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1. RESUMEN

Introduccion: Las resinas compuestas de prescripcién ortodéncica son utilizadas para
la colocacion de la aparatologia fija. Aproximadamente un 50% de los pacientes con
tratamiento de ortodoncia presentan desmineralizacién o lesiones de mancha blanca.
Objetivo: Determinar cuantitativamente la colonizacion de Streptococcus mutans y
Streptococcus sobrinus en siete resinas compuestas de prescripcion ortodoncica
mediante el uso de radiomarcadores. Materiales y Métodos: Las resinas compuestas
fueron clasificadas en siete grupos: BeautyOrtho Bond (Gl), Blugloo (Gll), Enlight (GllI),
Grengloo (GIV), Kurasper F (GV), Transbond CC (GVI), y Turbo Bond Il (GVII). Se
realizaron treinta blogues de resina de 4x4x1mm por cada grupo (210 bloques en total).
Se disefiaron tres grupos experimentales: 1) Se evalud la colonizacion bacteriana de S.
mutans mediante un isé6topo radiactivo (Tritio [*H]), en las siete resinas antes
mencionadas con un nimero de muestra de 30 bloques de resina por grupo (un total de
210), los cuales no recibieron ningun tratamiento previo al andlisis. 2) Se cuantificé la
adherencia de S. mutans y S. sobrinus evaluando los microorganismos por separado
mediante previo marcaje radiactivo (Tritio [*H]), en siete resinas con un ndmero de
muestras de 30 bloques por grupo haciendo un total de 420 bloques previamente
tratadas. (210 bloques para S. mutans y 210 blogues para S. sobrinus). 3) Se cuantifico
la adherencia de S. mutans y S. sobrinus simultdneamente codificando los
microorganismos con is6topos radiactivos (*H para S. mutans y *C para S. sobrinus)
en siete resinas con un numero de muestra de 30 bloques de resina por grupo (un total

de 210 bloques) previamente tratadas. Ambos Streptococcus fueron incubados. Los



bloques fueron sumergidos en una solucibn que contenia los microorganismos
radiomarcados durante 2 horas a 37° C y en constante movimiento. Los bloques fueron
lavados tres veces con solucién salina de fosfato y se secaron durante 12hrs.
Posteriormente, las muestras fueron colocadas en una maquina de combustién para
obtener los residuos en una solucion acuosa, las muestras fueron leidas y se midio la
radiacion proporcional a la cantidad de Streptococcus adheridos arrojando valores en
desintegraciones por minuto (dpm). Los datos fueron estadisticamente analizados
mediante ANOVA de un factor y la prueba estadistica Sheffé para comparaciones
multiples de grupos con significancia de p<0.05. Resultados: Diferencias
estadisticamente significativas fueron encontradas entre los grupos. Los valores mas
bajos para ambos microorganismos fueron observados en el grupo lll. Por otra parte,
los valores mas altos fueron observados en el grupo VII cuando se analizé S. mutans
solamente, del mismo modo, el grupo Il mostré los valores mas altos para ambas
bacterias cuando éstas se evaluaron de manera simultanea y separada.
Conclusiones: La resina evaluada en el grupo Il mostré significativamente menor
adhesion de S. mutans y S. sobrinus, lo cual podria reducir el riesgo de desarrollar

lesiones de mancha blanca.



ABSTRACT

Introduction: In orthodontics, the orthodontic composite resins are commonly used for
placement of fixed appliances. A 50% of patients who are undergo in orthodontic
treatment have white spot lesions or enamel demineralization. Objetive: The purpose of
this study was to determinate quantitatively the bacterial colonization of Streptococcus
mutans and Streptococcus sobrinus. Materials and Methods: Seven light cured
orthodontic composite resins were classified in seven equal groups: (I) BeautyOrtho
Bond, (Il) Blugloo, (lll) Enlight, (IV) Grengloo, (V) Kurasper F, (VI) Transbond CC and
(VIl) Turbo Bond Il. Three experimental groups were performed: 1) 30 blocks of each
orthodontic composite were elaborated (a total of 210 blocks) and analyzed with S.
mutans previously radiolabeled with trittum (3H). 2) A total of 420 blocks were tested
(210 blocks for S. mutans and 210 blocks for S. sobrinus) analyzed independently using
a radiomarker (Tritium [°H]). 3) A total of 210 blocks (30 samples of each orthodontic
composite resin) with S. mutans and S. sobrinus were jointly analyzed using
radiomarkers (Tritium [°H] for S. mutans and Carbon 14 [**C] for S. sobrinus). The
samples were immersed for 2 hours in a solution with Streptococcus in constant
movement. After that, the specimens were rinsed with PBS dried and placed in a
combustion machine, the radioactivity of the samples were measured, recorded in
disintegration per minute (dpm), statistically analyzed with one-way analysis of variance
(ANOVA) and a post hoc test (Sheffé) for multiple comparisons (significant p< 0.05).
Results: The results demonstrated that the Group Il shown the significant lowest

adherence for both microorganism. In the other hand, the highest score was found in



group VII when only S. mutans was evaluated; in this sense, group Il shown the highest
values when both microorganisms were tested independently and jointly. Conclusions:
The application of composite resin whit lower adherence of cariogenic bacteria is

desirable in orthodontics in order to avoid the formation of white spot lesion and caries.



2. INTRODUCCION

En cualquier sistema de agua corriente, cualquier sélido que esté sumergido en él,
tiene en su superficie una rica y variada actividad de microorganismos. La clave para
gue estos seres vivos puedan mantener su actividad es su capacidad de adhesién. Los
microorganismos dependen de dicha propiedad para fijarse a la superficie, nutrirse y
reproducirse, o que sean renovados. En condiciones de salud el organismo humano
sélo tiene una superficie dura natural sumergida en un fluido como son los dientes, la
cavidad oral tiene caracteristicas que dan un potencial de proliferacion bacteriana y
ésta a su vez pueden producir 4cidos que desmineralizan la superficie del esmalte
dental. Los microorganismos se adhieren a la superficie dental mediante la placa
dentobacteriana. Se han identificado bacterias con alta capacidad cariogénica entre las

que destaca el Streptococcus sobrinus y el Streptococcus mutans.*?

En el area de la Odontologia la sustitucién del tejido dentario por un material
restaurador y especificamente en la especialidad de Ortodoncia, la colocacion de
aparatologia fija en la cavidad bucal (brackets, bandas, ligadura, arcos, etc.) establecen
condiciones para que estas superficies, al estar sumergidas en un fluido como la saliva,
sean colonizadas por microorganismos. La superficie del material, su composicion, el
pH y diversos microorganismos presentes de manera normal en la cavidad oral,
pueden influir en la capacidad de adhesion de microorganismos especificos y en la
formacion de la placa dentobacteriana, o que aumenta el riesgo de desmineralizacion

en el esmalte, particularmente en superficies dentales alrededor de dicha aparatologia,



ya que los brackets se mantienen unidas a los dientes durante el tratamiento activo
mediante resinas compuestas de prescripcion ortodoncica. Se ha reportado
desmineralizacion del esmalte desde el primer mes después de la colocacién de la
aparatologia fija® y se estima que la prevalencia de lesién de mancha blanca en el
esmalte (primer signo de desmineralizacion clinicamente visible) en pacientes tratados

ortodéncicamente varia entre un 12.6% a un 50%. *

Generalmente, el cementado transitorio de aparatologia fija, se realiza con materiales
como la resina compuesta para adherir brackets a la superficie dental, iondmero de
vidrio o iondbmero de vidrio modificado con resina para cementar bandas ortodéncicas,

cada uno con propiedades y estructuras diferentes.

Es importante analizar la cantidad de adherencia o acumulacion bacteriana existente
entre los diversos materiales cementantes adhesivos de uso ortodéncico, debido a que
los materiales desarrollados recientemente presentan una gran diversidad en las
propiedades fisicas, su estructura quimica y también su ultraestructura®® lo que puede

modificar la agregacion o disminucion bacteriana.

La primera secuela del inminente crecimiento bacteriano a causa de los aparatos
ortodoncicos son las lesiones de mancha blanca, éstas son zonas en las que el
esmalte dentario pierde la sustancia fundamental interprismatica del esmalte y su
evolucion da lugar a la pérdida o disolucion de éste tejido. Por lo que, el objetivo de

ésta investigacion fue cuantificar la adhesién bacteriana de Streptococcus mutans y



Streptococcus sobrinus a siete resinas de prescripcion ortodéncia mediante el uso de

isétopos radiactivos.



3. ANTECEDENTES

3.1 Esmalte Dental

3.1.1 Propiedades Fisicas:
Es una cubierta protectora de gran dureza, que se encuentra sobre la superficie
completa de la corona del diente, por el cuello tiene relacién inmediata con el cemento

(el cual cubre la raiz dental).

Dureza
Es un tejido duro (el mas duro y mineralizado del cuerpo humano), acelular (por lo tanto
no es capaz de sentir estimulos térmicos, quimicos o mecanicos). Su dureza y
estructura lo tornan quebradizo, lo cual se advierte sobre todo cuando el esmalte pierde
su base dentinaria sana.

Su dureza es por:

e FElevado contenido de sales minerales.

e Su organizacion cristalina.

Espesor
Es delgado por el cuello y aumenta su espesor en las cuspides del diente. El espesor
maximo es de 2 a 2.5 mm (en molares y premolares), protegiendo al diente de las

acciones abrasivas de masticacion.



Permeabilidad

Se ha visto por medio de marcadores radioactivos, que el esmalte puede actuar en
cierto sentido como una membrana semipermeable, lo cual permite el paso total o
parcial de algunas moléculas como urea marcada con **C, |, etc. Se ha demostrado el

mismo fenémeno por medio de colorantes D.

Color

El esmalte es transparente. El color de los dientes esta dado por la dentina, se trasluce
a través del esmalte y esta determinado genéticamente. Debido a que es una
estructura cristalina, el esmalte es un tejido birrefringente. El color varia entre un blanco
amarillento y blanco grisaceo. Los dientes blancos amarillentos poseen un esmalte
delgado y en los dientes grisaceos el grosor del esmalte es mayor. Esta transparencia

se debe a las variaciones del grado de calcificacion y homogeneidad del esmalte.

Densidad

La densidad promedio del esmalte es e 2.8%°

3.1.2 Propiedades Quimicas:

Organica

Constituye el (1,5%) esta pequefia cantidad (proteinas y polisacaridos) presenta los
restos de la matriz sintetizada y excretada por células productoras de esmalte, o

ameloblastos, antes de la mineralizacion de éste. Las proteinas que la conforman



contienen un alto porcentaje de serina, acido glutamico y glicina. Cuanta con dos tipos

de proteinas: amelogeninas y enamelinas.

Inorganica

El esmalte esta formado principalmente por material inorganico (94%), fosfato calcico
en forma de cristales de hidroxiapatita organizados en prismas hexagonales
fuertemente yuxtapuesto, carbonato, magnesio, fldor, sodio y potasio. Esta
mineralizacién comienza inmediatamente de ser secretada.

En la 22 mineralizacibn o maduracion aumenta notablemente la produccion de mineral

a comparacion de la dentina.

3.1.3 Estructura:

Prismas o bastoncillos del esmalte

El nimero de estos prismas va de los 5 millones en los incisivos inferiores laterales
hasta los 12 millones en los primeros molares, estan fuertemente yuxtapuestos tienen 4
pm de didmetro y algunos miden 8 um. Cada prisma se extiende a lo largo de todo el
grosor del esmalte, con orientacion oblicua y trayectoria ondulada. Los prismas de las
cuspides son mas largos. Tienen apariencia cristalina permitiendo que la luz pase a
través de ellos. Los pequefios intersticios entre los prismas adyacentes estan ocupados
por los cristales de hidroxiapatita que estan dispuestos casi paralelamente al eje
longitudinal del prisma y se desvian unos 65° de este eje hasta encontrarse dentro de
las “colas” de los prismas. Estos cristales son irregulares y de espesor promedio de 30

nandémetros y un ancho de 90 nandémetros.



