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Vildósola PG. Quantificação de unidades formadoras de colônias de Streptococcus 
mutans em restaurações oclusais e selantes em dentes mediante a técnica da 
moldeira. Estudo clinico cego [Tese de Doutorado]. Araraquara: Faculdade de 
Odontologia da UNESP; 2015. 
 

RESUMO 

As restaurações e selantes podem sofrer cárie como qualquer material, devido à 
possibilidade das bactérias de aderir-se a suas superfícies. Objetivo principal foi 
colher e quantificar (contagem) das unidades formadoras de colônias de S. mutans 
de forma direta pela técnica da moldeira (TR) em restaurações de resina composta 
(RC), amálgama (AM) e em selantes de fóssulas e fissura. Material e método: 
Recrutaram-se 40 pacientes para o estudo de avaliação da TR, 65 para a 
comparação das restaurações de AM e RC e 38 para o selante.  Critérios inclusão: 
pacientes 18-50 anos, mínimo 28 dentes na boca, pelo menos uma restauração 
oclusal de RC e de AM avaliadas alfa pelo critério Ryge (Kappa 0,8), e um dente 
com indicação de selante. Numa primeira parte, no mesmo paciente foram 
realizadas amostragem de saliva, impressões de RC ou AM com a TR e a técnica  
“toothpick” (TT). Na segunda e terceira etapa num mesmo paciente foram realizadas 
impressões de RC ou AM com a TR e no caso de selante num mesmo dente foi 
realizado antes e após da aplicação. TR foi feita numa moldeira de fluoreto com ágar 
tripticase, extrato levedura, L-cisteína, sacarose e bacitracina (TYCSB) preparada 
previamente. As amostras foram incubadas a 37ºC durante 48 horas, após uma 
contagem de unidades formadoras de colônias (UFC) foi realizado por um operador 
calibrado. Os resultados foram analisados com um nível de confiança do 95%. 
Resultados: TR foi capaz de colher e isolar S. mutans, e ter uma correlação positiva 
significativa (r = 0,95) com TT. Não houve correlação significativa entre TR e grupo 
saliva (r = 0,47). RC tive diferença estatística significativa com maior número de UFC 
de S. mutans do que AM (p< 0,05). A mediana de UFC/cm2 foi de 111,00 para antes 
aplicação de selante e 22,00 após aplicação(p< 0,05). Conclusões : TR pode colher 
UFC de S. mutans desde as superfícies oclusais de restaurações dentárias, com 
uma correlação positiva e significativa com TT. As RC oclusais amostram maior 
contagem de UFC de S. mutans do que AM mediante TR. A aplicação de selantes 
de fóssulas e fissuras em superfícies oclusais de dentes permanente reduz 
significativamente as UFC de S. mutans.  

 
Palavras-chave: Cárie dentária. Amálgama dentário. Resina composta, Selante de 

fóssulas e fissura. Streptococcus mutans 
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Vildósola PG. Counting colony forming unit of Streptococcus mutans on occlusal 

restorations and sealants of teeth by tray technique. Blind clinical study [Tese de 

Doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2015 

 

