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Sammendrag  

Nøkkelord: tannemalje, demineralisering, micro-CT, in vitro, pilotstudie  

Målsetting: Målet med dette masterforsøket er å danne demineraliseringslesjoner som ligner 

på initialkaries ved hjelp av 4 ulike syreløsninger på emaljeoverflaten in vitro, og deretter 

sammenlikne bildene utfra de diagnostiske kriteriene, definert under, for å se hvilken som gir 

det beste resultatet. 

 

Metode: 40 tenner ble samlet inn fra UTK og TkNN, hvor deretter 12 tenner ble randomisert 

valgt ut til bruk i dette studiet. Hver krone ble spaltet fra roten og delt videre inn i 2, slik at vi 

fikk 24 kronebiter. De 24 kronebitene ble utsatt for 4 forskjellige syreløsninger og 2 

forskjellige tidsparametere slik at vi fikk 8 grupper totalt. Coca-Cola® (The Coca-Cola 

Company, USA) (pH 2.4), syreløsning med pH 2.4 og pH 4.4 ble utsatt for syreløsningen i 96 

timer og 144 timer. I gruppene hvor Total Etch® (Ivoclar Vivadent, Lichtenstein) 37 % 

forforsyre-gel med pH<1 ble brukt, var tidsintervallene 30 min og 6 timer. Kronebitene ble 

scannet før og etter de ble utsatt for syreløsningene med micro-CT (Skyscan 1272, Brukers, 

Kontich, Belgia). I DataViewer (Brukers, Kontich, Belgia) vises snittbildene av tannkronen i 

tre ulike plan (sagitalt, koronalt og transversalt).   

 

Resultat: I gruppen Coca-Cola® (The Coca-Cola Company, USA), med målt pH til 2.4, viste 

en liten demineralisiering. Gruppen syreløsning 1 (pH 2.4) viste en klar demineralisering med 

gjenværende emalje i overflaten. Gruppen syreløsning 2 (pH 4.4) ga ingen synlig 

demineraliseringslesjon. Total Etch® (Ivoclar Vivadent, Lichtenstein) 37% fosforsyre gel 

med en pH på <1.00, ga en svak demineraliseringslesjon.  

 

Konklusjon: I analysene av in vitro demineraliseringslesjonene fant vi ut at demineralisering 

med syreløsning 1 (pH 2.4) ga den tydeligste demineraliseringslesjonen (mest likt 

initialkaries). Videre forsøk kan benytte seg av denne løsningen, og de valgte 

tidsparametrene. Coca-Cola® med pH 2.4 og Total Etch® med pH<1.00 kan også brukes i 

dannelsen av in vitro demineraliseringslesjoner. Syreløsning 2 (pH 4.4.) ga minst tydelig 

demineralisering, så hvis denne skal benyttes bør tidsparametret økes.   
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Det er behov for flere studier med økt antall kronebiter og statistiske analyser, for å få mer 

bekreftende resultater.   

 

Etiske vurderinger 

Regional etisk komite (REK) gir tillatelse til å bruke biologisk materiale i dette studiet, se 

vedlegg 1. 
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1. Introduksjon 

I nyere forskning har vi sett en signifikant nedgang i kariesprevalens hos barn og ungdom i 

Skandinavia (1) . Det meste av disse dataene er basert på DMFT/DMFS-indeksen, noe som 

vil si at karies må ha invadert dentinet for å bli registrert (2). Dermed har ikke karieslesjoner 

som er begrenset til emaljen, kalt initialkaries, blitt inkludert i datasettene (3). Til tross for 

dette er initialkaries likevel en signifikant del av den totale kariesprevalensen (4).  

 

Tabell 1: Kariesfrie barn og ungdom mellom 6-19 år presenteres i prosent med D3MFT  (5) 

 

Tabell 1 viser at andelen kariesfrie barn (5-, 12-, 18 år i Norge) i Norden er høyt, og at Norge 

kommer dårligst ut blant kariesfrie 18-åringer i 2008. Med kariesfri menes personer med 

karies som ikke omfattes av DMFT-indeksen. Dette inkluderer tenner med karies i emaljen 

som ikke enda har trengt inn i dentinet. Statistikken fra tabellen beviser at karies blant unge i 

norden fortsatt er et problem. Dermed vil det også hele tiden være nødvendig med nye studier 

som retter seg mot karies, og i dette tilfellet, hvordan danne initialkaries in vitro. Offentlige 

rapporter viser at kariesprevalensen er gått opp og ned fra 80-tallet og frem til 2000 (1, 3, 5, 

6) . Deretter har det vært stabilt med gjennomsnittlig DMFT på 1.7 for 12-åringer og 5.0 for 

18-åringer, men med økende antall kariesfrie barn (6). I Oslo ble et utvalg 35-åringer fulgt 

opp fra de var 18 til de ble 37 år (6). Gjennomsnittlig DMFT-score på 37-åringene var 11.7, 

og som 18-åringer hadde de en gjennomsnittlig DMFT på 9.1. Disse DMFT-verdiene er ansett 

som et akseptabelt gjennomsnitt nasjonalt (6). Det er dog betydelige geografiske variasjoner 

på kariesprevalensen. DMFT-verdiene for 12-åringer sank fra 3.4 i 1985 til 1.5 i 1999, men 

steg til 1.7 i 2005. DMFT-tallet for 18-åringer har holdt seg rundt 5.0 frem til 2005 (1, 3, 5, 

6). I studien ser vi videre at Norge har den laveste DMFT-verdien for 18 åringer, hvor den falt 

fra 48 hos 12-åringene til 16 hos 18-åringene. Med så lav D-verdi (tenner med dentinkaries), 

er det ekstra interessant å se på arrestering av D1- og D2- emaljekaries. Vår studie kan bidra 

til økt kunnskap om utvikling av in vitro demineraliseringslesjoner, som kan brukes i 

forskning på emaljekariesprofylakse.  
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Termen karies brukes til å beskrive tegn og symptomer på lokal kjemisk oppløsning av 

tannsubstans forårsaket av metabolske aktiviteter i biofilmen som dekker området på tannen 

(3). Det skjer en kjemisk oppløsning av hardvev som kommer av melkesyre produsert av 

bakterier etter degradering av lav molekylvekts sukkerarter, som for eksempel glukose, 

fruktose og sukrose. Karies oppstår hvor plakk får ligge «beskyttet» og uforstyrret, og kan 

dermed modnes og få lavere pH (3). Når pH i biofilmen når et kritisk nivå, vil 

demineralisering av tannsubstansen starte (3).  