Esmalte interprismatico
Su densidad de cristales es similar a la de los prismas, pero se disponen orientados en

distintos ejes (40°- 60°).

Estrias transversales

Cada prisma esta compuesto por segmentos separados por lineas oscuras que le dan
un aspecto estriado. Estas estrias son mas pronunciadas en esmalte descalcificado. Al
llegar a la superficie del esmalte, originan ligeras depresiones de la superficie del
esmalte; entre una depresion y la siguiente el esmalte sobresale ligeramente formando
las periquematias, muy visibles en la zona cervical de dientes jovenes. Hay una
periqguematia especialmente marcada que representa el momento del nacimiento del

individuo.>%10

Direccion de los prismas

Los prismas estan orientados en angulo recto hacia la superficie de la dentina. En las
partes cervical y central de la corona de un diente deciduo son horizontales. Los
prismas cerca del borde incisal cambian gradualmente hacia una direccion cada vez
mas oblicua hasta que en la region del borde son casi verticales. En los dientes
permanentes los prismas son similares en los dos tercios oclusales de la corona,
aunque en la region cervical los prismas se desvian de la horizontal a una direccion

apical. Los prismas rara vez son rectos, estos mayormente siguen una trayectoria

ondulada desde la dentina hasta la superficie del esmalte.



Bandas de Hunter-Schreger

El cambio regular en la direccion de los prismas puede considerarse a una adaptacion
funcional que reduce el riesgo de segmentacion en direccidén axial por influencia de las
fuerzas masticatorias oclusales. El cambio en la direccion de los prismas ocasiona la
aparicion de las bandas de Hunter-Schreger. Estas son bandas oscuras y claras de
diferentes anchos que se observan con mas precision en un corte longitudinal por
desgaste bajo luz oblicua reflejada. Estas bandas se originan en el borde
amelodentinario o se dirigen hacia fuera, terminando a cierta distancia de la superficie

externa del esmalte.

Lineas incrementadas de Retzius

Estas lineas aparecen en forma de bandas parduscas en los cortes por desgaste de
esmalte. Demuestran la forma como se desarrolla el esmalte, esto es la sucesiva
aposicién de capas de tejido durante la formacion de la corona. En cortes longitudinales
rodean la punta de la dentina. En las porciones cervicales de la corona tienen un
recorrido oblicuo. Desde la unién amelodentinaria hacia la superficie se desvian en
sentido oclusal. En cortes transversales de un diente las lineas incrementales de
Retzius se ven como circulos concéntricos. Estas pueden ser comparadas con los
anillos de crecimiento de un arbol. Se les denomina “lineas incrementadas” ya que
estas reflejan variaciones en estructura y mineralizacion que se produce durante el

crecimiento del esmalte.



Estructuras Superficiales

Son capas menos estructuradas de 30um de espesor, que han sido descritas en el
70% de los dientes permanentes y en todos los dientes deciduos. Se encuentra con
menos frecuencia sobre los extremos de las cuspides y mas comunmente hacia las
areas cervicales de la superficie del esmalte. Es algo mas mineralizada que el resto del
esmalte que se encuentra por debajo de ella. Se han observado otros detalles
microscopicos en las superficies externas del esmalte de dientes recién erupcionados,

tales como periquimatas.®®

Cuticula del esmalte

Es una delicada membrana denominada “membrana de Nasmyth” en mérito a su
primer investigador, o cuticula primaria del esmalte, esta cubre toda la superficie de la
corona del diente recién erupcionado, pero luego se pierde con la masticacién. Los
estudios con microscopia electrénica indican que esta membrana es una lamina basal
tipica que se encuentra por debajo de la mayoria de los epitelios. Esta lamina basal es
secretada por los ameloblastos cuando se completa la formacion del esmalte, y esta
cubierta normalmente por una pelicula que parece ser un precipitado de proteinas
salivales, la cual vuelve a formarse a las pocas horas de haber limpiado
mecanicamente la superficie del esmalte, y después de uno o dos dias de ya haberse
formado es colonizada por microorganismos para formar una placa bacteriana. Desde

la superficie del esmalte hacia la union amelodentinaria estd compuesta por material



organico, pero con poco contenido mineral, puede confundirse con fisuras en cortes por

desgaste.

Penachos del esmalte

Los penachos del esmalte se originan en la union amelodentinaria y recorren al esmalte
desde un quinto a una tercera parte de su espesor. Los penachos estan constituidos
por prismas del esmalte hipocalcificados y sustancias interprismética. Al igual que las
laminillas, se extienden en el sentido del eje longitudinal de la corona. Por lo tanto, se
observan abundantemente en cortes horizontales y raras veces en los longitudinales;
su presencia y desarrollo son consecuencia de condiciones de espacio en el esmalte o

una adaptacion a ellos.

3.1.4 Organo del esmalte

En el aspecto histoldgico, los campos separados en las capas celulares que participan
en la secrecion del esmalte, estan relacionados con la formacion y el desarrollo del
tejido adamantino. Segun la histologia clasica, sefiala que la formaciéon del esmalte
puede ser considerada como una sucesion de etapas, las cuales veremos a

continuacion.

3.1.5 Organo externo del esmalte
Constituido por una capa de ceélulas cubicas o aplanadas, con numerosas y cortas

microvellosidades e interdigitaciones entre las células vecinas. Estas células se



encuentran separadas del tejido conectivo del saco dentario que las rodea. En la
convexidad maxima del 6rgano, las células del epitelio externo del esmalte:

*Toman forma irregular.

*No se diferencia del reticulo estrellado. Los capilares que se hallan en contacto con
epitelio externo del esmalte muestran areas con paredes muy delgadas. Antes de que
comience la formacion del esmalte, los capilares pueden mellar en el reticulo

estrellado 821!



3.2 CARIES DENTAL

La caries dental es una enfermedad infectocontagiosa multifactorial que se caracteriza
por la destruccion de los tejidos duros del diente como consecuencia de la
desmineralizacion provocada por los 4cidos que genera la placa bacteriana a partir de
los restos de alimentos, que se exponen a las bacterias que fabrican ese &cido de la
dieta. La destruccién quimica dental se asocia a la ingesta de azlcares y &cidos
contenidos en bebidas y alimentos, la caries dental se asocia también a errores en las
técnicas de higiene asi como pastas dentales inadecuadas, falta de cepillado dental,
ausencia de hilo dental, asi como también con una etiologia genética, se estudia aun la

influencia del pH de la saliva en relacién a la caries.**

Se reconoce actualmente que la placa dental juega el papel mas importante en la
etiologia de la caries. Es muy dificil obtener en la boca una superficie de esmalte
limpia, porque las prolongaciones de la placa penetran algunos micrones en la
superficie del esmalte. Inmediatamente después de llevar a cabo una buena profilaxis
de las superficies de esmalte accesibles utilizando copas de goma y pasta ligeramente
abrasiva, se deposita sobre el esmalte una cuticula fina de material organico, formado
a partir de la saliva, y que contiene esencialmente mucopolisacaridos salivales. Esta
capa organica libre de bacterias se engruesa (se considera que es una pelicula cuando
3

alcanza el grosor de una micra). Las bacterias orales se depositan en esta matriz.

Ademas de este proceso que se desarrolla sobre las superficies limpias del esmalte,


http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Enfermedad_infectocontagiosa&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Diente
http://es.wikipedia.org/wiki/Placa_bacteriana

existen numerosas regiones donde es deficiente la integridad de esta superficie; tales
regiones pueden ser facilmente identificadas cuando la superficie del esmalte se
examina con el microscopio electrénico de barrido. Es casi imposible eliminar de estos

lugares a las colonias de bacterias.

La formacion de la placa progresa rapidamente a partir de estos defectos cuneiformes.
Aunque se han realizado gran cantidad de investigaciones, la etiologia precisa de la
caries dental esta aun por aclarar. La teoria acidégena fue propuesta por Miller (1890),
guien consideraba que sobre la superficie del esmalte, o cerca de la misma, se
producian acidos como consecuencia de la fermentacion bacteriana de los hidratos de
carbono de la dieta. Los acidos serian los responsables de la disolucién de los cristales
de apatita, que constituyen el 95 % de la masa del esmalte. La teoria de la protedlisis
fue propuesta por Gottlieb (1944), quien sugeria que el ataque inicial al esmalte debia

ser més bien proteolitico. **

El esmalte humano contiene menos del 1% de proteinas en peso, formando un
delicado encaje que recubre las superficies de los cristales. La teoria propone que las
enzimas proteoliticas liberadas por las bacterias de la cavidad oral podrian destruir la
matriz organica del esmalte. La teoria protedlisis-quelacion, original de Schatz y Martin
(1955), propone que algunos de los productos resultantes de la accion bacteriana sobre
el esmalte, la dentina, los alimentos y los constituyentes de la saliva podrian tener la
propiedad de formar compuestos o0 quelatos con el calcio. La teoria sugiere que existe

la posibilidad de que la desmineralizacion pueda producirse sin formacion de acidos, ya



gue la quelacion ocurre con valores de pH neutros o alcalinos. Toda la evidencia

comprobable da soporte a la teoria acidogénica.’

Los principales microorganismos implicados en la caries dental son:

e Streptococcus sanguis (1° en colonizar la pelicula dental).

e Streptococcus sobrinus.

e Streptococcus mitis.

e Streptococcus salivarius.

« Streptococcus mutans (predominan 7 dias después de la colonizacion
bacteriana).

e Actinomyces viscosus.

e Actinomyces naeslundii.

e Streptococcus oralis.

« Actinomyces spp.

« Haemophilus.

« Lactobacillus acidophilus.

« Neisseria flava, Bifidobacterium, Rothias, Clostridium, Propionibacterium vy
Eubacterium, poseen un potencial acidégeno y acido-tolerante, pero no como el
S. mutans, y por lo tanto tienen un bajo potencial cariogénico.

« Kostadinus ivaniniov. **


http://es.wikipedia.org/wiki/Streptococcus_sanguis
http://es.wikipedia.org/wiki/Streptococcus_mutans

3.2.1 Lesion de mancha blanca

La primera manifestacion clinica de la caries dental es una mancha blanca, opaca y
con aspecto de tiza, considerada como el inicio de la enfermedad y que se conoce
también como lesion incipiente de caries dental o lesién precariosa. En este momento
el esmalte pierde su brillo y se torna ligeramente poroso y aspero, pero sin presencia

de cavitacion.*!

En las lesiones incipientes de caries dental el dafio estructural en el tejido dentario es
minimo y no compromete la integridad funcional del diente. La caries en esta etapa es
totalmente reversible, podemos revertir ese proceso terapéuticamente o inclusive el
organismo solo tiende a remineralizar esa zona por la accion de la saliva que contiene
elementos célcicos y minerales, si ofrecemos a nuestros pacientes una adecuada

educacion dietética y mantiene las medidas de higiene correspondientes.

Microscépicamente la caries en esta etapa se visualiza como un area radiollcida, si la
muestra se embebe en agua 0 se observa por microscopia electrénica, o un area
radiopaca, si se embebe en quinoleina; a los Rayos X la imagen de la lesion en el

estadio de mancha blanca es radiolticida y la superficie externa radiopaca.?

