] has proven their
anticancer activity. Nanoparticles are effective due to their
unique physical and chemical properties and manufactur-
ing technology. Efficiency of the nanoparticles may also
be controlled by the possibility of immobilization on their
surface other biologically active molecules including drugs
or homing ligands [37,38].

Conclusions

The present study provides an objective observation of
the effectiveness of mucin based saliva preparations with/
without addition of gold nanoparticles on growth of Candida
albicans colonies on surfaces (rough and smooth) of cobalt
alloy Remanium 380+. After incubation of biomaterial’s sam-
ples in tested saliva preparations, microscopic observations
using CLSM were conducted.

Obtained results showed that the most intense Candida
albicans adhesion on metal surfaces was observed in the
case of control solution (nutrient medium). Numerous single
cells and colonies of Candida cells with gemmate signals
were observed at tested surfaces. Similar results, although
less intensive were obtained for cobalt alloy incubated in
saliva preparation without addition of gold nanoparticles.
On the other hand, saliva substitute with addition of gold
nanoparticles inhibit Candida albicans adhesion to CoCrMo
alloy surface.

In all tests it was observed that microbes adhesion was
more intensive to rough surface in comparison to smooth
one. It confirmed that microorganisms are adsorbed to
materials with more higher surface area, with numerous
scratches and vallecullas.

Obtained results confirmed inhibition effect of gold na-
noparticles on adhesion and growth of Candida albicans —
one of the aetiology factors which is a cause of soft tissues
infections in oral cavity. Tested nanoparticles decrease also
adsorption of Candida cells to elements of dental prosthe-
ses. The proposed mechanism of gold nanoparticles activity
is based on inhibition of basic life processes of Candida and
decrease of its adhesion to material surface. Antimicrobials
activity of gold nanoparticles present in saliva substitute
may sustain and prolong the stability and exploitation time
of prosthetic materials by patients and decrease risk of
infection. Additionally, taking into account viscous texture
of saliva preparation, after it application at teeth surfaces,
stable antifungal layer is formed and gold nanoparticles
present in i.e. teeth microscratches can longer act against
infections and as antimicrobial factors.

Acknowledgments

This scientific work was realized in the frame of work, no
S/WM/1/14 and financed from research funds of Ministry of
Science and Higher Education. Dr Joanna Mystkowska is
a beneficiary of a ministry program: “Scholarship for out-
standing young scientists”.

Z ommm® 0000 000000000000 00000000060000000000000000

w0



Pismiennictwo

[1] Dodds M.W.J., Johnson D.A., Yeh C.K.: Health benefits of saliva:
a review. Journal of Dentistry 33 (2005) 223-233.

[2] Bongaerts J.H.H., Rossetti D., Stokes J.R.: The Lubricating
Properties of Human Whole Saliva. Tribology Letters 27 (2007)
277-287.

[3] Pol J., Buczkowska-Radlinska J., Binczak-Kuleta A., Trusewicz M.:
Mucyny sliny ludzkiej — ich rola i znaczenie. Roczniki Pomorskiej
Akademii Medycznej w Szczecinie 53(2) (2007) 87-91.

[4] Celli J., Gregor B., Turner B., Afdhal N.H., Bansil R., Erramilli S.:
Viscoelastic Properties and Dynamics of Porcine Gastric Mucin.
Biomacromolecules 6 (2005) 1329-1333.

[5] Mellema J., Holterman H.J., Waterman H.A., Blom C.: Rheolo-
gical aspects pf mucin-containing solutions and saliva substitutes.
Biorheology 29 (1992) 231-249.

[6] Pailler-Mattei C., Vargiolu R., Tupin S., Zahouani H.: Ex vivo
approach to studying bio-adhesive and tribological properties
of artificial salivas for oral dryness (xerostomia). Wear 332-333
(2015) 710-714.

[7] Park M.S., Chung J.W., Kim Y.K., Chung S.C., Kho H.S.: Visco-
sity and wettability of animal mucin solutions and human saliva.
Oral Diseases 13 (2007) 181-186.

[8] Borges B.C., Fulco G.M., Souza A.J., de Lima K.C.: Xerostomia
and hyposalivation: a preliminary report of their prevalence and
associated factors in Brazilian elderly diabetic patients. Oral Health
and Preventive Dentistry 8(2) (2010) 153-158.

[9] Markiewicz Z.: Mikrobiologia. Réznorodnos¢, chorobotwérczosé
i Srodowisko. Wydawnictwo Naukowe PWN. Warszawa, 2012.
[10] Marsh P.: Mikrobiologia jamy ustnej. Wydawnictwo PWN,
Warszawa, 1994.

[11] Hahnel S., Behr M., Handel G., Burgers R.: Saliva substitutes
for the treatment of radiation induced xerostomia-a review. Support
Care Cancer 17 (2009) 1331-1343.

[12] Hanning S.M., Yu T., Jones D.S., Andrews G.P., Kieser J.A.,
Medlicott N.J.: Lecithin-based emulsions for potential use as saliva
substitutes in patients with xerostomia — viscoelastic properties.
International Journal Pharmaceutics 456 (2013) 560-568.

[13] Spiechowicz E.: Protetyka Stomatologiczna, Wydawnictwo
Lekarskie PZWL, Warszawa, 2008.

[14] Levine M. J.: Development of Artificial Saliva, Critical Reviews
in Oral Biology and Medicine, USA, 2004.

[15] Andrysewicz E., Mystkowska J., Dabrowski J.R., Olchowik R.:
Influence of self-made saliva substitutes on tribological characteri-
stics of human enamel. Acta of Bioengineering and Biomechanics
16(2) (2014) 67-74.