 

Emaljens kritiske pH-verdi for når den vil bli demineralisert av syrer er avhengig av 

mineralsammensetningen til emaljen. For emalje av hydroksylapatitt er denne verdien pH 5.5, 

mens emalje som er inkorporert fluor, fluorapatitt (fluorhydroksyapatitt), er pH-verdien 4.5. 

Det kritiske pH-punktet for emaljen vil dermed ligge mellom pH 4.5-5.5. Når pH-verdien er 

over det kritiske punktet, vil emaljen remineraliseres med mineraler fra saliva (3).    

 

Første tegn på en karieslesjon (initialkaries) er white spot lesion som kan observeres visuelt. 

En white spot lesion kan være ny, men den kan også være flere år gammel, da det er mulig å 

arrestere utviklingen av lesjonen. White spot lesions kjennetegnes visuelt som en hvit, opak 

forandring i emaljen. Overflaten er intakt, men svekket. En arrestert white spot lesion vil ha 

en glattere og mer skinnende overflate når den sonderes. En aktiv white spot lesion vil er mer 

ru enn en arrestert lesjon, samt ha en mattere farge (3).  

 

Kunnskap om emaljens mineralinnhold er nyttig når man undersøker demineraliseringer, og 

man kan bruke denne kunnskapen til å velge metoder for demineralisering og ikke minst 

graden av demineralisering. Når tannen erupterer i munnhulen inneholder emaljen 95 % 

mineraler og 5 % vann og organisk matriks etter vekt (7). For at emaljen skal kunne 

remineraliseres kreves det at kalsium- og fosfationer har mulighet til å diffundere inn i den 

porøse underoverflaten til emaljen. Dette skjer som oftest gjennom den relativt intakte øvre 

sonen (3). Ved white spot lesions vil vi kunne se fire forskjellige typer histopatologiske soner, 

som deles inn henholdsvis i to demineraliseringssoner og to remineraliseringssoner. For 

demineralisering ser vi en translusent sone (1 % mindre tetthet) som går langs fronten av 

lesjonen, og selve kroppen til lesjonen (>5-25 % mindre tetthet) som er hoveddelen av 
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lesjonen (ligger under den intakte emaljeoverflaten). I de to sonene med remineralisering har 

vi en «mørk sone» (2-4 % mindre tetthet) som befinner seg nær fronten av white spot lesion, 

rett over den translusente sonen, og en overflate sone (1-<5 % mindre tetthet), som danner det 

intakte overflatelaget over lesjonen (8). 

 

Etter ICDAS-II klassifiseringen av karies er radiolusensen til initialkaries begrenset til 

emaljen, og gjennom felles kriterier for kariesregistrering er det mulig å få kariesdiagnostikk 

standardisert. Grad 1 er inntil halvveis i emaljetykkelsen og grad 2 er inntil dentingrensen, 

men ikke inn i dentinet (9). På figur 1 er ICDAS-II demonstrert gjennom UiO sine bilder, 

hvor vi ser initialkaries grad 1 og grad 2. På røntgen vil initialkaries vises som en trekantet 

radiolusens hvor spissen går inn mot dentinet. Overflaten til radiolusensen er intakt, og dette 

kan ses på røntgenbildet. 

 

 

Figur 1: Bedømming av initialkaries røntgenologisk, grad 1 og grad 2 (9) 

 

Det er i nyere undersøkelser rapportert om en høy prevalens av dentale erosive skader hos 

unge. Prevalensen av erosjoner hos unge i Skandinavia har blitt rapportert til å være mellom 

59.0-65.0 % (10-12). Andre studier rapporterer opp mot 100.0 % (13).  

 

Erosiv tannslitasje er en to-trinns prosess. I det første trinnet blir tannsubstansen svekket og 

"mykgjort" av sure løsninger. I det andre trinnet skjer slitasjen, hvor den svekkede 

tannsubstansen blir slitt bort av intra-orale friksjons-prosesser (13). Erosjonslesjoner har 

typiske karakteristikker når det kommer til lokalisering, morfologi og klinisk utseende. Det 

vanligste affiserte områdene er palatinalflaten på maxillære incisiver og okklusalflatene på 
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6'ere i mandibelen (14, 15). Erosjoner på et tidlig stadium ses som glatte og flate fasetter på 

incisiver og okklusalt på molarer som lokaliserte, små groper. Videre progresjon av lesjoner i 

okklusalflaten vil fremstå som dype "cuppings" med eksponert dentin og tap av okklusal 

høyde og morfologi (15). Cuppings er en konkavitet i emaljen slik at dentin blir eksponer på 

en kuspespiss, og er et vanlig tegn på en dental erosjon. Oftest sees cuppings på første molar 

(16).  

 

Årsaksfaktorene som fører til erosive tannskader kan deles opp i to grupper etter hva som 

forårsaker skaden, intrinsiske og ekstrinsiske (13). Erosjonsskader kan oppstå som følge av 

vedvarende og gjentagende eksponering for endogene væsker, som magesyre. Dette er et 

eksempel på en intrinsisk årsaksfaktor (13). Magesyre har en pH på 1.6-2.9 (17), men i 

munnhulen har pH-verdien en tendens til å synke på grunn av bufferegenskapene til saliva 

(13). Pasienter med gastroøsofagal reflukssykdom, og pasienter med spiseforstyrrelser hvor 

oppkast er involvert, har ofte omfattende erosive tannskader (13). Uhlen et al. rapporterte i en 

studie at 69.7 % av pasientene med selvpåført oppkast (eks. bulemia nevrosa) hadde dentale 

erosive skader (18). Inntak av sure drikker som appelsinjuice og CocaCola® (pH målt til 2.4) 

kan også føre til erosive skader, disse er eksempel på ekstrinsiske årsaker (13). Andre 

ekstrinsiske faktorer er som kan føre til dentale erosjoner er medikamenter, livsstil og miljø 

(19). Fellesnevneren for både intrinsiske og ekstrinsiske erosjoner er at grad av skade som 

oppstår i all hovedsak er styrt av pH-verdi, og i hvor stor grad eksponeringen er gjentagende 

og vedvarende (13). I likhet med karies har saliva også en viktig rolle i beskyttelse mot 

erosjoner, og personer med tilstander og sykdommer som reduserer saliva-sekresjon er mer 

utsatt for erosjoner (19).  