Las lesiones precariosas o de mancha blanca, pueden localizarse en las fosas y
fisuras, en el tercio cervical de todos los dientes, fundamentalmente en molares o
coincidiendo con la zona de contacto proximal. Un rasgo importante de estas lesiones

incipientes de caries dental es que en muchos casos no se detectan en las radiografias



ni existe deterioro del hilo de seda dental, cuando este es pasado entre los puntos de
contacto de superficies interproximales de los dientes; clinicamente, al tacto con el
explorador, esa mancha blanca no presenta proceso cavitario ya que el esmalte que
cubre ésta lesion, esta intacto y debidamente mineralizado, pues la desmineralizacion
ocurre a nivel subsuperficial, sin embargo, cuando éstas lesiones son analizadas
microscopicamente se puede observar que la lesidbn en algunas ocasiones, ya ha
penetrado a la mitad del camino a través del esmalte y que cerca del 25% de materia
mineral ha sido retirado por disolucion. Esto da una idea del tamafio del problema
asociado al diagnéstico de las pequefias lesiones de esmalte ya que el estomatélogo
es capaz de diagnosticar lesiones que se encuentran ya muy avanzadas. Otro aspecto
importante a sefialar es que en el examen bucal de nuestros pacientes muchas veces
no incluimos el diagndstico de estas lesiones incipientes y por lo tanto, se obvia el
tratamiento de las mismas, evolucionando hacia la formacién de una cavidad por

pérdida de la estructura dental.*

3.2.2 Aparatologia fija en ortodoncia

Durante el tratamiento de Ortodoncia, la formacion de lesiones incipientes de mancha
blanca es el efecto indeseable mas frecuente vy dificil de prevenir.*® Dicho fenémeno es
originado por la mayor cantidad de acumulo bacteriano cuando los aparatos se han
colocado en la cavidad oral. Actualmente, la indeseable formacion de lesiones
incipientes de mancha blanca es una de las principales preocupaciones de los clinicos
y esto se ve reflelado en numerosas investigaciones de relevancia a nivel

internacional.**



3.3 ADHERENCIA BACTERIANA

La adhesion bacteriana depende de unos algunos factores inespecificos de caracter
fisico-quimicos, eléctricos, etc., y otros factores especificos de caracter adhesina-
receptor. El primer requisito para la adhesion es que la bacteria se acerque a la

superficie del material.*®

El transporte de la bacteria se produce por tres mecanismos: 1) difusién; 2) dindmica
del fluido y 3) por actividad propia de la bacteria. No existe ninguna interacccion entre
la superficie sélida y el microorganismo hasta una distancia de 50nm. A ésta distancia
aparece una atraccion debido a las fuerzas de Van der Waals (Fa), que son debidas a
un efecto dipolo entre 4tomos o moléculas. A medida que se va acercando a la
superficie y a una distancia mas corta que la interaccion por las Fuerzas de Van der
Waals, aparece una fuerza de repulsion debida a la carga negativa de la bacteria y del
material que suelen ser del mismo signo. A esta fuerza se le denomina "Z potencial”
(Fe). De la interaccién de estas dos fuerzas es de lo que depende el mayor o menor
acercamiento del microorganismo a la superficie del material es lo que se denomina
energia Gibbs. Es importante observar que la capacidad adhesiva a distintos materiales
puede depender de los microorganismos empleados, ya que podemos observar mayor
adhesion a un material que a otro y no depender del material, sino del

microorganismo.*®



3.4 RESINAS COMPUESTAS

Las resinas compuestas debido a sus propiedades no tienen tanta capacidad de
inhibicion de la adhesion bacteriana como los iGnomeros de vidrio. Existen estudios
donde al afadir substancias a su composicion se puede inhibir la adherencia. Por
ejemplo, la incorporacion del triclosan inhibe la adherencia tanto en muestras

revestidas, como no revestidas de saliva.*®

En cuanto al pulido del composite, una resina compuesta rugosa aumenta la adhesion
bacteriana, pero cuando su superficie es pulida el efecto sobre la disminucion de la
adhesién es menor en las resinas compuestas a diferencia de los ionémeros de vidrio.
Existen gérmenes como el S. oralis, que a diferentes grados de rugosidad no varia su
grado de adhesién, ya que esta se produce especificamente a las particulas de

relleno.?%?!

El efecto de agentes acladores sobre la superficie de los composites, implica un
aumento para la adhesion de S. mutans y S. sobrinus, tanto con el peroxido de
carbamida como con el peroxido de hidrégeno. Sin embargo, se observa una

disminucién de A. Viscosus.??



3.5 CUANTIFICACION BACTERIANA
Los marcadores radioactivos son uno de los elementos primordiales de las técnicas
predictivas de imagen, identificacion de compuestos, asi como cuantificacion de
elementos quimicos de acuerdo a sus niveles o cantidades de radiacion. Se trata de
moléculas a las que se afiade o sustituye un atomo radioactivo que se fija de forma
especifica a una célula o molécula. Cuando su atomo radioactivo se desintegra, emiten
una radiacion que puede seguirse mediante detectores externos. Uno de los principales
desafios de las técnicas predictivas de imagen es encontrar y luego sintetizar
marcadores cada vez mas especificos de un pardmetro biolégico dado. Existen
diversas técnicas para la aplicacion de marcadores radioactivos para la cuantificacion
de microorganismos adheridos a las superficies de los materiales dentales, entre las
que encontramos la adicién del hidrégeno (*H) y el carbono (**C). Ademas, la
microscopia fluorescente se ha convertido en otra herramienta importante de
investigacion para observar y cuantificar el nimero de microorganismos existentes en
una superficie determinada en la que se asigna un color al microorganismo en

observacién.'®2¢



3.5.1 Sistemas de cuantificacién microbiolégica
Existen diversos sistemas en el mercado actual para cuantificacion como son las

siguientes:

Las placas 3MT PetrifimT ayudan a maximizar la productividad en el laboratorio. Estas
placas listas para usarse reducen el tiempo y optimizan el espacio.

El sistema Dip N"Count frascos con esponjas cuadriculadas con agar permitiendo contar
diferentes tipos de organismos. Los resultados que se obtienen no son exactos, y son
aproximaciones.

El sistema Simplate sirve para realizar recuento de organismos selectos: Cuenta total,
coliformes totales y fecales, hongos, levaduras y Campylobacter.

La compafia Spiral Biotechnology ofrece el sistema autoplate 4000 que puede ser
usado para enumeracion bacteriana, analisis de susceptibilidad antimicrobiana, ensayos
de mutagenicidad.

El sistema Protocol es un sistema modular que abarca desde un sistema para la cuenta
de las colonias, hasta el calculo de las diluciones.

Placas tipo espiral, ahorrando medio de cultivo, se conecta a una computadora bésica y
funciona con sistema operativo Windows.

El sistema Rabit Impedance Detection y el Lactdmetro que se basan en el concepto de
impedancia (resistencia al flujo de una corriente alternante que pasa a través de un
material conductor).

El sistema Malthus es para cuantificar microorganismos basado en cambios de
conductancia.

Otros métodos mas sofisticados que incluyen al sistema ChemScan RDI, Sistema D
Count (se basa en una combinacién de marcaje celular, exitacion laser y procesamiento

digital).



3.5.2 Sistemas de identificacion microbiana
Actualmente se han desarrollado nuevas técnicas especificas para la identificacion de
microorganismos:

e Los sistemas de identificacion api comprende celdillas con 20 pruebas bioquimicas en
miniatura. El sistema Microbac, también consiste de plaquitas con 16 pruebas
bioguimicas.

e El sistema de identificacion Micro-ID. Principio: Estos sistemas incluyen 15 celdillas con
discos de papel filtro impregnados con reactivos para detectar la presencia especifica
de enzimas o productos metabdlicos.

o El sistema ColiTrak da un resultado presuntivo de cuentas de coliformes, reemplazando
al NMP y especialmente aplicado a ensayos de aguas.

e El sistema Vitek automatico que iidentifica en 2 a 24hrs. y realiza también confirmacion
de patdégenos. Los equipos son expandibles con 32, 60, 120, 240 6 480 exdmenes y
ademas realiza el antibiogramay CMI.

¢ El sistema PASCO es semejante al sistema Vitek.

e El sistema Biolog es capaz de identificar mas de 1400 especies de bacterias aerobias,

anaerobias, hongos filamentosos y levaduras.

3.5.3 El sistema de identificacion mediante métodos moleculares.

El mercado tiene numerosos sistemas para la identificacibn molecular actualmente los

mas conocidos son:



Los sistemas BAX® utilizan el poder del PCR para lograr resultados rapidos y
confiables. Cada prueba esta disefiada para amplificar un segmento de DNA especifico
de cada organismo, produciendo en pocas horas niveles tales para ser detectados.

Los sistemas BAX simplifican el PCR ya que incluyen todos los primers requeridos,
polimerasa y nucleétidos en una pastilla Unica, empaquetada dentro del tubo de
muestra, evitando errores de manipulacién

El sistema RiboPrinter® Microbial Characterization, detecta mdultiples copias del gen
RNAr 16seg. logrando la identificacion de cualquier bacteria en menos de 8 horas.

El sistema DARAS es un equipo robdtico totalmente automatizado, el cual combinado
con las columnas DARAS componen todos los pasos asociados con los andlisis

rutinarios de Biologia Molecular.



3.6 MEDIO DE CULTIVO TSBY
Los medios de cultivo son soluciones con nutrientes adecuados para multiplicar,
identificar y/o aislar microorganismos en condiciones favorables de temperatura y pH,
de acuerdo a sus nutrientes pueden ser selectivos para ciertos microorganismos. El
cultivo de caldo de soya tripticaseina suplementado con extracto de levadura (TSBY,

Trypticase Soybean Broth Yeast) esta constituido por:

COMPONENTES Gramos/Litro
Caseina enzima hidrolasa 17.0
Papaina digestiva 3.0
Soya 3.0
Cloruro de sodio 5.0

Fosfato dibasico potasico 2.5


http://es.wikipedia.org/wiki/Multiplicar
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Aislar&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Microorganismo

4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
La caries dental ha sido un problema de salud publica a nivel mundial durante muchos
afos, sobre todo en paises en vias de desarrollo, a través de la investigacion cientifica
se ha estudiado la complejidad de su etiologia, los sistemas de salud de muchos
paises invierten gran parte de su presupuesto en programas preventivos de salud bucal
de manera permanente para disminuir el porcentaje de ésta enfermedad en la

poblacién en general.?®

De acuerdo con la Organizacion Mundial para la Salud (OMS) y la Norma Oficial
Mexicana 013 (NOM 013 SSA) para la prevencion y control de las enfermedades

bucales, México tiene una prevalencia de caries dental de 90% en su poblacién.?®#

La caries es una enfermedad que se reconoce por su etiologia multifactorial; sin
embargo, ademas de los factores que cominmente pueden producir ésta enfermedad
existen otros agentes causales para la retencién y proliferacion de microorganismos,
como lo son la aparatologia usada durante el tratamiento ortodoncico (brackets y
bandas ortoddncicas) los cuales se fijan de manera transitoria durante el tratamiento
activo a la superficie dentaria por medio de resinas compuestas, y generan mayor
formacion de placa dentobacteriana, esto es relacionado a una complicacion comun
durante el tratamiento ortodoncico como son las lesiones de mancha blanca
(desmineralizacion del esmalte dental) alrededor de los brackets, los microorganismos

asociados a ésta enfermedad en etapas iniciales son claramente identificados sin



importar el factor causal, entre los mas importantes podemos distinguir al

Streptococcus mutans y el Streptococcus sobrinus.

Actualmente en el area de la Odontologia y en la mayoria de sus especialidades existe
gran variedad de materiales dentales biocompatibles que se encuentran disponibles en
el mercado, aun para un mismo propésito los materiales dentales tienen propiedades

fisico-quimicas diferentes entre si.

Existen diversos estudios acerca de la adherencia de microorganismos en algunos
materiales, asi como reportes a acerca de una variedad de brackets, bandas, arcos,
elasticos, ligaduras, etc., utilizados especificamente en el area de Ortodoncia;* * *’ sin
embargo, las resinas compuestas de Ultima generacién para el cementado de brackets

no han sido estudiadas ampliamente en relacion con la adherencia de microorganismos

en particular Streptococcus mutans y Streptococcus sobrinus.