[16] Mystkowska J., Jatbrzykowski M., Dagbrowski J.R.: Tribological
Properties of Selected Self-Made Solutions of Synthetic Saliva.
Solid State Phenom 199 (2013) 567-572.

[17] Andrysewicz E., Mystkowska J., Dabrowski J.R., Krawczyk-
-Dembicka E.: Investigations of tribological and physicochemical
properties of human saliva and its substitutes. Engineering of
Biomaterials 118 (2013) 23-29.

[18] Schmidt H.: Gold — FISH: A new approach for the in situ detec-
tion of single microbial cells combining fluorescence and scanning
electron microscopy. Systematic and Applied Microbiology 35(8),
Bremen, 2012.

[19]Augustyn-Pienigzek J., Lukaszczyk A., Szczurek A., Sowinska K.:
Struktura i wlasnosci stopéw dentystycznych na bazie kobaltu
stosowanych do wykonywania protez szkieletowych. Inzynieria
Materiatowa 2(192) (2013) 116-120.

[20] Niemirowicz K., Swiecicka I., Wilczewska A.Z., Misztalewska |.,
Kalska-szostko B., Bienias K., Bucki R., Car H.: Gold-functionalized
magnetic nanoparticles restrict growth of Pseudomonas aeruginosa.
International Journal of Nanomedicine 9 (2014) 2217-2224.

References e e eoe oo

[21] Niemirowicz K., Swiecicka I., Wilczewska A.Z., Markiewicz K.H.,
Surel U., Kutakowska A., Namiot Z., Szynaka B., Bucki R., Car H.:
Growth arrest and rapid capture of select pathogens following mag-
netic nanoparticle treatment. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces
131 (2015) 29-38.

[22] Van der Reijden W.A., Veerman E.C.|., Nieuw Amerongen A.V.:
Rheological properties of commercially available polysaccharides
with potential use in saliva substitutes. Biorheology 31(6) (1994)
631-642.

[23] Vissink A., de Jong H.P., Busscher H.J., Arends J., Gravenmade
E.J.: Wetting Properties of Human Saliva and Saliva Substitutes.
Dental Research 65(9) (1986) 1121-1124.

[24] Christersson C.E., Lindh L., Arnebrant T.: Film-forming proper-
ties and viscosities of saliva substitutes and human whole saliva.
European Journal of Oral Sciences 108 (2000) 418-425.

[25] Visch L.L., Gravenmade E.J., Schaub R.M., Van Putten W.L.,
Vissink A.: A double-blind crossover trial of CMC- and mucin-con-
taining saliva substitutes. International Journal of Oral Maxillofaciacl
Surgery 15(4) (1986) 395-400.

[26] Yaseen E.I., Herald T.J., Aramouni F.M., Alavi S.: Rheological
properties of selected gum solutions. Food Research International
38 (2005) 111-119.

[27] Mystkowska J.: Physicochemical and rheological properties
of potential additives for synthetic saliva preparation. Solid State
Phenomena 220-221 (2015) 640-645.

[28] Lewkowicz E., Badania wtasciwosci biologicznych nanoczastek
ztota. Praca dyplomowa, Politechnika Biatostocka, Biatystok 2013.
[29] Bainbridge, W. S.: Springer Handbook of Nanotechnology.
“Springer-Verlag”, 2004.

[30] Kubikowski P., Kostowski W.: Farmakologia, Podstawy farma-
koterapii, PZWL, Warszawa, 1979.

[31] Banach M., Kowalski Z., Wzorek Z.: Nanosrebro-wytwarzanie,
wiasciwosci bakteriobdjcze, zastosowanie. Miesiecznik naukowo
techniczny: Chemik 60(9) (2007) 435-438.

[32] Hajipour M.J., Fromm K.M., Ashkarran A.A., Jimenez de Abe-
rasturi D., de Larramendi I.R., Rojo T., Serpooshan V., Parak W.J.,
Mahmoudi M.: Antibacterial properties of nanoparticles. Trends in
Biotechnology 30(10) (2012) 499-511.

[33] Janczuk Z., Samochowiec L., Wéjcicki J.: Kompendium farma-
koterapii dla stomatologii, Wroctaw, 2002.

[34] Obtak E., Gamian A.: The biological activity of quaternary am-
monium salts (QASSs). Postepy Higieny i Medycyny Doswiadczalnej,
64 (2010) 201-211.

[35] Boisselier E., Astruc D.: Gold nanoparticles in nanomedicine:
preparations, imaging, diagnostics, therapies and toxicity. Chemical
Society Reviews 38(6) (2009) 1759-1782.

[36] Rudzka K., Viota J.L., Mufioz-Gamez J.A., Carazo A., Ruiz-
-Extremera A., Delgado A.V.: Nanoengineering of doxorubicin deli-
very systems with functionalized maghemite nanoparticles. Colloids
and Surfaces B: Biointerfaces 111C (2013) 88-96.

[37] Islam M.R., Bach L.G., Seo S.Y., Lim K.T.: Immobilization of
proteins onto poly(2-hydroxyethyl methacrylate) functionalized
Fe-Au/core-shell nanoparticles via adsorption strategy. Journal of
Nanoscience and Nanotechnology 13(1) (2013) 603-606.

[38] Wang H., Zheng L., Peng C., Shen M., Shi X., Zhang G.: Folic
acid-modified dendrimer-entrapped gold nanoparticles as nano-
probes for targeted CT imaging of human lung adencarcinoma.
Biomaterials 34(2) (2013) 470-480.

29