 

Prinsippet til erosjon benyttes også av behandlere i form av forskjellige etsgeler for å skape 

bedre retensjon mellom restaureringer og tannsubstans. Etsemønsteret til disse er like som ved 

en erosjon, dette i den forstanden at det er en overflateerosjon uten dannelse av et lag under 

overflaten som er demineralisert. Ved etsing med syrer ser vi derimot at syren penetrerer 

dypere inn i emaljen og eksponerer prismene til emaljen i en større grad enn i erodert emalje 

(20). Når fukt fra dette området fjernes, ved hjelp av luftblåsing, vil det etsede området virke 

hvitt og krittaktig (3). 
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Til tross for utvikling av anti-kariesprodukter er karies fortsatt en av de mest prevalente 

kroniske sykdommene på verdensbasis (21, 22). Studier på demineralisering og 

remineralisering har en viktig rolle i forskning på demineraliserings-patologi, testing og 

utvikling av nye profylaktiske metoder (21, 22). Dette er fordi initialkaries kan 

remineraliseres og fluorbehandling kan stanse progresjonen av erosiv tannslitasje (13, 23-25). 

I majoriteten av epidemologiske kariesstudier som utføres, bruker man DMFTs-indeksen for å 

avgjøre hva som regnes som karies, og den benyttes i hele verden. Det vil si at en pasient ikke 

har karies før vedkommende har karies som går inn i dentinet (og dermed krever operativ 

behandling). Samtidig ser man en høyere andel av pasienter med emaljekaries (initialkaries) i 

land med stadig lavere DMFTs-score (1, 4). Profesjonell applisert fluorid, som f.eks. 

fluorlakk og fluorgel, er effektivt i å forhindre kariesutvikling, og benyttes også for å arrestere 

initialkaries (23). Fluoridbehandling kan ikke remineralisere erosive lesjoner, men kan stanse 

progresjonen og beskytte gjenværende emalje (13, 24). Som et resultat av dette er det i dag et 

stort fokus på ikke-operativ behandling av karies, og produsenter finner stadig nye produkter 

som kan, ifølge produsentene, gjøre dette (25). Derfor er det behov for evidensbaserte 

metoder for å skape initialkaries in vitro (25).  

 

I en samleartikkel av Yu et al. (22) som ga oversikt over antall studier med ulike modeller 

som kan brukes til konstruksjon av kunstig demineraliseringslesjoner, var det 37 artikler om 

biofilm modellen og 257 om den kjemiske modellen. Kjemisk fremstilt in vitro karies var den 

vanligste brukte metoden i samleartikkelen (22). Fordelen til de kjemiske modellene er at de 

er enkle, koster lite, er ikke tidkrevende og de er lettere reproduserbar enn biofilm-modellene. 

De kjemiske metodene lager dog ikke biologisk karies. Kjemisk fremstilt "karies" klarer 

heller ikke å etterligne en karieslesjon i de komplekse forholdene i munnhulen (22).  

1.1. Objektiv  

Målet med dette masterforsøket er å danne demineraliseringslesjoner (som er mest mulig likt 

intialkaries) ved hjelp av 4 ulike syreløsninger: Coca-Cola® med pH 2.4, syrebuffer med pH 

2.4 og 4.4, og Total Etch® pH<1.0 på emaljeoverflaten in vitro. Resultatene blir evaluert med 

mikrotomografi (mikro-CT), for å se hvilken syreløsningoppskrift som gir det beste 

demineraliseringsresultatet.  
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Hypotesen er at alle syreløsningene som har en pH under 4.5 vil gi tilnærmet like 

demineraliseringslesjoner.  

2. Metode 

2.1. Innsamling, utvalg og klargjøring av tenner  

I forkant av forsøket ble totalt 40 ekstraherte tenner samlet inn fra universitetstannklinikken 

og kirurgiavdeling ved TkNN. Det ble distribuert et informasjonsskriv til tannleger og 

studenter ved UTK og TkNN med prosedyre for innsamling (Vedlegg 2). Tennene ble skylt i 

rent vann, og rengjort for blod og saliva. Eventuelle rester av bløtvev ble forsiktig fjernet 

mekanisk. Etter rengjøring ble tennene oppbevart i en glassbeholder med Kloramin-T (0,5%), 

og oppbevart i kjøleskap ved 4 grader celsius frem til forsøksstart. Som figur 2 viser ble 20 

tenner valgt ut til et innledende eksperiment, hvor målet var å se om vi kunne lage 

demineraliseringslesjoner likt initialkaries, med hjelp av Coca-Cola® (The Coca-Cola 

Company, USA) med pH 2.4. Åtte tenner ble ekskludert på grunn av synlige defekter og 

skader i emaljen (karies, fyllinger, hypomineraliseringer, annet). 

 

Figur 2: Oversikt over antall tenner benyttet og eksludert 

40 tenner

20 tenner til 
innledende 
eksperiment

8 tenner eksludert 
pga. defekter

12 tenner spaltet til 
24 kronebiter

20 tenner til forsøk

8 tenner eksludert 
pga. defekter

12 tenner spaltet til 
24 kronebiter (til 

forsøk)
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Som vi kan se på figur 2 ble det etter det innledende eksperimenet valgt ut 12 tenner med 

visuelt frisk emalje, hvor overflaten var intakt og ingen synlige fargeforandringer spaltet til 

krone og rot (tennene var ikke utsatt for noen tidligere syrebehandling in vitro). Kronen ble 

deretter spaltet i to deler for å tilpasse størrelse i mikro-CT skanner. Til spaltingen ble det 

benyttet turbin (KaVo ExpertTorque Lux Miniturbin E677L (KaVo Dental Gmbh, Tyskland)) 

med en avrundet sylinder (141 ø014) og vannavkjøling. Total 24 kronebiter ble inkludert i 

dette studiet. 