ABSTRACT 

The restorations suffer secondary decay as anything material, because of the 
possibility of bacteria from adhering to theirs surfaces. Therefore the aim of the study 
is quantified (count) the colonies forming units (CFU) of S. mutans by tray technique 
in resin composite (RC), amalgam (AM) restorations and sealants of pits and 
fissures. Material and Method: 40 patients were selected to assess the tray 
technique, 65 patients to compare AM restorations and RC and 38 patients for 
sealant. Inclusion criteria: Patients 18 – 50 years old, with 28 teeth, at least one 
occlusal restorations with RC and AM, evaluated alfa Ryge criteria (Kappa 0.8), and 
at least with one teeth with indication of occlusal sealant. First study, int the same 
patient was taken saliva samples, for RC or AM took the impression by TR and 
“toothpick” technique (TT). The second and third parts in the same patient were taken 
RC and AM impression by TR and the sealant of study in the same tooth was 
performed before and after the sealant application. This method was performed with 
a fluoride tray previously loaded with a solid tripticase yeast extract cysteine sucrose 
and bacitracin agar. The samples were incubated at 37°C for 48 hours, after the 
colonies forming units (CFU) were quantified by a calibrated operator (Kappa 0.8). 
The results were analyzed with a confidence level of 95%. Results: TR was able to 
recover and isolated S. mutans, and had a positive correlation (r= 0.95) with TT. 
There was no significant correlation between TR and saliva (r= 0.47). RC 
restorations, there was statistical significant difference, with higher number of CFU of 
S. mutans than AM (p< 0.05).  The median CFU/cm2 was 111,00 before the sealant 
application and 22,00 after sealant application (p< 0.05). Conclusion: The TR was 
be able recover CFU of S. mutans from occlusal restorations with positive correlation 
and significant with TT. RC restorations showed higher quantified of CFU of S. 
mutans than AM with the TR. The applications of pits and fissures sealant on tooth 
significantly decrease the CFU of S. mutans. 
 
 

 

 

Key words: Dental caries. Dental amalgam. Composite resins. Pit fissure sealant. 

Streptococcus mutans 
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1 INTRODUÇÃO 

A cárie dental representa uma das doenças mais comuns do mundo que afetam a 

cavidade bucal e apesar que os países mais desenvolvidos tem decrescido seus os 

níveis, nos países com menos recursos ainda é um problema importante de saúde. 

Portanto os esforços tem sido focados em desenvolver estratégias de tratamento que 

previnam o começo e desenvolvimento da doença cárie31,40.  A cárie e descrito como um 

processo complexo, crônico que afeta os dentes da cavidade bucal e que avança 

lentamente na maioria dos pacientes, podendo destruir completamente os dentes19.  

Por outro lado, há outros fatores que podem influenciar na processo da doença cárie e  

dentro destes fatores um dos mais importantes esta o microbiológico como as bactérias. 

As bactérias estão imersas dentro de um biofilme num ambiente de equilíbrio58. Apesar 

disso este equilíbrio microbiológico pode ser modificado pela dieta alta em conteúdo de 

carboidratos, provocando o aumento de populações de bactérias cariogênicas que 

fermentam estes carboidratos, provocando dessa forma uma diminuição do pH no 

ambiente oral e estimulando a desmineralização dos tecidos duros do dente num 

processo dinâmico da cárie8,45. Neste biofilme há muitas espécies de bactérias, as quais 

estão embutidas num meio liquido e têm a possibilidade de estar aderidas ás superfícies 

dos dente pela matriz extracelular produzidas pelas mesmas. Dessa forma encontre-se o 

grupo Streptococcus onde pode-se mencionar o Streptococcus mutans (S. mutans), 

bactéria mais frequentemente isolada e que é associada fortemente á doença cárie. A 

presença deste microrganismo é capaz de  produzir uma quantidade importante de 

ácido, sobreviver e continuar processos metabólicos nestas condições (pH baixo) 

causando a desmineralização da estrutura dentária8. 

Para prevenir e restaurar o dano provocado pela cárie estão as restaurações, que 

podem ser de resina composta, amálgama e no caso de prevenção estão os selantes de 

fóssulas e fissura. Assim, as restaurações sofrem como qualquer material de cárie 

secundaria, isto é devido como mencionou-se anteriormente à possibilidade das 

bactérias aderir-se e colonizar a suas superfícies41. A explicação desta adesão poderia 

ser a influência das características próprias de cada material como a rugosidade, carga 

elétrica e composição química destas superfícies,  assumindo que a composição dos 

materiais das restaurações podem ter diferentes influência na adesão ao biofilme5,12,14,25. 
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Amálgama (AM) por muitos anos tem sido uns dos principais materiais restauradores 

da região posterior, porem as resina compostas (RC) hoje são mais populares sendo o 

materiais de eleição principalmente a suas propriedades estéticas e de adesão26,39, 

apesar disso há evidencia que as RC têm maior incidência de cárie secundaria quando é 