Preguntas de investigacion:

¢Cual es la resina para cementado de brackets con menor adherencia de

Streptococcus?

¢Cual es la resina para cementado de brackets con mayor adherencia de

Streptococcus?



¢,Qué microorganismo es el que presente mayor adhesion a las resinas para

cementado de brackets?

¢, Qué diferencias existe entre la cantidad de Streptococcus mutans y Streptococcus
sobrinus en las resinas para cementado de brackets que presenten mayor adhesién de

microorganismos?



5. HIPOTESIS

Hipotesis de trabajo:
Las resinas compuestas de prescripcion ortodéncica promueven diferentes cantidades
de agregacion bacteriana, especificamente de Streptococcus mutans y Streptococcus

sobrinus.

Hipotesis nula:
Los materiales adhesivos de uso ortoddncico promueven cantidades similares de
agregacion bacteriana, especificamente de Streptococcus mutans y Streptococcus

sobrinus.

Hipotesis estadistica:
Las cantidades de agregaciéon bacteriana de las resinas de prescripcion ortodéncica

tendran diferencias estadisticamente significativas entre si con significancia de p<0.05.



6. OBJETIVOS

General
Determinar cuantitativamente el grado de colonizacién bacteriana de Streptococcus

mutans y Streptpcoccus sobrinus en resinas compuestas de prescripcion ortodéncica.

Especificos
Cuantificar la adherencia de Streptococcus mutans y Streptococcus sobrinus a las
resinas compuestas de prescripcién ortodoncica mediante el uso de marcadores

radiactivos.

Cuantificar el numero de bacterias (en unidades de dpm) que colonizan una resina

compuesta de prescripcion ortoddncica especifica en un intervalo de tiempo.

Identificar las resinas compuestas de prescripcion ortoddncica con mayor o menor

susceptibilidad de colonizacién bacteriana.



7. JUSTIFICACION

Los métodos para prevencion de caries estan bien documentados a través de la
educacion al paciente, su orientacidn en la técnica de cepillado, pasta dental fluorada,
aplicaciones de floruros, recomendaciones dietéticas, aplicacion de selladores de fosas
y fisuras asi como la revisién periodica por el odontélogo, etc.; sin embargo, sigue

siendo una enfermedad infectocontagiosa con alto nivel de prevalencia en México.?® ?°

De manera especifica se ha observado que la etapa inicial de la caries (lesion de
mancha blanca), 6 desmineralizacion del esmalte es una complicacion comdn durante
el tratamiento ortodéncico, por lo que durante afios ha sido objeto de investigacién
cientifica, identificando que la aparatologia fija durante dicho tratamiento favorece una
mayor retencion de microorganismos que producen caries, del mismo modo se han
identificado las bacterias que causan la lesién de mancha blanca.® * En éste contexto,
existen estudios sobre adherencia bacteriana a materiales usados en el area de
Ortodoncia como; brackets de diversos materiales, ligaduras, bandas, arcos de
distintas aleaciones,’ etc., a pesar de que existen varios estudios sobre los materiales
antes mencionados, no es asi para el caso de materiales adhesivos de Ultima
generacion (resinas de prescripcion ortodéncica) para cementacion de brackets y su
asociaciéon con la adhesién de estreptococos en particular Streptococcus mutans y

Streptococcus sobrinus.



Si bien existe una gran variedad de resinas de prescripcion ortodéncica en el mercado,
con ligeras diferencias en su composicion fisico-quimica, el conocimiento e
identificacion de las resina para cementado de brackets con menor y mayor adherencia
de Streptococcus, aportaria datos de importancia clinica, orientando al ortodoncista con
una vision critica sobre los materiales utilizados en su practica profesional asi como el
éxito del tratamiento ortoddncico, impactando ademdas directamente sobre la

disminucion de la prevalencia de lesiones de mancha blanca durante el tratamiento.



8. MATERIALES Y METODOS

8.1 DISENO METODOLOGICO

Tipo de estudio: Estudio experimental, prospectivo y transversal.

Universo: Resinas de prescripcion ortodoncica.

Muestra: muestreo por conveniencia con un total general de 630 bloques de resina
dividido en dos grupos experimentales:

e 210 bloques de resina de prescripcién ortodéncica procedentes de siete diferentes
marcas comerciales (30 de cada marca comercial) para el estudio experimental en que
se evalué ambos Streptococcus simultdneamente.

e 420 bloques de resina de prescripcién ortodéncica procedentes de siete diferentes
marcas comerciales (60 de cada marca comercial) para el estudio experimental en el

gue examinaron ambos Streptococcus por separado.

8.2 CRITERIOS DE INCLUSION, EXCLUSION Y ELIMINACION

Criterios de Inclusion:

Las siete resinas fotopolimerizables de prescripcion ortodéncica previamente descritas
de nueva generacion en bloques de 4 x 4 x1Imm.

Bloques de resina procedentes de las siete marcas antes mencionadas que se
obtuvieron en buen estado, con limpieza de ultrasonido, esterilizadas y libres de

contaminacion.



Criterios de Exclusion:

Bloques de resina que presenten fracturas, burbujas o irregularidades en la superficie,
observables a simple vista

Resina de prescripcion ortodoncica para el cementado de brackets modificados con
iondmero de vidrio.

Resina de prescripcion ortoddncica modificada con algun agente antimicrobiano.

Criterios de eliminacion:
Bloques de resina con modificacion accidental de la superficie, fracturas, o

contaminacion durante el procedimiento.

8.3 Procedimientos

Siete resinas compuestas fueron seleccionadas dentro de los materiales mas
vanguardistas para realizar el andlisis y se formaron siete grupos; BeautyOrtho Bond Il
(GI), Blugloo (GllI), Enlight (Glll), Greengloo (GIV), Kurasper F (GV), Transbond Plus

CC (GVI), Turbo Bond II (GVII) (Figura 1).
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Figura 1. Imagen representativa de las resinas compuestas de prescripcion ortodéncica.

Se realizaron 30 bloques de cada resina, utilizando un molde de teflon de 4 x 4 x 1mm.
Para los materiales fotopolimerizables el procedimiento fue realizado cubriendo el
material con un porta objetos de cristal seguido de la aplicacion de la ldmpara de luz
fotopolimerizable (Ortholux, 3M Unitek, Monclovia, Calif.,, EEUU) por 60seg., similar a

los métodos descritos por el fabricante (Figura 2).

Figura 2. Las imagenes ilustran el material, instrumental y procedimiento realizado.

Los bloques obtenidos se pulieron ligeramente con papel abrasivo de 6um y limpiados

ultrasénicamente durante un minuto para eliminar impurezas. Se dej0 secar las



muestras por 12 hrs., y se almacenaron en recipientes libres de humedad antes de

realizar el andlisis.

Cepas certificadas de Streptococcus mutans y Streptococcus sobrinus fueron
cultivados con métodos convencionales para su reproduccion en cajas Petri y con
medios a base de agar con caldo de cultivo tipo caldo de cultivo de soya tripticaseina

suplementado con levadura (TSBY sdlido y semisdlido) (Figura 3).

Figura 3. Imagenes representativas del cultivo bacteriano para S. mutans y S. sobrinus.



8.3 OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

Variable Definicién conceptual Definicién Tipo de Escala de
Dependiente operativa variable Medicion
Bacteria anaerobia facultativa Gram
positiva acidofila y acidogénica que
Streptococcus  se localiza de manera normal en la  desintregracion por Cuantitativa Razén
mutans cavidad oral formando parte de la minuto (dpm)
placa dentobacteriana y es asociada
a la caries dental.
Bacteria Gram positiva acido lactica,
Streptococcus -~ o
) esférica de crecimiento en pares o . >
sobrinus desintregracion por o .
cadenas, conforma parte de Ila . Cuantitativa Razon
. . . minuto (dmp)
microbiota normal de la cavidad
bucal.
Variable Definicién conceptual Definicién Tipo de Escala de
Independiente operativa variable Medicion
BeautyOrto Bond,
Material de cementacion Elelne, Sl
. i . : Greengloo,
Material de fotopolimerizable a base de matriz L .
- . . I Kurasper F, Categorica Nominal
Cementacion BisGMA, relleno microhibrido, de
rescripcion ortodéncica VlElrElopiie (L,
P ' Turbo Bond Il

8.4 RECOLECCION DE DATOS

El andlisis cuantitativo de la adherencia de los microorganismos a la superficie de los

materiales pudo ser realizado mediante marcadores radioactivos codificando las

bacterias mediante Tritio (*H) y Carbono 14 (**C), posteriormente se utilizé6 un sistema

de combustion (ACS-113, Aloka, Tokio, Japdn), para capturar los residuos y después

se midié la radiacién de cada muestra por tres veces (LSC-900, Aloka) (Figura 4).



8.5 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se registraron y analizaron en el programa estadistico SPSS version 18
(PAWS v.18). En andlisis estadistico se calcularon mdltiples comparaciones entre

diversos materiales con la prueba de ANOVA (Sheffe Post-hoc).

Figura 4. A) Imagenes del procedimiento experimental. B) Maquina de combustion (ACS-113B
Hitachi-Aloka, Tokyo, Japan). C) Maquina de centelleo (LSC-900, Aloka, Tokyo, Japan).
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ABSTRACT

n Orthodontics, the placement of fixed appliances in the oral cavity immersed in a fluid
such as saliva, are colonized by microorganisms. Objective: The purpose of this study
was to guantitatively determine the independent bacterial colonization of S. mutans and
S. sobrinus in orthodontic composite resins. Material and methods: Seven
composite adhesives for bonding brackets were selected and dassified into 14 groups;
(GIm, GIs) Enlight, (GIIm, GIIs) boﬁbo' GIIIm, GIIIs) Kurasper F, (GIVm, GIVs;
BeautyOrtho Bond, (GVm, GVs) Trans GVIm, GVIs) Turbo Bond II, (GVIIm, GVIIs
Blugloo. 60 blocks of 4:4:x1 mm of each orthodontic composite resin were made (total 420
blocks), and gently polished with sand-paper and ultrasonically deaned. S. mutans and S.
sobrinus were independ cultivated. For the quantitative analysis, a radicactive marker
wias used to codify the bacteria (3H) adhered to the surface of the materials. The blocks
were submerged in a solution with microorganisms previously radiolabeled and separated
gw blocks for S. mutans and 210 blocks for S. sobrinus) for 2 hours at 370C. Next, the
ocks were placed in 2 combustion system. to capture the residues and measure the
diation. The statistical analysis was Calculated with the ANOVA test (Sheffé post-hoc).
Resuhs Significant differences of bacterial adhesion were found amongst the groups. In
the GIm and GIs the significant lowest scores for both microcorganisms were shown; in
contrast, the values of GVII for both bacteria were significantly the highest. Conclusions:
This study showed that the orthodontic composite resin evaluated in the GIm and GIs,
obtained the lowest adherence of S. mutans and 5. sobrinus, which may reduce the enamel
demineralization and the risk of white spot lesion formation.

Key words: Radicisotope. White spot. Composite resins. Streptococcus mutans.
Streptococcus sobrinus.