 

Alle kronebitene ble skylt i deoinisert vann. Videre ble de fordelt i 8 grupper. Hver gruppe 

inneholdt da 3 kronedeler. I en artikkel fra Kucuk et al. (26) ble neglelakk brukt som 

beskyttelse mot syre, og hadde en god effekt. Alle kronebitene ble dekket med syreresistent 

neglelakk (Hennes & Mauritz, Sverige), foruten et vindu på 2 mm x 2 mm med frisk emalje 

på hver kronebit. Visuell teknikk ble brukt for å bedømme hva som ble kategorisert som frisk 

emalje eller ikke, utfra kriteriene: ingen synlig emaljemisdannelse, fylling eller initialkaries. 

Dette ble kontrollert av 2 individer. Vinduene ble laget ved å måle opp 2 mm x 2 mm med 

periodontal sonde (Hu Friedy 3-2-3-2 (Hu Friedy, USA)) på tape som ble plassert på 

emaljeoverflaten i forkant av penslingen med neglelakk. Tapen ble fjernet og kronebiten 

hadde da et vindu på 2 mm x 2 mm som kunne bli eksponert for syreløsning. Hver kronebit 

ble oppbevart i et lukket reagensrør fylt med deionisert vann, og nummerert med gruppe og 

forsøksnummer.  

 

 

Figur 3: Viser illustrert hvordan kronebitene ble utformet med heldekkende neglelakk med unntak av 

demineraliseringsvinduet  

Neglelakk (rosa) 

Vindu 2 x 2mm frisk emalje 
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2.2. Valg av demineraliseringsløsninger, tidsbruk og temperatur  

2.2.1. Valg av demineraliseringsløsninger 

Før forsøket startet ble det gjort tester for å avgjøre hvilke syreløsninger som skulle brukes. 

Valget av materialer er basert på innledende forsøk og tidligere studier (2, 26-33) med 

kriteriet om å ha pH under 4.5. Vi konkluderte med at Coca-Cola® (pH 2.4), syreløsninger 

med pH 2.4 og 4.4, og Total Etch® (Ivoclar Vivadent, Lichtenstein) 37.0% fosforsyre-gel 

skulle inkluderes i forsøket (26, 27). 

 

Gruppe 1: Coca-Cola® (The Coca-Cola Company, USA)  

Coca-Cola® er en verdenskjent leskedrikk som har vært på det norske marked siden 1926. I 

likhet med flere andre leskedrikker, har den i teorien en pH lav nok til å kunne demineralisere 

emalje (28). Vi testet pH i Coca-Cola® med pH-meter i flere temperaturer: 4 grader celsius, 

37 grader celsius og romtemperatur (21 grader celsius). I alle temperaturene ble pH målt til 

konstant 2.4. Coca-Cola® er en sammensetning av kullsyreholdig vann, sukker, fargestoff 

(karamell E150d), surhetsregulerende middel (E338, fosforsyre), naturlige aromaer (inkl. 

koffein) (28). Flere in vitro studier vises erosiv effekt og mineraltap på emaljen ved 

eksponering for syrlige leskedrikker (29). En in vitro studie som har sett på den erosive 

effekten av blant annet Coca-Cola ® kunne konkludere med at overflate hardheten til emaljen 

sank med 24% etter eksponering for drikken etter 30 min (30).  Ettersom Coca-Cola® er en 

populær leskedrikk og har erosivt evne valgte vi å inkludere cola i vårt forsøk (28-32).  

 

Gruppe 2: Syreløsning pH 2.4 ble bestemt til å ha pH 2.4 da vi ønsket å ha en løsning med 

samme pH-verdi som Coca-Cola® (The Coca-Cola Company, USA).   

Syreløsning med pH 2.4 ble fremstilt av labteknikker ved IKO (BT), og justert med 

edikksyre. Syreløsningene ble fremstilt ved å blande 2.2 mM CaCl2 (CAS-nr 10043-52-4), 

0.244 g/L, 2.2 mM NaH2PO4.H2O (CAS-nr: 10049-21-5) 0.303 g/L og 50 mM C2H4O2 (CAS-

nr 64-19-7) 3mL.  
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Gruppe 3: Syreløsning med pH 4.4, under kritisk nivå for fluorapatitt. For å oppnå ønsket pH 

i syreløsningene ble de justert med eddiksyre.  

Syreløsningen er laget med de samme komponentene, men til forskjell har vår løsning et 

ekstra vannmolekyl, samt at vi justerte våre syreløsninger med eddiksyre (33-35).  

 

Gruppe 4: Total Etch® (Ivoclar Vivadent, Lichtenstein)  

Total Etch ® er en etsende viskøs gel fra produsenten Ivoclair Vivodent, og inneholder 37.0% 

fosforsyre (CAS: 7664-38-2) (36). Total Etch® (Ivoclar Vivadent, Lichtenstein) brukes blant 

annet for selektiv ets av emaljen når man skal bonde restaureringsmaterialer, slik som 

kompositt, til emalje. Dette danner en erosjonslignende lesjon. Etsgelen trenger dypere inn i 

emaljen og eksponerer emaljeprismene (3). Vi ønsket dermed å inkludere denne type ets i vårt 

forsøk for å se effekt på mikro-CT da den blir hyppig brukt i restaureringer av fyllinger og 

forseglinger. 

2.2.2. Tidsintervaller og temperaturer 

Valg av tiden de ulike prøvene skulle eksponeres for syreløsning er basert på tidligere studier 

og forsøkene vi gjorde initielt (27-33). Syreløsning med pH 4.4 har blitt brukt i flere studier 

og rapporterer om vellykket demineralisering (26, 37-39) samplene ble eksponert for 

syreløsning i 96 timer (40). Vi valgte da to ulike tider for gruppe 1-6, hvor kronebitene skulle 

ligge i syreløsning 96- og 144 timer.   

 

Ved etsning gruppe 7 og 8,  ble det utført testing forut for forsøket, som viste at 30 minutter 

og 6 timer med Total Etch® (Ivoclar Vivadent, Lichtenstein) 37 % ga synlige 

demineraliseringer, og disse tidsintervallene ble derfor valgt i dette studiet. 