comparado com outras restaurações como a amálgama10,42,46. Estudos prévios reportam 

que as RC promovem o crescimento bacteriano em suas superfícies sugerindo-se que 

pode ser um fator relevante no processo de formação da cárie. Estudos in vitro e in vivo 

amostram que as RC tendem acumular mais bactérias e biofilme que o esmalte7 e 

também tem reportado que atividade de S. mutans poderia acrescentar o processo de 

degradação das restaurações e selantes de RC11,13,55. Ao contrario tem vários estudos 

dizendo que o amálgama inibe adesão bacteriana, devido principalmente a sua 

habilidade de liberação de prata47, mas não há suficiente evidencia cientifica certa que 

possa comprovar isso principalmente porque não é claro se esta prata liberada tem o 

suficiente poder para permitir a inibição das bactérias cariogênicas17. No caso de 

superfícies oclusais em zonas potencialmente de desenvolvimento da cárie os selantes 

de fóssulas e fissuras são o principal materiais indicado para proteger- los, sendo a RC,  

o material mais indicado segundo a evidencia atual22,35. Porem como mencionamos 

anteriormente pode ter o mesmo problema que as RC em quanto à adesão de biofilme 

em sua superfície11, somado que só um estudo clínico que foi feito em saliva, tem 

reportado que o S. mutans diminui apos colocação do selante6. 

Vários métodos de contagem de bactérias tem sido proposto para avaliar fatores de 

risco que afetam as restaurações dentais em especial de S. mutans.  Um dos métodos 

mais utilizados para a contagem de S. mutans é da saliva, o qual tem a vantagem de 

fácil aplicação e baixo custo, mas com o problema de ser um método incapaz de avaliar 

a superfície do dente ou restaurações. Contagem da saliva pode ter uma sob estimação  

dos níveis de S. mutans, porque as amostras podem ter altos níveis de contagem de S. 

mutans, mas num dente ou restauração não tem contagem da mesma bactéria, portanto 

para poder avaliar de maneira mais precisa a presença do S. mutans alguns autores 

sugerem fazer a contagem direto no dente ou restauração49,60. Por isso tem outros 

métodos para a contagem de S. mutans em biofilme dental, sendo atualmente o mais 

utilizado o Método de “Palito de dente” ou “toothpick”, proposto por Wallman e Krasse 

em  
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199363. Este é um método económico e relativamente simples, que é utilizado como  

padrão ouro para colher amostras de biofilme. Os autores propuseram colher biofilme 

das restaurações utilizando um instrumento de madeira afilado chamado “Toothpick” o 

qual passa-se pela superfície da restauração. Porém os autores mesmos relataram que 

têm as desvantagens de requerer um processo complexo e de longo tempo no 

laboratório, além disso outro inconveniente é que pode haver um grau de imprecisão e 

subjetividade no processo da amostra, já que depende do passo do instrumento por 

parte do operador podendo ter maior nível de distorção sob estimando os níveis 

bacterianos63.  

Por isso é necessário ter um método que possa colher diretamente os S. mutans 

desde as restaurações de maneira direta, fácil, simples e não invasiva na clinica, com 

um processamento das amostras acessível no laboratório. Dessa forma identificar e 

quantificar os níveis de S. mutans poderia ser um fator relevante na predição da vida 

media dos materiais e além poderia acrescentar o conhecimento dos possíveis riscos 

locais21,53. Por conseguinte propomos colher diretamente amostras de biofilme de S. 

mutans em restaurações, selantes e dentes, mediante a técnica da moldeira  preparada 

anteriormente com um meio de cultura TYSCB e comparar a quantidade de S. mutans 

nas diferentes restaurações de RC e AM, e comparar a contagem antes e apos 

colocação do selante. 
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2 HIPÓTESE E OBJETIVO 

 

Hipótese:  

a) A técnica da moldeira é capaz de colher e de obter unidade formadora de colônias 

de S. mutans  desde as superfícies de restaurações oclusais tendo uma 

correlação com o método “toothpick”  

b) As restaurações de resina compostas oclusais têm maior contagem de unidade 

formadora de colônia de S. mutans comparada com as restaurações oclusais de 

amálgama. 

c) A contagem de unidade formadoras de colônias de S. mutans em superfícies 

oclusais em dentes permanentes de adulto descende apos aplicação de selante 

de resina em fóssulas e fissura. 