INTRODUCTION

The increased plaque accumulation and the
concomitant bacterial acid production resulted
in the white spot lesions or incipient caries.
This phenomenon starts on an enamel surface
when there is a shift in the equilibrium between

decalcification by diffusion of the calcium and
phosphate and remineralization’®. The enamel
demineralization is mainly caused by organic adids
produced by various microorganisms. S. mutans
and S. sobrinus were identified as the main
pathogens in dental caries, and their presence
increases the risk for enamel demineralization® =%,
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9.1.3 Resumen

Objetivo: En ortodonconcia, la aparatologia fija esta inmersa en un fluido como lo es la
saliva, y es colonizada por microorganismos. El propésito de éste estudio fue
determinar de manera independiente y cuantitativamente el nivel de colonizacion
bacteriana de Streptococcus mutans y Streptococcus sobrinus en resinas de
prescripcién ortodoncica. Materiales y Métodos: Siete resinas compuestas de
prescripcién ortodoncica para el cementado de brackets fueron seleccionadas y

clasificadas en 14 grupos; (GIm, GlIs) Enlight, (Glim, GlIs) Grengloo, (Gllim, GllIs)



Kurasper F, (GIVm, GIVs) BeautyOrtho Bond, (GVm, GVs) Transbond CC, (GVIm,
GVIs) Turbo Bond II, (GVIIm, GVIIs) Blugloo. Se elaboraron 60 bloques de 4 x 4 x 1
mm de cada resina compuesta (Total de 420 blogues), fueron gentilmente pulidos con
papel abrasivo y limpiados ultrasonicamente. S. mutans y S. sobrinus fueron incubados
y evaluados por separado. Para el andlisis cuantitativo fue utilizado un radiomarcador
para codificar las bacterias (*H) adheridas a la superfice de las resinas. Los bloques
fueron sumergidos en una solucibn que contenia microorganismos previamente
rediomarcados de manera independiente (210 bloques para S. mutans y 210 para S.
sobrinus) durante 2 horas a 37° C. Acto seguido. Los bloques fueron colocados en un
sistema de combustién capturando los residuos y midiendo el nivel de radioacion. El
andlisis estadistico fue calculado con una prueba de ANOVA (Sheffé Post-hoc).
Resultados: Diferencias estadisticamente significativas fueron encontradas entre
grupos. Los grupos GIm y Gls obtuvieron los valores mas bajos de adhesion bacteriana
para ambos microorganismos; en contraste, los valores del grupo GVII para ambos
microorganismos fueron significativamente los mas altos. Conclusiones: Los hallazgos
de éste estudio mostraron que la resina evaluada en los grupos GIm y Gls, obtuvo los
valores mas bajos de adherencia bacteriana, lo cual podria reducir la desmineralizacion

del esmalte y el riesgo a la formacion de lesion de mancha blanca.

9.1.4 Abstract
Objective: In orthodontics, placement of fixed appliances in the oral cavity immersed in
a fluid such as saliva, are colonized by microorganisms. The purpose of this study was

to determinate quantitatively the independent bacterial colonization of S. mutans and S.



sobrinus in orthodontics composites resins. Materials and Methods: Seven orthodontic
composites adhesives for bonding brackets were selected and classified in 14 groups;
(GIm, Gls) Enlight, (Glim, GlIs) Grengloo, (Gllim, GllIs) Kurasper F, (GIVm, GIVs)
BeautyOrtho Bond, (GVm, GVs) Transbond CC, (GVIm, GVIs) Turbo Bond II, (GVIIm,
GVIis) Blugloo. 60 blocks of 4 x 4 x 1 mm of each orthodontic composite resin were
made (Total 420 blocks), and gently polished with sand-paper and cleaned
ultrasonically. S. mutans and S. sobrinus were cultivated independently. For the
quantitative analysis, a radioactive marker was used to codify the bacteria (*H) adhered
to the surface of the materials. The blocks were submerged in a solution with
microorganisms previously radiolabeled and separated (210 blocks for S. mutans and
210 blocks for S. sobrinus) during 2 hours at 37°C. After that, the blocks were placed in
a combustion system, capturing the residues and measure the radiation. The statistic
analysis was calculated with ANOVA test (Sheffé Post-hoc). Results: Significant
differences of bacterial adhesion were found amongst groups. In GIm and GlIs the
significant lowest scores for both microorganisms were shown; in contrast, the values of
GVII for both bacteria were significantly the highest. Conclusions: This study showed
that the orthodontic composite resin evaluated in GIm and Gls, obtained the lowest
adherence of S. mutans and S. sobrinus, which may reduce the enamel
demineralization and the risk of white spot lesion formation.

Key words: Radiolabeled. White spot lesion. Orthodontic composite resin. S. mutans. S.

sobrinus.

9.1.5 Introduction



The increased plague accumulation and the concomitant bacterial acid production result
in the white spot lesions or incipient caries, this phenomenon starts on an enamel
surface when there is a shift in the equilibrium between decalcification by diffusion of
calcium and phosphate and remineralization®. The enamel demineralization is caused
by organic acids produced by various microorganisms mainly S. mutans and S.
sobrinus identified as the main pathogens in dental caries, and their presence increases
the risk for enamel demineralization® °. Therefore, adhesion of these bacteria to
orthodontics composites resins or fixed appliances might influence the formation of
pathogenic plaque and enamel demineralization during orthodontic treatment®3. Several
patients with orthodontic treatment have risk to development white spot lesions around
brackets, this has been known perfectly from first month after brackets placement in
ranges from 12.6% to 50%*. Orthodontic appliances can play a major role in enamel
demineralization because they provide additional surface areas for bacterial adhesion,
and their complex design impedes proper access to the tooth surfaces during cleaning
orthodontic treatment, furthermore, the composition of the orthodontic composite resin,
the oral pH and various microorganisms normally present in the oral cavity may
influence the adhesion capacity of bacteria, formation of plaque, which increases the
risk of demineralization in enamel, particularly in areas around the appliances such as

brackets® >,

The orthodontic adhesives remaining on the enamel surface around the bracket are
known to be risk factors for predisposition to enamel demineralization because the

rough adhesive surface can provide a site for the rapid growth of oral microorganisms®.



The aim of this investigation was to determinate and compare quantitatively the
independent bacterial colonization of S. mutans and S. sobrinus in seven polished

orthodontics composites resins.

9.1.6 Materials and methods

Orthodontic composite resins

Seven commercial orthodontic composite resins for bonding brackets were employed
and classified in 14 groups: (GIm, GIs) Enlight (Ormco Corp., Orange, U.S.A); (Glim,
Glls) Grengloo (Ormco Corp.); (Gllim, Gllls) Kurasper F (Kuraray, Medical, Tokyo,
Japan); (GIVm, GIVs) BeautyOrtho Bond (Shofu, Kyoto, Japan); (GVm, GVs)
Transbond CC (3M Unitek, Monrovia, U.S.A.); (GVIm, GVIs) Turbo Bond Il (TP

Orthodontics, LaPorte, Ind., U.S.A.); (GVIIm, GVIIs) Blugloo (Ormco Corp.).

Samples Preparation

A total of 420 resin blocks (210 block for S. mutans, 210 blocks for S. sobrinus with 30
blocks for each group of orthodontic composite resin), were made filling into a Teflon
mold (4 x 4 x 1 mm), covered with micro-slide glass and irradiated with visible light
curing unit device (Ortholux, 3M Unitek) for 60 seconds to polymerize each resin block,
the surface blocks were polished with 2000 and 1000 grit sand-paper sheets, cleaned

ultrasonically and sterilized with ethylene oxide gas.

Radiolabeled bacteria and culture conditions



S. mutans ATCC25165 and S. sobrinus ATCC33478 were maintained as frozen stock
cultures, and cultured anaerobically at 37° C in a semisolid trypticase soy broth (BBL,
Cockeysville, MD, USA) and yeast extract (Difco Laboratories, Detroit, Ml, USA) for 18
hours. After, the microorganisms were anaerobycally inoculated each of one separately
from TSBY semisolid to 150 ml of TSBY liquid with a radioactive marker used to codify
the microorganism,74 kBq of [6-°H] thymidine (GE healthcare U.S.A.), and cultured by
18 hours at 37° C. After that, the bacteria was collected by centrifugation at 12 000 rpm
for 15 minutes into 0.05M phosphate buffer saline (PBS) adjusted to pH 7.0, and
washed three times with PBS. The concentration of S. mutans and S. sobrinus were 10°

CFU/ml.

Samples analysis

The blocks of orthodontic composite resin were suspended from the cap of a glass mold
and submerged in 150 ml of S. mutans (210 blocks) and S. sobrinus (210 blocks)
radiolabeled fluid respectively at 37° C for 2 hours in constant movement. To remove
the bacteria non-adhering, the blocks of orthodontic composite resins were removed of
the glass mold and washed three times with PBS.

The radiolabeled bacteria adhered to the orthodontic composite resins blocks were
recollected by an automatic sample combustion equipment, and the score measured

using a liquid scintillation counter (LSC-900, Aloka, Tokyo, Japan); which, the values



were recorded in disintegration per minute (dpm), this measurement was repeated three

times to respect the reliability of results.

Statistical analysis

Parametric tests with descriptive statistics mean and variance for quantitative variables
were used in this test by one-way analysis of variance (ANOVA) with a post hoc test
(Sheffe) for multiple comparisons. A probability of equal or less than 0.05 for similarity of

distribution was considered to be significantly different.

9.1.7 Results

Bacterial adhesion of S. mutans

The adherence of S. mutans radiolabeled to orthodontic composite resins were
significantly different between groups (p<0.05). The scores expressed in disintegration
per minute (dpm) are shown in Table 1 and Figure 1. The value of group GIm (1577.35
dpm) was significantly the lowest followed by group Glim (3393.76 dpm). The values of
group Gllm (3393.76 dpm) and GIVm (3515.56 dpm) were not significant. The value of

group GVIIm (5155.85 dpm) was significantly the highest.

Bacterial adhesion of S. sobrinus

The bacterial adhesion of S. sobrinus radiolabeled to orthodontic composite resins were
also significantly different between groups (p<0.05). The scores are shown in Table 2
and Figure 2. The value of group Gls (457.86 dpm) was significantly the lowest followed

by group Gllls (1034.70 dpm). The values of group Glls (1405.50 dpm), Gllls (1034.70



dpm) GIVs (1437.21 dpm) and GVIs (1114.95 dpm) were not significant between each

other. The value of group GVIis (6087.06 dpm) was significantly the highest.

9.1.8 Discussion

White spot lesions are the first sign of enamel demineralization, this phenomena is
associated to adjacent areas around of fixed orthodontic appliances, because the
orthodontic appliances provide additional surface areas for bacterial colonization;
furthermore, their complex design impedes an adequate cleaning, specifically the
orthodontic composite resins are materials placed onto the enamel surface that is
commonly affected for demineralization (white spot lesion) and caries™ 3. Various
species of bacteria are involved in the formation of dental biofilm and white spot lesions
which are caused by acids produced mainly by cariogenic bacterial®. Previous studies
reported that patients with orthodontic treatment normally present elevated levels of S.
mutans, and S. sobrinus, this alteration in the oral flora can increase the risk of dental

caries'?> %

, on the other hand, studies in vivo have reported that presence of these
microorganisms are also found on healthy surfaces, and its presence does not always
indicate an active process of caries; however, an increased number of these
microorganisms on any surface might augment the risk of developing caries lesions® *.

The bacterial adhesion of these bacteria to orthodontic composite resins is due to
electrostatic, hydrophobic interaction and van der Waals forces, also it has been
reported that the adhesion of cariogenic streptococcus to orthodontic composite resins

is higher than orthodontics appliances, this colonization might play a role in the

development of cariogenic plaque and remaining bacteria around fixed appliances can



grow rapidly on tooth surfaces’. Therefore, this study was performed to determine
specifically the level of S. mutans and S. sobrinus adhered on orthodontic composite
resins, cultured and tested independently, because both microorganisms are
considered the main responsible for causing dental caries, and are also the greatest

producer of acid that causes enamel demineralization™®.

For this investigation, the samples were not coated with saliva because previous
studies®* % had described that saliva coating did not significantly alter the adhesion
patterns of S. mutans and S. sobrinus. This phenomenon is consistent with other
investigations showing that saliva coating did not significantly alter the adhesion of

streptococci to the underlying materials® *°.