Vi valgte å gjennomføre alle demineraliseringer i en inkubator (Memmert, INB400, 

Tyskland) uten bevegelse, som holdt 37 oC for å få en mest mulig konstant temperatur i alle 

forsøkene. Tabell 2 viser oversikt over grupper, material, tid og temperatur for de ulike 

forsøkene. 
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Tabell 2 – Oversikt over material, tid og temperaturen for de ulike forsøkene 

Gruppe Material Tid  Temperatur 

1 Coca-Cola® (pH 2.4) 96 timer 37 °C 

2 Coca-Cola® (pH 2.4) 144 timer 37 °C 

3 Syreløsning 1 (pH 2.4) 96 timer 37 °C 

4 Syreløsning 1 (pH 2.4) 144 timer 37 °C 

5 Syreløsning 2 (pH 4.4) 96 timer 37 °C 

6 Syreløsning 2 (pH 4.4) 144 timer 37 °C 

7 Total Etch®37 % (pH<1.0) 30 min 37 °C 

8 Total Etch® 37 % (pH<1.0) 6 timer 37 °C 

2.3. Mikro-CT – Evaluering og bildeanalyse 

Alle kronebitene ble scannet med Skyscan 1272 (Brukers, Kontich, Belgia) i forkant av 

eksponering for syreløsninger. Dette ble gjort for å kunne sammenligne emaljevinduet før og 

etter de ble utsatt for syreløsningene. Etter at kronebitene hadde vært eksponert for respektive 

syreløsninger ble de lagret i deionisert vann i påvente av å bli scannet på nytt. 

 

I dette forsøket ble et mikro-CT system benyttet (Skyscan 1272 (Brukers, Kontich, Belgia) for 

å evaluere karakteristikken til demineraliseringslesjonen på overflaten. Hver prøve ble 

montert på et datamaskin kontrollert roterende bor, slik at røntgenstrålen traff kronebiten 

perpendikulært. Følgende verdier i Skyscan 1272 (Brukers, Kontich, Belgia) ble benyttet: 

100mA, 100kV, 0.5mm alluminium-kobber filter, 180° rotering med et step på 0.4, og en 

oppløsning på 7µm. Gjennomsnittstiden til en full scanning var omtrent 70 minutter. De 

samme scanningsparameterene ble benyttet både før eksperimentet (preskanning) og etter 

(postskanning). For mer informasjon om Skyscan 1272 (Brukers, Kontich, Belgia) kan 

Brukers hjemmeside besøkes (41).   

 

Etter scanningen ble alle bildene rekonstruert i NRecon (ver. 2.0.2.6) (Micro Photonies Inc., 

USA) for visuell og kvantitativ rekonstruksjon. Kalibrering ble utført av to operatører (NBL 

og BT), før rekonstruksjonen, hvor det ble justert for ring artifakt, beam-hardening og post-
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alignment justering av bildene (42, 43). Alle rekonstruerte data ble analysert videre i 

DataViewer (ver. 1.5.0.0) (Brukers, Kontich, Belgia), hvor kronebitene kunne visuelt 

analyseres. Vinduene på overfalten av emaljen på pre- og postskanningsbildene ble lokalisert 

ved å orientere seg samtidlig i programmet ved de ulike snittene koronalt, sagitalt og 

transversalt plan. Dette ble samtidig sammenlignet med den fysiske kronebiten som ble 

scannet. 3 observatører ble benyttet i denne fasen, og funnene ble diskutert og vurdert 

sammen.   

 

Før- og etterbildene ble sammenlignet på DataViewer, og de beste prøvene fra hver gruppe 

ble inkludert som eksempel i resultatene. Bildene ble vurdert etter kriteriene fra ICDAS-II og 

UiOs for approksimal kariesregistrering (grad 1 i ytre halvdel av emalje, mens grad 2 er i 

indre halvdel av emalje) (9).  

 

Kriterier for tilstedeværelse eller fravær av demineralisering  

1. Demineralisering ble vurdert til å ha blitt dannet når det var en reduksjon i gråskalaen. 

Det eksponerte arealet (2x2 mm vindu) viste radiologisk forskjell i tetthet mellom pre- 

og post-scanning både i sagital og transversal snitt.  

2. Demineralisering som vurderes lik initialkaries må kun involvere ytre halvdel av 

emaljen. 

a. Økt radiolusent areal viser delvis demineraliseringssone  

b. Tap av emaljeoverflatens outlines viser fullstendig demineralsiering  

3. Demineraliseringsområdet progriderer inn i den indre halvdel av emaljen, lesjonen 

vurderes som uttalt erosiv eller uekte initalkaries. 

3. Resultater 

I gruppe 1 og 2 ble kronebitene lagt i Coca-Cola® (The Coca-Cola Company, USA) i 

henholdvis 96 og 144 timer. I figur 4 kan man, i begge gruppene, se at det har forekommet en 

demineralisering og tap av tannsubstans i det koronale, transversale og sagittale bildesnittet. 

Demineraliseringslesjonen vises med en jevn dybde over hele vinduet, og ifølge figur 1 

tilsvarer det en karies 1, ettersom demineraliseringslesjonen er i ytre halvdel av emaljen. 
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Demineraliseringslesjonen både for 96 timer og 144 timer fremstår som like, og bedømmes 

utfra kriteriene satt lenger opp til å være en karieslignende lesjon (9). 