Objetivos:  

Objetivo Geral: 

Colher e comparar a contagem de unidades formadoras de colônias de S. mutans 

mediante a técnica da moldeira, das superfícies oclusais em restaurações de resinas 

composta, amálgama e selante de fóssulas e fissuras. 

 

 

Objetivos Específicos: 

• Colher e quantificar as unidades formadoras de colônias de S. mutans de 

restaurações oclusais em dentes permanentes mediante a técnica da moldeira e 

correlacionar-la com a técnica “toothpick” e amostra de saliva. 

• Quantificar e comparar as unidades formadoras de colônias de S. mutans de 

restaurações de resina composta e amálgama oclusais em dentes permanentes 

mediante a técnica da moldeira. 

• Quantificar e comparar as unidades formadoras de colônias de S. mutans antes e 

apos aplicação de selantes oclusais de resina composta em dentes permanentes 

mediante a técnica da moldeira. 
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•  

3 PUBLICAÇÕES 

3.1 Artigo 1 

Contagem de Streptococcus mutans sobre restaurações pela técnica da moldeira 
– Estudo clinico aleatorizado* 

RESUMO: Objetivo: O Objetivo deste estudo foi correlacionar a técnica da moldeira 

com a técnica de “toothpick” para isolar e realizar uma contagem de Streptococcus 

mutans (S. mutans) sob restaurações.  

Método: 40 pacientes foram selecionados com alto risco cariogênico de ambos gêneros 

entre 18 e 50 anos. Critérios de inclusão: Restauração oclusal de 2 anos de antigüidade  

avaliada alfa de acordo com os critérios Ryge  (examinador calibrado Cohen-Kappa 0,8). 

Em cada paciente foi feito uma amostra da saliva (grupe controle S), uma amostra do 

biofilme de restauração em amálgama e em resina composta. Numa restauração  foi 

colhida uma amostra com a técnica “toothpick” (grupo TT) e em outra restauração  

homologa com a técnica da moldeira (grupo TR). TR implicou uma impressão direta das 

superfícies oclusais com uma moldeira de fluoreto com ágar tripticase, extrato levedura, 

L-cisteína, sacarose e bacitracina (TYCSB) preparada previamente. As amostras foram 

incubadas a 37ºC durante 48 horas, apos foram contadas as unidades formadoras de 

colônias (UFC). Os resultados foram analisados pelo software SPSS usando o método 

de regressão lineal com um nível de confiança de 95%. Resultados: TR foi capaz de 

colher e isolar S. mutans,  tendo uma correlação positiva significativa (r = 0,95) com TT. 

Não houve correlação significativa entre TR e grupo controle S (r = 0,47). Conclusão: 

TR foi capaz de isolar e permitir a contagem das amostras de S. mutans em biofilme de 

restaurações, tendo uma correlação significativa com a TT.   

 

 

                                                   
* Vildósola Grez P, Zuñiga Paula, Palma Fluxa P, Fernandez E, , de Oliveira Jr. OB, 

Moncada Cortés G, Martin Casielles J. Recovering Streptococcus mutans over 

restorations by tray technique: a randomized clinical study? Brazilian Journal of Oral 

Science 2013; 12(4): 292-297  
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Introdução 

A cárie é uma das doenças mais comuns em todo o mundo onde os países 

industrializados tenham reduzido seus níveis, no entanto ainda não puderam erradicada 

-la completamente, gastando em seu tratamento muitos recursos humanos e 

económicos 1,2.  