The equipment and methodology used in this research, such as the automatic sample
combustion machine and the liquid scintillation counter device for measuring *H, had
been amply described by Hiilsen** (1970), Saku, et al.?° (2010), and Nagayama, et al.*’
(2001), as well as the results expressed and recorded in disintegration per minute
(dpm). In this sense, a higher value of dpm means higher radioactivity and therefore
higher adherence of a radiolabeled microorganism is found. In contrast, lower values of

dpm indicate lesser adherence of the radiolabeled microorganism.

The results (Tables 1 and 2) in this study showed that the groups GIm (1577.35 dpm)
and Gls (457.86 dpm) were lowest bacterial adherence and a statistically significant

(p=<0.05) in comparison with the other groups for both microorganisms, in the same



mode, GVIIm (5155.85 dpm) and GVIils (6087.06 dpm) had the highest bacterial
adherence; in general, the level of bacterial adhesion to the materials tested was
greater for S. mutans than for S. sobrinus except for GVIIs which had more affinity for S.
sobrinus, these findings are different of other studies” ?* ?* % A similar research by
Sug-Joon, Bum-Soon and Shin-Jae®® (2010), reported that in general the bacterial
adhesion to orthodontic materials, particularly more to orthodontic composite resins and
brackets was greater for S. mutans than for S. sobrinus, concluding that different strains
have a different amounts of adhesion, even though they belong to the same species.
The results in this study are similar in six groups (in ranges from group Gim to GVIm,
and from Gls to GVIs). However, the findings in groups GVIIm and GVIIs demonstrated
that the values were greater for S. sobrinus than for S. mutans, which suggest strongly
an affinity amongst S. sobrinus and the orthodontic composite resin tested in groups

GVIIm and GVIis (Blugloo).

In this study differences in the amount of the bacterial adhesion can be explained by
diverse surface characteristics of each type of orthodontic composite resin, the surface
characteristics of the materials are known to influence the adhesion of bacteria to
surface roughness; therefore, materials with a polished surface provide the same
condition for a test bacterial colonization®*. Although all surfaces were polished, the
samples of orthodontic composites resins shown different regularities on the surfaces
associated with variable bacterial adhesion, literature suggests that the filler modifies
the surface of orthodontic composite resins®, an investigation about filler volume (Wt/%),

filler size, and composition of various orthodontic composite resins demonstrated no



effect on the adhesion as that of S. mutans or S. sobrinus %°

, Similar findings are
comparable with Groups GIm and Gls, which showed roughness that seemed not to be
susceptible to bacterial adhesion compared with the others groups that also had
irregularities on surfaces. The orthodontic composite resins tested in this study were
light-cured; the resin evaluated in the groups: GIm and GlIs presented the lowest value
of dpm for both microorganisms respectively; in other words, significantly lowest
guantity of S. mutans and S. sobrinus were adhered to this composite resin when
compared with other groups. This findings are similar with a previous study®, which
evaluated the same composite resin and demonstrated the lowest bacterial adherence,
when tested and compared with others materials with antimicrobial properties. Several
materials for bonding brackets have antimicrobial properties; however, in previous
investigations, some orthodontic composite adhesives had showed no statistically

significant differences” *> %,

No significant statistically differences was found in the comparison between groups
Gllm and GIVm, as well as GVm and GVIm, when S. mutans adherence was evaluated;
in the same sense the groups Glis, Gllls, GIVs, GVIs no significant differences was
found. Although three of the seven resins analyzed are manufactured by the same
company, they have shown diverse bacterial adherence, probably due to their different
compositions, filler sizes, and properties. Further studies are warrant to analyze the
biological and bacteriostatic effects of the composite resins on the microorganism

adhered. Nevertheless, the groups GVIIs and GVIIm showed the significantly highest



value of S. mutans and S. sobrinus adherence, indicating superior risk to enamel

demineralization and decay.

Previous studies* %°

in vitro models had assay adherence of microorganisms on dental
materials, reporting that a surface roughness is the main determinants of the bacterial
adhesion. To minimize the effect of surface roughness on adhesion in this investigation,
all surfaces were polished equally, nevertheless, in previous assessments (data no
shown), in which the surfaces were untreated (no polished), the groups Gim and Gls

shown the lowest bacterial adherence and GVIm, GVIs the highest adherence of

microorganisms. Therefore, the polish effects seem to be irrelevant for these groups.

Based on the findings obtained in this study, it was clearly that the orthodontic
composite resin tested in the groups GIm and Gls, exhibited desirable properties
obtaining the lowest bacterial adhesion, this suggest to the clinic in orthodontics daily
practice that the use of this composite resin might reduce the white spot lesions and
caries formation during orthodontic treatment and might also be suitable from a clinical
preventive point of view. In contrast, the composite resin analyzed in the groups GVIIm
and GVlls, showed the highest adhesion; this is theoretically an unfavorable
characteristic; in this context, if translated into clinical performance, this suggests that
this material can be associated with increased incidence of decalcification around fixed
appliances. From a clinical point of view, it seems that various orthodontic composite
resins have different levels on the adhesion of S. mutans and S. sobrinus. However,

these data are difficult to directly apply to the clinical situation, because the materials



and their characteristics are variable, according to the manufacturers. In addition, the
adhesion amount of oral bacteria can be significantly influenced by the complexity of the

appliances and treatment.

Future studies with S. mutans and S. sobrinus examined jointly and using different radio
markers for codify the bacteria, are required to accurately compare the adhesion of

these microorganisms to a different orthodontic composites resins.

9.1.9 Conclusions

This study was undertaken to analyze the level of bacterial adhesion to orthodontic
composites resins. The results showed that groups GIm and Gls had the lowest quantity
of S. mutans and S. sobrinus adherence respectively in an assessment carried out by
separately. On the other hand, the highest level of bacteria adhesion was observed in
groups GVIIm and GVliIs. The outcomes suggest a significant affinity of S. sobrinus to
adhere to group GVIlIs. This research provides valuable information for identifying the
orthodontic composite resin with minor risk to develop white spot lesions and caries

formation.
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9.1.11 Table 1.

Table 1 Quantitative Test to S. mutans by radiolabeled (*H)

Adhesive DPM* SD** Sheffé

Mean Test**
Enlight 1577.35 144.57 A
Grengloo 3393.76 113.85 B
Kurasper F 3989.56 758.34 C
BeautyOrtho Bond 3515.56 299.86 B
Transbond CC 4693.63 346.48 D
Turbo Bond 4790.68 265.93 D
Blugloo 5155.85 40.49 E

* DPM (Desintegration per Minute)

** SD (Standard Deviation)

*** Composites orthodontic resins with different
letters are significantly different from each other.

9.1.12 Table 2
Table 2 Quantitative Test to S. sobrinus by radiolabeled (*H)

Adhesive DPM* SD** Sheffe

Mean Test***
Enlight 457.86 88.35 A
Grengloo 1405.5 205.24 B
Kurasper F 1034.7 80.41 B
BeautyOrtho Bond 1437.21 200.48 B
Transbond CC 2056.05 25.95 C
Turbo Bond 1114.95 88.61 B
Blugloo 6087.06 1290.64 D

* DPM (Desintegration per Minute)

** SD (Standard Deviation)

*** Composites orthodontic resins with different
letters are significantly different from each other.
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9.2.3 Resumen

Introduccion: El propésito de ésta investigacion es determinar cuantitativamente la
adhesion de Streptococcus mutans y Streptococcus sobrinus en siete resinas
compuestas de prescripcion ortodoncica, examinadas simultaneamente mediante el
uso de radiomarcadores.

Materiales y Métodos: Siete resinas compuestas de prescripcion ortoddncica fueron
clasificadas en siete grupos: BeautyOrtho Bond (Gl), Blugloo (Gll), Enlight (Glll),

Grengloo (GIV), Kurasper F (GV), Transbond CC (GVI), and Turbo Bond II (GVII).



Fueron elaborados 30 bloques de resina de 4 x 4 x 1 mm de cada grupo de resina (un
total de 210 bloques). Ambos Streptococcus fueron cultivados independientemente.
Para el analisis cuantitativo se utilizaron radiomarcadores para codificar las bacterias
(®H for Streptococcus mutans and **C for Streptococcus sobrinus) Los bloques fueron
sumergidos en una solucién con microorganismos previamente radiomarcados durante
2 horas a 37° C en constante movimiento. Los bloques se colocaron en un sistema de
combustion para cuantificar los Streptococcus adheridos a la superficie de las resinas
mediante la lectura de la radiacion de los residuos incinerados.

Resultados: Diferencias estadisticamente significativas fueron encontradas entre los
grupos. Los valores méas bajos de adherencia bacterinana para ambos
microorganismos fueron observadas en el grupo Glll.

Conclusiones: La resinas compuesta de prescripcion ortodéncica evaluada en el grupo
Glll mostré los valores mas bajos de adhesién de Streptococcus mutans y
Streptococcus sobrinus, lo cual podria reducir la desmineralizacion del esmalte dental y

el riesgo a desarrollar lesiones de mancha blanca y caries.

9.2.4 Abstract

Background: This investigation aimed to determine quantitatively the adhesion of
Streptococcus mutans and Streptococcus sobrinus to orthodontic composite resins,
tested simultaneously using radiomarkers.

Materials and Methods: Seven orthodontic composite resins were classified into seven
groups: BeautyOrtho Bond (Gl), Blugloo (Gll), Enlight (GlII), Grengloo (GIV), Kurasper

F (GV), Transbond CC (GVI), and Turbo Bond Il (GVII). Thirty 4 x 4 x 1 mm blocks of



each orthodontic composite resin were made (a total of 210 blocks). Both Streptococcus
species were cultivated independently. For the quantitative analysis, radioactive
markers were used to codify the bacteria (*H for Streptococcus mutans and **C for
Streptococcus sobrinus). The blocks were submerged in a solution with microorganisms
previously radiolabeled for 2 hours at 37°C in constant movement. The blocks were
placed in a combustion system to quantify the streptococcus adhering to the surface of
the materials, by capturing the residues and measuring the radiation. Results:
Significant differences in bacterial adhesion were found among the groups. The lowest
significant scores for both microorganisms were observed in Glll. Conclusions: The
orthodontic composite resin evaluated in Glll exhibited the lowest adhesion of
Streptococcus mutans and Streptococcus sobrinus, which may reduce enamel
demineralization and the risk of white spot lesion formation.

Key words: Orthodontic composite resin, radiolabeled, Streptococcus mutans,

Streptococcus sobrinus, white spot lesion.

9.2.5 Introduction

In orthodontics, materials made of composite resins are traditionally used for bonding
brackets.!

Fixed orthodontic appliances are a significant challenge to patients who undergo
orthodontic treatment, in terms of maintaining good oral hygiene and avoiding or
minimizing decalcification of enamel during treatment.? A contributor to the success of
fixed-appliance therapy is the reliable attachment of bonded components to the teeth;

however, bacterial adhesion to biomaterial surfaces constituting the bracket-adhesive-



enamel junction represents a growing problem in orthodontics.> Furthermore,
orthodontic adhesives remaining on the enamel surface around the bracket are known
to be risk factors for predisposition to enamel demineralization, because the rough
adhesive surface can provide a site for the rapid growth of oral microorganisms that
cause demineralization of the enamel surface around the brackets.* Some patients are
at risk of developing white spot lesions around brackets, which have been found from
the first month after bracket placement in ranges from 12.6% to 50%.°

Dental caries starts on an enamel surface when there is a shift in equilibrium between
demineralization and remineralization.® Enamel demineralization is caused by organic
acids produced by various microorganisms, mainly Streptococcus mutans and
Streptococcus sobrinus, identified as the main pathogens in dental caries.? The
formation of white spot lesions, commonly called incipient caries, is an unesthetic
common side effect of orthodontic treatment with fixed appliances.” Despite intensive
efforts to educate patients on effective oral hygiene procedures, enamel
demineralization associated with fixed orthodontic appliances remains a significant
clinical problem.®

Ecological changes observed in the oral cavity, such as a low pH environment and
increased retentive sites for bacterial adhesion, are probably responsible for
postorthodontic-treatment decalcification.®®

Previous studies®*® have reported that composite resins tend to accumulate more
bacteria or plaque than do other restorative materials in vitro and in vivo. Differences in
the amount of bacterial adhesion can be explained by the diverse surface

characteristics of each type of orthodontic composite resin.*!