 

 

 

I gruppe 3 og 4 ble kronebitene lagt i syreløsning 1, med pH 2.4, i henholdvsvis 96 og 144 

timer. På figur 5 kan vi i begge gruppene se en forandring i det koronale, transversale og 

sagittale bildesnittet. I gruppe 3, som lå 96 timer i syreløsning 1 ser vi en halvmåne form som 

strekker seg dypt inn i emaljen. Demineraliseringslesjonen grenser helt mot dentinet, mens vi 

fortsatt har igjen emalje i overflaten. Gruppe 4 deler samme resultat som gruppe 3, sett fra 

figur 3. I gruppe 4 er det mindre tannsubstans igjen under overflaten enn i gruppe 3. Gruppe 3 

og 4 faller innenfor kriteriene som er satt ovenfor om en karieslignende lesjon, samt at de 

begge har en dybde som er i indre halvdel av emaljen, tilsvarer karies 2 røntgenologisk ifølge 

figur 1 (9). 
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I gruppe 5 og 6 ble kronebitene lagt i syreløsning 2, med pH 4.4, i henholdsvis 96 og 144 

timer. I begge gruppene er det ikke mulig å se en forandring i emaljeoverflaten i figur, på 

hverken det koronale, transversale eller sagittale bildesnittet. Da det ikke er forandring i 

emaljen er det ikke mulig å stille en røntgenologisk diagnose utfra figur 1, og vi kan dermed 

si at syreløsningen ikke hadde noen effekt på emaljen (9).   
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I gruppe 7 og 8 ble kronebitene påført Total Etch® (Ivoclar Vivadent, Lichtenstein) i vinduet, 

i henholdsvis 30 minutter og 6 timer. På figur 7 kan vi i gruppe 7 og 8 se en 

demineraliseringslesjon i overflaten på emaljen på det koronale, transversale og sagittele 

bildesnittet. Forandringen ses som en hakkete, ru overflate hvor Total Etch® (Ivoclar 

Vivadent, Lichtenstein)  har vært applisert. Utfra kriteriene satt over er dette en 

erosjonslignende lesjon, og tilsvarer karies 1 utfra kriterine i figur 1 (9). 
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Noen tenner som ble samlet inn i innsamlingsperioden ble ansett som defekte tenner for 

forsøket utfra kriteriene satt over (kunne se klinisk karies på dem). Vi valgte å scanne noen av 

disse med SkyScan 1272 (Brukers, Kontich, Belgia) med samme parametere som gruppe 1-8, 

for å kunne sammenligne den naturlige kariesen med demineraliseringslesjonene vi laget i 

laboratoriet. I det koronale bildesnittet i figur 8 sammenlignet vi naturlig karies med gruppe 3 

(pH 2.4). Okklusalt ser vi en stor karieslesjon tilsvarende grad 3 røntgenologisk, mens vi ser 

karies 2 på sidene. I det sagitale bildesnittet ble naturlig karies sammenlignet med gruppe 2, 

hvor demineraliseringslesjonen til gruppe 2 virker mer som enn erosjonslesjon (utfra 

kriteriene satt over). I det transversale bildesnittet ble naturlig karies sammenlignet med 

gruppe 3, hvor vi kan se en klar likhet mellom de to demineraliseringslesjonene.  
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4. Diskusjon 

4.1. Resultater og funn 

En naturlig initialkaries blir sett på som en kjegleformet lesjon som strekker seg inn mot 

emalje-dentin grensen (3). Dette klarte vi ikke å gjenskape i resultatene våre, hvor vi fikk en 

mer jevn demineralisering over hele området som ble eksponert for de ulike syreløsningen. Vi 

har klart å skape demineraliseringslesjoner i gruppe 1-4 samt gruppe 7-8. Noen av 
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demineraliseringslesjonene som man kan se på figur 4-7 over lignet mer på karieslesjoner enn 

erosjonslesjoner satt ufra kriteriene over. Disse anser vi som mulige å kunne benytte til videre 

forskning, ved at funnene i denne studien kan appliseres til videre forskning på karieslesjoner 

og erosjonslesjoner. I tillegg er det mulig å benytte pilotstudiet videre slik at man kan utføre 

forskning på hvordan man også enklere og bedre kan forebygge og stoppe karieslesjoner og 

erosjonslesjoner. Resultatene fra studiet kan også brukes til å designe større studier som 

produserer sikrere og mer anvendbare resultater.  

4.2. Begrensninger med studien 

4.2.1. Emaljekvalitet 

Vi hadde få begrensninger for hvilke typer tenner som kunne være en del av forsøket. 

Tennene ble samlet inn fra både TkNN og UTK, hvor det var et flertall molarer som ble 

innhentet. Noen tenner var operert ut, og hadde ikke vært eksponert for orale forhold, mens 

andre hadde stått lenge i munnhulen. Dette kan ha effekt på emalje og på effekt av 

deminralisering. Tenner som har emalje med fluorapatitt er mer syreresistent enn tenner med 

kun hydrokyapatitt. Flaten til vinduet ble kun inspisert visuelt før demineralisering, men 

eventuelle defekter ville blitt oppdaget på pre-scanning (44).  

 

Tidligere studier viser ifølge Anatoly A et al. (45) at den mest løselige emaljen er nært 

gingiva og i approksimalkontakter, som indikerer deres reduserte mineralisering. Tannen er 

minst løselig og mest mineralisert i den okklusale delen. Samtidig er nivået av 

emaljepermeabilitet forskjellig ved ulike aldre, høyest i ikke erupterte tenner og lavest i 

voksne. Andre studier viser ifølge Anatoly A et al. (45) at det er store forskjeller i 

ioneutveksling i emalje som blir påvirket av flere faktorer. En av disse er alder, men det 

finnes ingen statistiske resultater på viktigheten av forandringene i organisk og uorganisk 

komponenter i emalje er avhengig av alder (45). Dermed anså vi ikke alder som relevant med 

tanke på innsamling av tenner og dens emaljekvalitet.  
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4.2.2. Neglelakk 

Etter at tennene i gruppene ble utsatt for sine respektive syreløsninger og deionisert vann førte 

det til at flere av tennenes neglelakk løsnet.  Dette gjorde at det ble vanskeligere å lokalisere 

vinduene på alle tennene, og da spesielt de gruppene som ikke viste noe synlig 

deminarliseringslesjon i DataViewer. Flere studier anvender neglelakk som beskyttelse av 

resterende emalje utenom vinduet, og rapporterer ikke om samme problem (26, 33, 35, 42). 

Det er heller ikke nevnt noe om seleksjon eller valg av neglelakktype. Selv om vi ikke fant 

disse vinduene på snittene anså vi det som mulig å kunne se demineralisering fra før og 

etterbilde ved hjelp av DataViewer. Hvis mye av neglelakken var borte ble derimot flere av 

tennene dermineralisert over hele flaten som havnet i kontakt med syren vi brukte. Dette 

gjaldt da gruppene hvor kronebitene lå i flytende syreløsning.  