Entre os fatores deste complexo processo da cárie estão as bactérias que convivem no 

biofilme potencialmente cariogênico em equilíbrio no ambiente bucal 3,4,5. Esse equilíbrio 

microbiano pode ser alterado pelo consumo de carboidratos, aumentando a população 

de bactérias acidogênicas, por tanto produto desta perturbação ecológica na 

comunidade microbiana, as bactérias induzem a produção de ácido que é o responsável 

da seleção e adaptação microbiana provocando a desmineralização e posterior 

destruição do tecido duro do dente5 6.   

Neste biofilme cariogênico encontre-se os mutans streptococci, que são os principais 

agentes etiológicos da cárie em seres humanos 7,8. Dentro das sete espécies existentes, 

o Streptococcus mutans (S.mutans) é o patógeno mais frequentemente e isolado no 

biofilme 9. Os níveis de S. mutans nas amostras de biofilme tem sido associados com o 

desenvolvimento da cárie, assim seu detecção pode ser utilizada para prever o risco de 

cárie e monitorar sua atividade no dente 10 e do mesmo modo nas restaurações por seu  

preponderância na cárie secundária 11,12. 

Para facilitar a cultura de S. mutans por muito tempo tem sido utilizado o meio de cultura 

“Gold”  13,  porem outro diferentes meio têm sido propostos para tentar simplificar a 

cultura seu posterior detecção e quantificação de S. mutans em laboratório 14. Dessa 

forma as amostras de S. mutans podem ser processadas e inoculadas em meios de 

cultura seletivos, tais como mitis salivarius ágar com bacitracina (MSB) e tripticase 

extrato levedura, L-cisteína, sacarose e bacitracina (TYCSB) 15. 

Vários métodos de amostragem para S. mutans têm sido propostos, tais como a 

contagem de S. mutans na saliva ou tomando diretas amostras do biofilme dos dentes 

ou restaurações. No caso da contagem S. mutans em saliva pode ser feito estimulando 

ou não a saliva 16. Este método é fácil e económico, mas apresenta algumas limitações, 

como por exemplo uma pessoa com baixas contagens de S. mutans na saliva poderia  
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ter altas concentrações de S. mutans sob uma restauração especifica17. Portanto, tem 

sido 

 

  

sugerido que a identificação direta das colônias de S. mutans sob as restauração 

permitem uma melhor avaliação da presença das bactérias e pode ser uma avaliação 

mais precisa do risco de fracasso nas restaurações dentárias 16. Por esta razão, faz 

alguns anos, Wallman e Krasse 18, propuseram um método mais preciso para a 

contagem de S. mutans sob restaurações. Eles sugeriram que as amostras de biofilme 

devem ser colhidas nas restaurações utilizando a ponta de um instrumento de madeira 

estéril (“toothpick”). Este é um método de coleção para realizar no consultório 

odontológico, enquanto os autores descreveram uma grande desvantagem, que a 

técnica pode dar uma subestimação da presença do microorganismo devido que não 

poderia ser acedida pelo “toothpick” por sua forma e seu tamanho. 

Apesar que até agora a técnica de “toothpick” tem sido uns dos métodos mais utilizados, 

no presente artigo descreve-se um novo método que permite a identificação e 

quantificação de S. mutans diretamente do dente restaurado, mediante a técnica de 

moldeira num meio de cultura seletivo solidificado previamente. 

Por tanto o objetivo deste estudo foi avaliar a técnica da moldeira (TR) na recuperação, 

isolação e contagem de unidades formadoras de colônia (UFC) de S. mutans sobre 

superfícies oclusais dentes restaurados e correlacionar-la com o método “toothpick”. 

A hipótese deste estudo e demonstrar que a TR e capaz do colher S.mutans sobre 

superfícies oclusais de restaurações e que tem correlação com a técnica  “toothpick”. 

 
Materiais e métodos. 

Este estudo foi aprovado pelo comitê de ética da Faculdade de Odontologia da 

Universidad de Chile (PRI-ODO 11-07). Este foi um estudo experimental, aleatório e 

cego respeitando todos os princípios éticos da convenção de Helsinque 2002. Cada 

paciente foi informado detalhadamente deste estudo e assinou um consentimento 

informado. A petição de comitê de ética cada paciente apos de amostras ou tratamento 

com selante foi ensina a técnica de higiene e aplicaram todas as medidas para baixar o 

risco de cárie. 