The aim of this investigation was to determine and compare, quantitatively and jointly,
the adhesion of Streptococcus mutans and Streptococcus sobrinus in seven polished

composite orthodontic resins.

9.2.6 Materials and methods

Orthodontic composite resins

Seven commercial orthodontic composite resins for bonding brackets were employed
and classified into seven groups: BeautyOrtho Bond (Gl) [Shofu, Kyoto, Japan], Blugloo
(GIl) [Ormco Corp., Orange, U.S.A], Enlight (GlIl) [Ormco Corp.], Grengloo (GIV)
[Ormco Corp.], Kurasper F (GV) [Kuraray, Medical, Tokyo, Japan], Transbond CC (GVI)
[3M Unitek, Monrovia, U.S.A.], and Turbo Bond Il (GVII) [TP Orthodontics, LaPorte,
Ind., U.S.AL].

Preparation of samples

A total of 210 resin blocks (30 blocks for each group of orthodontic composite resin,
tested at the same time for Streptococcus mutans and Streptococcus sobrinus) were
made by filling into a Teflon mold (4 x 4 x 1 mm), covered with microslide glass and
irradiated with a visible light curing unit device (Ortholux, 3M Unitek) for 60 seconds to
polymerize each resin block. The surface of the blocks was polished with 2000 and
1000 grit sandpaper sheets, cleaned ultrasonically, and sterilized with ethylene oxide
gas.

Radiolabeled bacteria and culture conditions

Streptococcus mutans ATCC25165 and Streptococcus sobrinus ATCC33478 were

maintained as frozen stock cultures and were cultured anaerobically at 37°C in a



semisolid trypticase soy broth (BBL, Cockeysville, MD, USA) and yeast extract (Difco
Laboratories, Detroit, MI, USA) for 18 hours. The microorganisms were then
anaerobically inoculated, each one separately from trypticase soy broth and yeast
extract (TSBY) semisolid to 150 ml of TSBY liquid with a radioactive marker used to
codify the microorganism: Thymidine [methyl-H] (specific activity, 2.22 to 2.96 T
Bg/mmol American Radiolabeled Chemicals, Inc., St. Louis U.S.A.) was used at a final
concentration of 74 kBg/ml for radioactive labeling of samples with Streptococcus
mutans. For radioactive labeling of samples with Streptococcus sobrinus, Thymidine [2-
14C] (specific activity, 1.85 to 2.22 G Bg/mmol American Radiolabeled Chemicals, Inc.,
St. Louis U.S.A.) was used at a final concentration of 37 KBg/ml. The microorganisms
were then cultured for 18 hours at 37°C. After incubation, the bacteria were collected by
centrifugation at 8000 g for 15 minutes at 4 C° into 0.05 M phosphate buffer saline
(PBS) adjusted to pH 7.0, and washed three times with PBS. The concentration of
Streptococcus mutans and Streptococcus sobrinus was 10° CFU/m.

Both streptococci were adjusted to a cell suspension of 1x10°> CFU/ml with reduced
transport fluid (RTF). Each sample was immersed in this suspension and anaerobically
inoculated for 18 hours. The bacterial suspension was estimated by culturing on TSBY
agar plates, either undiluted or diluted 10-fold, and incubated at 37°C for 4 days. The
exact number of colonies was counted in 10 samples for each material.

Sample analysis

The blocks of orthodontic composite resin (a total of 210 blocks) were suspended from
the cap of a glass mold and submerged in 150 ml of Streptococcus mutans and

Streptococcus sobrinus radiolabeled fluid, separately, at 37°C for 2 hours in constant



movement. To remove the nonadhering bacteria, the blocks were removed and washed
thrice with PBS. The radiolabeled bacteria that adhered to the blocks were re-collected
by an automatic sample combustion equipment (ACS-113B Hitachi-Aloka, Tokyo,
Japan), the blocks of each orthodontic composite resin were combusted in oxygen to
tritiated water and **CO, for direct collection, capturing the radioactivity as water in
aquasol-2 into a glass bottle, and the scores were measured using a liquid scintillation
counter (LSC-900, Aloka, Tokyo, Japan). The liquid scintillation counter (LSC-900,
Aloka, Tokyo, Japan) used in this study employ the “liquid scintillation counting method”
this technique is the most sensitive and versatile for the detection and measurement of
radioactivity. It is applicable to *H, and **C radionuclides. It is possible to measure
simultaneous assay of *H, and '*C in double-isotope biological samples. Values were
recorded in disintegration per minute (dpm). This process was repeated three times to
ensure the reliability of the results. High dpm values mean greater adhesion of
Streptococci.

Statistical analysis

Parametric tests with descriptive statistics, such as mean and variance for quantitative
variables, were used in this test by one-way analysis of variance (ANOVA), with a post
hoc test (Sheffe) for multiple comparisons. A probability equal to or less than 0.05 for

similarity of distribution was considered to be significantly different.

9.2.7 Results

Adhesion of Streptococcus mutans



The adhesion of radiolabeled Streptococcus mutans to orthodontic composite resins
was significantly different between groups (p<0.05). Table 1 shows the scores (in dpm).
The score of Glll (779.30 dpm) was significantly the lowest, followed by that of GIV
(1533.25 dpm). The scores of Gl (1626.62 dpm), GIV (1533.25 dpm), GV (1625.26
dpm), GVI (1719.18 dpm), and GVII (1701.32 dpm) were not significant. The score of
Gll (2074.76 dpm) was significantly the highest.

Adhesion of Streptococcus sobrinus

The bacterial adhesion of Streptococcus sobrinus radiolabeled to the orthodontic
composite resins was also significantly different between groups (p<0.05). Table 2
shows the scores of the groups. The score of Gl (640.61 dpm) was significantly the
lowest, followed by GVI (1169.13 dpm). The scores of Gl (1260.54 dpm), GV (1170.38
dpm), GVI (1169 dpm), and GVII (1172.79 dpm) were not significant, while the score of
GIV (1396.18 dpm) was significantly different from the others, with an intermediate

value of dpm. The score of GlI (1535.30 dpm) was significantly the highest.

9.2.8 Discussion

Previous studies have reported that patients with orthodontic treatment normally present
elevated levels of Streptococcus mutans and Streptococcus sobrinus, and this alteration
in the oral flora can increase the risk of dental caries.>** However, in vivo studies have
reported that these microorganisms are also found on healthy surfaces, and their
presence does not always indicate an active process of caries. Nevertheless, increased
levels of these microorganisms on any oral surface might augment the risk of

developing caries lesions.***®> These microorganisms adhere to orthodontic composite



resins because of electrostatic and hydrophobic interaction, as well as van der Waals
forces, and it has been reported that the adhesion of cariogenic streptococcus to
orthodontic composite resins is higher than that in orthodontic appliances. This
colonization might play a role in the development of cariogenic plaque, and the
remaining bacteria around fixed appliances can grow rapidly on tooth surfaces.'’
Therefore, this study was performed to specifically determine the level of Streptococcus
mutans and Streptococcus sobrinus adhering to orthodontic composite resins, because
both microorganisms are considered the main responsible for causing dental caries and
are also the greatest producers of acid that causes enamel demineralization.’®'’ The
methods used were radiolabeling, culturing, and joint testing.

For this investigation, the samples were not coated with saliva, because previous
studies**® had found that saliva coating did not significantly alter the adhesion patterns
of Streptococcus mutans and Streptococcus sobrinus. This phenomenon is consistent
with other investigations showing that saliva coating did not significantly alter the
adhesion of Streptococci to the underlying materials.'”*® However, other authors
suggest emulating the conditions of the oral cavity, such as temperature, constant
movement, and saliva coating, which could represent an environment closer to
reality.11'14'18'23

The equipment and the methodology used in this research, such as the automatic
sample combustion machine and the liquid scintillation counter device for measuring °H,
are amply described by Hilsen®® (1970), Saku et al.?! (2010), and Nagayama et al.?
(2001), and the results have been expressed and recorded in dpm. In this sense, a

higher dpm value means higher radioactivity; thus, greater adhesion of the radiolabeled



microorganism is found. In contrast, lower dpm values indicate lesser adhesion of the
radiolabeled microorganism.

The results (Tables 1 and 2) of this study show that GlIlI (Streptococcus mutans test
adhesion — 779.30 dpm; Streptococcus sobrinus test adhesion — 640.61 dpm) had the
lowest bacterial adhesion and a statistically significant score (p<0.05) compared with
the other groups for both microorganisms. In contrast, Gll (Streptococcus mutans test
adhesion — 2074.76 dpm; Streptococcus sobrinus test adhesion — 1535.30 dpm) had
the highest bacterial adhesion. In general, the level of bacterial adhesion to the
materials tested was greater for Streptococcus mutans than for Streptococcus sobrinus,
and these findings are similar to the findings of other studies.*®*#%2* A study by Ahn et
al.>* (2010) reported that, in general, the bacterial adhesion to orthodontic materials,
particularly to orthodontic composite resins and brackets, was greater for Streptococcus
mutans than for Streptococcus sobrinus, and concluded that different strains have
different levels of adhesion, even though they belong to the same species. The results
of this study are similar in five of the groups examined (GlI, GIV, GV, GVI, and GVII).
However, the findings in GVII demonstrated greater values for Streptococcus mutans
than for Streptococcus sobrinus, which strongly suggests an affinity among
Streptococcus mutans and the GVII orthodontic composite resin tested.

The differences in the levels of bacterial adhesion found in this study can be explained
by the diverse surface characteristics of each type of orthodontic composite resin and
by the surface characteristics of the materials. These factors are known to influence the
adhesion of bacteria to surface roughness. Therefore, materials with a polished surface

provide the same condition for testing bacterial colonization.*** Although all the



surfaces in this study were polished, the samples of orthodontic composite resins
showed different regularities on the surface, which were associated with variable
bacterial adhesion. The literature suggests that the filler modifies the surface of
orthodontic composite resins.*? An investigation on filler volume (wt/%), filler size, and
composition of various orthodontic composite resins demonstrated no effect on the
adhesion of Streptococcus mutans or Streptococcus sobrinus.’® These findings are
comparable with the score of Glll observed in the present study, which showed
roughness that seemed not to be susceptible to bacterial adhesion, compared with the
other groups that also had irregularities on their surfaces.

The orthodontic composite resins tested in this study were light-cured. GlII presented
the lowest dpm value for each of the two microorganisms; in other words, the
significantly lowest number of Streptococcus mutans and Streptococcus sobrinus
adhered to this composite resin, compared with the other groups. This finding is similar
to that of a previous study,'® which evaluated the same composite resin and
demonstrated the lowest bacterial adherence, when tested and compared with others
materials with antimicrobial properties. Several materials for bonding brackets have
antimicrobial properties; in previous investigations, however, some orthodontic
composite adhesives had shown no statistically significant differences.*®?3%

No significant differences were found when Gl, GIV, and GV were compared, and when
Gl, GV, GVI, and GVII were compared, in terms of Streptococcus mutans adhesion.
Similarly, GI, GIV, GV, and GVII showed no significant differences with regard to
Streptococcus sobrinus adhesion. Although three of the seven resins analyzed are

manufactured by the same company, they have shown diverse bacterial adherence,



probably due to their different compositions, filler sizes, and properties. Further studies
are warranted to analyze the biological and bacteriostatic effects of the composite
resins on the adhering microorganisms. Nevertheless, Gll showed the significantly
highest value of Streptococcus mutans and Streptococcus sobrinus adhesion, indicating
a higher risk of enamel demineralization and decay.