 

I fremtiden for å fortsette å kunne forske videre på de- og remineralisering av emalje vil det 

være anbefalt at man også ser på hvilken type neglelakk som er best egnet, eventuelt et annet 

produkt som ikke blir påvirket av deionisert vann og syreløsning.  

4.2.3. Begrensninger i utvalgte syreløsninger 

I gruppe 1 og 2 ble Coca-Cola® (Coca-Cola® Company USA) benyttet som 

demineraliseringsløsning. I motsetning til de andre syreløsningene inneholder dette 

mineralvannet kullsyre, noe som kan påvirke demineraliseringen. En annen ting som er verdt 

å nevne er at man ikke har eksakt oppskrift på denne, men det er fortsatt et billig og lett 

tilgjengelig alternativ.  

 

På gruppe 3 og 4 (syreløsning med pH 2.4) var demineraliseringslesjonene tydeligere. Ved 

fremtidig forsøk bør man vurdere mindre tidsintervall hvis man skal bruke denne pH-verdien.  

 

På snittene til gruppe 5 og 6 med pH 4.4 var det ikke mulig å observere en demineraliserings-

lesjon. På andre studier har de fått demineraliseringen med lik/nærliggende pH-verdi, men 

disse var veldig grunne (26, 33). Det er mulig at vi har en demineralisering, men at den er så 
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liten at vi ikke klarer å se den på snittene. Tidsintervallene vi benyttet var også lengere enn på 

de andre studiene, så vi forventet å se demineralisering på disse gruppene. Vi kunne i ettertid 

lagt samplene tilbake i syren med pH 4.4, og sett om det etter lengere tid ble en synlig 

demineraliseringslesjon. En annen forklaring er observasjonsfeil.  

 

I gruppe 7 og 8 ble Total Etch© benyttet. En studie av Nanjannawar et al. (46) konkluderte 

med at det fortrinnsvis skjer en oppløsning av prismeperiferien, som fører til en 

brosteinlignende overflate på emaljen når man etser den med 37 % fosforsyre (46). I studien 

brukte de elektronmikroskop (SEM) til å analysere demineraliseringen. De oppgir ikke hvilke 

tidsparametre de brukte, men det kan virke som de har brukt normal klinisk ets-tid, som er 12-

20 sekunder. Gelen har en høyere viskositet enn de andre løsningene. Etter endt 

demineraliseringsperiode på 6 timer var gelen tørket ut. Uttørkingen kan ha hatt en negativ 

effekt på demineraliseringen. Man kan anta at det kun var den delen av gelen som var i 

direkte kontakt med tannoverflaten som hadde en demineraliserende effekt, og at den etter 

hvert tørket ut og mistet effekten. Uttørkingen har skjedd gradvis og ujevnt, og dermed skapte 

det en ujevn demineralisering i emaljen. Det kan diskuteres om man hadde fått det jevnere 

hvis man brukte en metode hvor man fikk tilført fuktighet til gelen under 

demineraliseringsperioden. Ets-gel-gruppen ble også inkubert på 37o C, men her kunne man 

vurdert lagring på en lavere temperatur, f.eks. romtemperatur, for å motvirke uttørkingen av 

løsningen.  

 

Oppskriften på syreløsning 1 og 2 er samme som har blitt brukt i andre studier (26, 33, 35). 

Det ble ikke testet noen andre oppskrifter enn disse. Samtlige av de andre fikk 

demineralisering med sin oppskrift, så vi valgte å bruke den samme.  

4.2.4. Begrensninger i analyse  

Den lave samplestørrelsen gjør det vanskelig å kunne bruke statiske analyser. Dette er en klar 

begrensning i studien. Ozgul et al. tok data fra tidligere utførte studier som lignet sin studie, 

og brukte en poweranalyse for å avgjøre antall samples som trengtes for å få signifikante 

resulater. Poweranalysen indikerte at de minimum måtte ha n = 5 for å oppnå α = 0.05 (42). I 
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fremtidige studier bør man prøve å oppnå en samplestørrelse på > 5 for å oppnå signifikante 

resultater. På grunn av tap av neglelakk underveis i demineraliseringen var det heller ikke 

grunnlag for å gjøre volumemtriske analyser. Så analysen av demineraliseringene begrenset 

seg til at at tre observatører vurderte snittene i de ulike gruppene. Dette kombinert med 

mangel på kvantitative resultater fører til fare for observatørbias. Økt samplestørrelse og 

kvantitative analyser ville kunne styrket resultatene. Snittene kunne dog vurderes på høy 

oppløsning og kvaliteten på bildene var gode.  

 

Oppsummert er samplestørrelse og mulighet for standardisering av analysene en stor 

begrensning i forsøket. Det er også nevnt over andre tiltak som kunne bidra til mer pålitelige 

resultater. Det er behov for oppfølgende studier med flere samples og kvantitative statistiske 

analyser. Micro-CT og analytisk programvare er et godt verktøy for å vurdere 

demineraliseringslesjoner, slik at videre forskning kan med fordel benytte dette. 

4.3. Styrker ved studien 

Micro-CT 

Det finnes mange ulike teknikker for å måle emaljetykkelsen til en tann. Noen eksempler på 

analyseverktøy som har blitt brukt er elektronmikroskop, laser-fluorscens, konvensjonell 

røntgen, digital calipher og data-analysert digital imaging tann (22, 26, 34, 35, 47-50). En 

sentral faktor i analyseverktøyene er prisen. Mens elektronmikroskopi og mikro-CT er dyre 

og ressurskrevende, er bruk av laser og konvensjonell røntgen billigere. Til gjengjeld får man 

mer ekstakte analyser og høyere kvalitet ved bruk av elektronmikroskopi og mikro-CT (26).  

 

CT har også tidligere blitt benyttet, men har gitt svært lav oppløsning på bildene. I dette 

forsøket har vi benyttet Skyscan 1272 (Brukers, Kontich, Belgia), som er en micro-CT med 

mulighet for høyoppløsningsbilder. Bildene har så blitt analysert i programvare som gjorde 

det mulig å analysere snittene på høy oppløsning. For en kvalitativ studie,  lik denne, er det 

avgjørende å ha høy kvalitet på bildene. Valget falt dermed på mikro-CT med 180° rotasjon. 

180° rotasjon er å foretrekke over 360° fordi man sparer tid, lagringsplass og øker levetiden på 

micro-CT maskinen uten at det påvirker resultatet av scanningen (51). Scanning med micro-
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CT er heller ikke invasivt, det vil si at den ikke skader samplene under scanning. Dermed kan 

man bruke samplene videre i remineraliseringsforsøk også. Siden det er programvare som kan 

gjøre volumetriske analyser, er det også et godt alternativ for studier med flere samples. En 

negativ faktor er tidsbruk, da en full scanning tar ca. 70 minutter. Hver sample skal også 

scannes to ganger.  

4.4. Sammenligning av studier 

 

 

En systematisk oversiktsartikkel fra 2017 (52) viser til flere studier som bruker biofilm 

modeller for å skape karieslesjoner in vitro. Det finnes mange ulike metoder for bruk av 

biofilm, fra enkle til mer komplekse modeller. Resultatene fra disse studiene er varierende, 
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men en fellesfaktor for de fleste er at forsøkene må gjennomføres flere ganger, noe som gjør 

dem kostbare og svært tidkrevende. I en annen oversiktsartikkel (22) av vanlige modeller 

brukt for demineralisering-remineralisering i kariesforskning er det en overvekt i bruk av 

kjemiske modeller. Dette kan ha sammenheng med at studiene ønsker et enklere studiedesign 

med lavere kostnader og for tidsbesparelse. Ved bruk av kjemiske modeller kan man ikke 

gjenskape den komplekse strukturen av den orale kaviteten, mikrobiologisk effekt av 

biofilmen og den hydrodynamiske ustabiliteten av saliva (22). 

 

Majoriteten av tidligere studier på dette området er begrenset til remineralisering og legger 

ikke stor vekt på selve demineraliseringen, noe som gjør det vanskelig å sammenligne 

resultater  med vårt studie.  

 

Vår syreløsning har de samme komponentene som studier vist i tabell 3, men er ulik da vi har 

justert pH med eddiksyre og tidligere studier har justert med KOH (42, 53-56). Det varierer 

hvor stor mengde syreløsning tenner er eksponert for i de forskjellige studiene, men da dybde 

på lesjonene de rapporterer er omtrentlig like, anser ikke vi at dette har en effekt på 

resultatene. Ozgul et al. bruker blant annet en ristende inkubator der løsningen er i konstant 

bevegelse. Ettersom andre studier rapporterer tilnærmet like resultater på demineralisering 

uten bruk av ristende inkubator er det lite sannsynlig at dette har stor innvirkning på 

resultatene våre (26, 54). Sammenlignet med studiene (26, 42, 54) fikk vi ingen visuelle 

resultater på micro-CT bildene i gruppe 5 og 6. Vi kan derfor ikke utelukke at vår syreløsning 

har en annen egenskap enn syreløsning brukt i de andre studiene. I en studie av By Liu et al. 

(54) ble 40 permanente tenner fordelt i 4 grupper, der tenner først ble ekspondert for 

remineraliseringsløsning i 5 min, kontrollgruppe med 10 tenner ble eksponert for deionisert 

vann. Deretter ble tennene lagt i syreløsning som beskrevet i tabell i 168 timer. Ved bruk av 

Micro-CT kunne de rapportere at gjennomsnitt lesjonsdybde for kontrollgruppen var 173.6um 

(54). Selv etter 144 timer slik som i gruppe 6 fikk vi ingen visuelle resultater.  

 

Den oppgitte syreløsning blir brukt i studier med både permanente og primære tenner. Det er 

nevneverdig at studiene rapporterer at de lager demineraliseringslesjoner med omtrent samme 

dybde. Mengde organisk materiale i primære tenners emalje er høyere enn i en permanent 
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tann, noe som gjør den primære tannen mykere, mer porøs og mer utsatt for karies 

sammenlignet med permanent emalje (dybden på lesjonene dannet in vitro er dog omtrent like 

(26, 42, 56). 

 

Da vi dessverre i denne studien fikk mangel på tid, har vi ikke kunne gjennomført målinger på 

lesjonsdybde, eller utført andre kvalitative målinger. I gruppe 1 og 2, som eksempel, kan vi se 

på micro-CT bildene at vi har laget en karieslignende-lesjon utfra våre kriterier, og kan 

dermed regnes som suksessfulle resultat. Lesjonene i disse gruppene ligner også bildene 

oppgitt i andre studier, da vi ser en intakt overflate med underliggende substanstap (54). 

 

Vi anser dette forsøket kun som en pilotstudie, hvor vi åpner opp for videre forskning om 

hvilke metoder som kan brukes for å best mulig kunne produsere karieslignende lesjoner 

utenfor munnhulen. Pilotstudiet åpner opp for flere forskere som ønsker å se på dannelsen av 

karieslesjoner og hvordan vi kan gjenskape disse, slik at vi i fremtiden vil kunne skape våre 

egne karieslesjoner, og drive med forskning for remineralisering hvor vi får sett på hvilke 

produkter som gir best klinisk effekt i remineraliseringen utenfor munnhulen. Dette vil igjen 

kunne gjenspeile hvilke anbefalinger vi som klinikere velger å gi våre pasienter, slik at de best 

mulig kan ivareta sin egen orale helse. Videre forskning på området anser vi som svært viktig, 

da karies er verdens mest vanlige sykdom, og koster samfunnet store summer hvert år. 

5. Konklusjon 

I analysene av in vitro demineraliseringslesjonene fant vi ut at demineralisering med 

syreløsning 1 (pH 2.4) ga den tydeligste demineraliseringslesjonen (mest likt initialkaries, se 

figur 5). Videre forsøk kan benytte seg av denne løsningen, og de valgte tidsparametrene. 

Coca-Cola® med pH 2.4 og Total Etch® med pH<1.00 kan også brukes i dannelsen av in 

vitro demineraliseringslesjoner. Syreløsning 2 (pH 4.4.) ga minst tydelig demineralisering, så 

hvis denne skal benyttes bør tidsparametret økes.   

Det er behov for flere studier med økt antall kronebiter og statistiske analyser, for å få mer 

bekreftende resultater.   
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6. Vedlegg 
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