Previous studies®'??

with in vitro models had assayed the adhesion of microorganisms
on dental materials, reporting that surface roughness is the main determinant of
bacterial adhesion. To minimize the effect of surface roughness on adhesion, all
surfaces in the present investigation were polished equally. Nevertheless, in previous
assessments (data not shown), in which the surfaces were untreated (not polished),
Enlight (GlIl) showed the lowest bacterial adhesion and Blugloo (Gll) exhibited the
highest bacterial adhesion of microorganisms. Therefore, the polish effects seem to be
irrelevant for these groups.

Based on the findings of this study, it is clear that the orthodontic composite resin Glli
exhibited desirable properties, obtaining the lowest bacterial adhesion, which suggests
to the daily clinical practice in orthodontics that the use of this composite resin might
reduce white spot lesions and caries formation during orthodontic treatment, and might
also be suitable from the clinical prevention point of view. In contrast, the composite
resin GIll showed the highest adhesion, which is theoretically an unfavorable
characteristic. In this context, if translated into clinical performance, this suggests that
this material can be associated with increased incidence of decalcification around fixed

appliances. From a clinical point of view, it seems that various orthodontic composite

resins exhibit different levels of adhesion of Streptococcus mutans and Streptococcus



sobrinus. However, these data are difficult to directly apply to the clinical situation,
because the materials and their characteristics are variable, according to the
manufacturers. In addition, the adhesion levels of oral bacteria can be significantly
influenced by the complexity of the appliances and treatment.

Future studies are required to analyze surface parameters, such as surface free energy
or surface topography/roughness, as well as the impact of the resin matrix or filler
composition on microbial adhesion, to accurately compare the adhesion of Streptococci
to different orthodontic composite resins. In addition, more studies are required to

evaluate and compare these results in real long term.

9.2.9 Conclusions

This study was undertaken to analyze the level of bacterial adhesion to orthodontic
composite resins. The results show that GlII (Enlight) had the lowest levels of both
Streptococcus mutans and Streptococcus sobrinus adhesion in an assessment carried
out jointly. On the other hand, the highest level of bacteria adhesion was observed in
Gll (Blugloo). The outcomes suggest a significant affinity of bacterial adhesion to GlI.
This research provides valuable information for identifying the orthodontic composite
resins with minor risk in terms of the development of white spot lesions and the

formation of caries.
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9.2.11 Table 1. Quantitative analysis to radiolabeled S. mutans (*H)

Group Kl/lpergr: SD ™ .? : :tffe
| BeautyOrtho Bond 1626.62 161.95 A B
Il Blugloo 2074.76 142.46 C
Il Enlight 779.30 53.94 D
IV Grengloo 1533.25 155.18 A
V Kurasper F 1625.66 158.91 A B
VI Transbond CC 1719.18 99.16 B
VII Turbo Bond 1701.32 115.67 B

* dpm (desintegration per minute).
“*SD (Standard Deviation).
** Composites orthodontic resins with different letters are significantly different from each other.

9.2.12 Table 2. Quantitative analysis of radiolabeled S. sobrinus (**C)

Group I(\jﬂpen;; SD ™ .? : Setffe
| BeautyOrtho Bond 1260.54 30.40 A
Il Blugloo 1535.30 168.14
1l Enlight 640.61 47.70 C
IV Grengloo 1396.18 165.29 D
V Kurasper F 1170.38 66.76 A
VI Transbond CC 1169.13 54,12 A



VII Turbo Bond 1172.79 115.08 A

dpm (desintegration per minute).

) (Standard Deviation).

o Composites orthodontic resins with different letters are significantly different from each other.
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10. DISCUSION GENERAL
Las lesiones de mancha blanca son el primer signo de desmineralizacién del esmalte,
éste fendbmeno es asociado a algunas areas circundantes a la aparatologia ortodéncica
fija, debido a que éstos generan superficies y retenciones adicionales para una

colonizacion bacteriana; 32

ademds, su complejo disefio impide una adecuada
limpieza, especificamente las resinas de prescripcion ortodoncica son materiales que
se colocan sobre la superficie del esmalte dental el cual es comunmente afectado por

desmineralizacion (lesiones de mancha blanca) y caries.’

Varias especies de bacterias son asociadas con la formacion de placa dentobacteriana
y las lesiones de mancha blanca, las cuales son causadas por &cidos organicos
producidos principalmente por bacterias cariogénicas.** Estudios previos han reportado
niveles altos de Streptococcus mutans y Streptococcus sobrinus en pacientes con
tratamiento ortodoncico, ésta alteracion en la flora oral puede incrementar el riesgo de
caries dental.*® La adhesi6on de éstas bacterias a las resinas compuestas de
prescripcion ortoddncica es debido a una interaccion electrostatica hidrofébica asi
como también a fuerzas de van der Waals, también ha sido reportado una mayor
adhesion de Streptococcus a resinas compuestas de prescripcion ortodoncica que a
distintos aparatos ortodoncicos, lo cual puede implicar un rol fundamental en el
desarrollo de placa dentobacteriana y en un crecimiento bacteriano rapido en la
superficie de los dientes especificamente en el area circundante a la aparatologia
ortodéncica fija.*® Por lo que éste estudio fue disefiado especificamente para medir

cuantitativamente el nivel de colonizacién de S. mutans y S. sobrinus evaluandolos



tanto de manera independiente (primer articulo), como de forma simultanea (segundo

articulo).

Para ésta investigacion las muestras (los blogues de resina) no fueron recubiertas con
saliva porque estudios previos * % han descrito que el recubrimiento con saliva no
altera significativamente los patrones de adhesion para S. mutans y S. sobrinus. Este
fendmeno es consistente con otras investigaciones en las que se encontré que el
recubrimiento con saliva no alterd significativamente la adhesion cuando se examind

adhesion de Streptococcus a la superficie distintos materiales.* *°

El material, equipo y metodologia utilizada en éste estudio, el uso de la maquina
automatica de combustién de muestras y el dispositivo medidor de liquido por centelleo
para la medicién de *H y **C han sido ampliamente descritas por Hiilsen*® (1970), Saku

.41 (2010) y Nagayama et al. %° (2001), asi como los resultados expresados y

et a
registrados en unidades de desintegracion por minuto (dpm). En éste sentido, un
incremento en el valor de dpm significa un incremento de radiactividad, y por lo tanto,
es traducido en una mayor adherencia del microorganismo. En contraste, valores

disminuidos de dpm indican menor adherencia del microorganismo codificado con el

radiomarcador.

Para ambos grupos experimentales en los que se determiné el grado de colonizacion
bacteriana por microorganismos de manera independiente, asi como de manera

conjunta, la resina evaluada en el grupo Gl (Enlight) obtuvo el valor mas bajo de dpm



para ambos microorganismos con significancia estadistica de p<0.05 cuando se
compardé con todos los otros grupos: obteniendo 1577.35 dpm para S. mutans, 457.86
dpm para S. sobrinus cuando examiné de manera independiente. Mientras que, cuando
se evalué de manera conjunta, se encontraron valores de 779.30 dpm para S. mutans,
y de 640.61 dpm para S. sobrinus. En general el nivel de colonizacién de bacterias
adheridas a las resinas compuestas fue mayor la adhesion de S. mutans que la de S.
sobrinus éstos hallazgos son similares a los reportados por Ahn et al.** (2010); sin
embargo, los valores mas altos de adherencia bacteriana con significancia estadistica
de p<0.05 en comparacion con todos los demas grupos fueron para el grupo GVII
(Turbo Bond Il) cuando se examinaron las bacterias de forma independiente
obteniendo valores de 5155.85 dpm para S. mutans y de 6087.06 dpm para S.
sobrinus. Lo que sugiere una marcada afinidad del S. sobrinus por la resina examinada

en el grupo GVII (Turbo Bond II).

En el grupo experimental en que se evalud el nivel de colonizacién bacteriana de
manera conjunta, el grupo GlI (Blugloo) mostro los valores mas altos estadisticamente
significativos (p<0.05) en comparacion con los demas grupos para ambos
microorganismos con valores de 2074.76 dpm para S. mutans y 1535.30 dpm S.
sobrinus. La variacion en las cantidades de adherencia bacteriana a las resinas
compuestas de acuerdo con la literatura®® puede ser explicada por las distintas
caracteristicas de las superficies de cada resina, aunque todas las superficies de las
resinas fueron pulidas, las muestras presentaron diferentes irregularidades, Ahn et al*%.

Sugiere que las particulas de nanorrelleno de las resinas compuestas modifican la



superficie de las resinas. Sin embargo, se observd que en el caso de de las resina
Blugloo (en cualquiera de los dos modelos experimentales), presentd irregularidades
como rugosidades y grietas, lo cual aparentemente no influy6é en el nivel de adhesion
bacteriana, éstos resultados son comparables con otros estudios *"*> ** donde a pesar
de las aparentes retenciones de la resina no incrementd el nivel de colonizacién

bacteriana.

10.1 Conclusiones

Basado en los hallazgos de éste estudio, es claro que la resina Enlight analizada
mostré propiedades ideales, obteniendo los valores méas bajos de adherencia
bacteriana, lo cual sugiere su uso en la practica clinica diaria en ortodoncia ya que el
uso de esta resina podria reducir el riesgo de formacion de lesiones de mancha blanca
y caries durante el tratamiento ortoddncico. En contraste, las resinas Blugloo y Turbo
Bond Il evaluadas ambos modelos experimentales, mostraron los valores més altos de
adhesién bacteriana, lo cual teéricamente representa caracteristicas desfavorables. En
éste contexto, si trasladamos éstas caracteristicas a un modelo clinico, sugiere que
tales resinas pueden ser asociadas al incremento de la incidencia en la descalcificacion

circundante a la aparatologia fija en ortodoncia.

10.2 Limitaciones
Es importante remarcar que el uso de saliva en éstos modelos de estudio in vitro no
influyen significativamente en la adhesion bacteriana, muchos autores sugieren emular

las condiciones del fenbmeno para ejecutar un estudio lo mas cercano a la realidad.



Los resultados de la investigacion mostraron diferentes niveles de adhesion de S.
mutans y S. sobrinus. Sin embargo, estos datos son dificiles de aplicar directamente a
la situacion clinica, porque las caracteristicas de los materiales son variables de
acuerdo con sus fabricantes; ademas, que los niveles de adhesiébn de los
microorganismos puede ser significativamente influenciados por la complejidad de la

aparatologia y el tratamiento ortodoncico

10.3 Recomendaciones

Se requieren estudios posteriores para analizar los parametros de superficie de las
resinas, asi como la energia libre de superficie o topografia de superficie (para evaluar
rugosidad), estudiar el tipo de matriz de resina, composicibn y tamafio de
nanorrellenos y su impacto en la adhesion bacteriana entre diferentes cepas de
Streptococcus. Ademas evaluar y comparar éstos resultados en tiempo real a largo

plazo.
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Dear Prof. Scogusll-Vilchiz: ¥

1 an pleanwd to inform you that your manuscript entitled "aAdhesion of Streptococci to various
orthodontic composite resins™ has been acceptad for publication in the Australian Dantal Jousnal.
Your manuscript will now be ferwarded to our production editor to ba prepared for publication,

Thank you for your fine contribution. On behalf of the Austrslisn Oentsl Journal, I look foruward
to your continued contributions to the Journal.

Sincecely,
Prof. Mark Bartold

Editor-in-Chief, Australian Dental Journal mark.bartoldSadelaide,edy,su
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