O tamanho da amostra foi determinado utilizando o software G*Power 3.1.3 (Enrich-

Heine, Universität Düsseldorf, Düsseldorf, Germany)19, considerando um erro α de p=0,05, 

http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22


19  

um valor de potência de 0,9 .  Portanto o analises recomendou mínimo 40 pacientes (40 

restaurações por grupo).  

 

De um total de 584 pacientes que foram examinados na Faculdade de Odontologia da 

Universidad de Chile, selecionaram-se 40 pacientes aleatoriamente segundo os critérios 

de inclusão. A aleatorização  dos pacientes foi feita com o programa NCSS PASS 2008 

v08.015 (NCSS Statistical Sotfware Co. Kaysville, USA) e seus dados foram salvos 

numa planilha Excel (Microsoft Office Excel versão 2007). Isto foi feito por dois 

operadores (Operador 1 e 2). 

Critérios de inclusão: Pacientes entre 18-50 anos, saudável ASA I-II, alto risco 

cariogênico de acordo programa Cariogram 2.01 (Mälmo University, Mälmo, Suécia) 

(parâmetros medidos: acesso ao flúor, fluxo salival, capacidade buffer salival, índice 

CPOD, dieta, índice de placa), mínimo de 28 dentes na boca, ter ao menos duas 

restaurações de molares ou pre molares oclusais do mesmo material homônomo (resina 

composta ou amálgama) avaliado pelo examinador calibrado Cohen Kappa=0,8 como 

alfa em todos os parâmetros de acordo os critérios Ryge modificados (Ryge)20 (Tabela 

1), restaurações menor 1/3 da distância entre cúspides, e antigüidade de 2 anos 

realizadas em Dentística na faculdade de Odontologia Universidade de Chile.  

Critérios de exclusão: pacientes acometido por xerostomia, pacientes com tratamento de 

corticoides ou fármacos imunossupressores ou que reduzem o fluxo salival 

(antidepressivos, narcóticos, anti-histamínicos, anti-hipertensivos, antieméticos, 

diuréticos)   impossibilidade do paciente para higienizar seus dentes, grávidas ou em 

período de lactação, bruxismo severo, pacientes com próteses removíveis, fixa ou uso 

de aparelho dental acrílico,  dentes tratados endodonticamente, com tratamento de 

antibiótico, enxaquatório, e creme dental com maior a 2.500 ppm de fluoreto, consumo 

de chiclete pelo menos 4 vezes à semana21 

Moldeiras descartáveis para aplicação de fluoreto (Deepak Products Inc, Miami, Florida, 

USA) foram esterilizadas numa câmara de biossegurança tipo II (Esco, Technologies Inc, 

Harboro. PA, USA) com raios ultravioleta (UV) por 20 minutos e foram carregadas com 

7,5 mL de meio de cultura seletivo para S. mutans TYCSB22 (Difco Laboratories Inc)22 . 

Ágar, Tripticase, extrato de Levedura, Cisteína, Sacarose, Bacitracina) casitone 15,0 g,  

extrato de levedura 5,0 g, L-cisteína 200 mL, sulfito de sódio 0,1 g, cloreto de sódio 1,0 

g, fosfato de sódio 12 hidrato 2,0g, bicarbonato de sódio 2,0 g, tri hidrato de sódio 
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acetato 20,0 g, sacarose 50,0 g, ágar 15.0 g, água destilada (qsp) e bacitracina 0,2 

U/mL.  

 

 

 

 

Tabela 1. Critérios Ryge 

  

 
Dessa forma foram seccionadas apos gelificação, para posteriormente colocar numa 

placa de Petri e selar numa sacola de plástico guardada em geladeira. Aleatoriamente  

algumas placas foram incubadas numa estufa (ZDP-A2080, Lab Tech. Co., Namyangiu, 

Coreia) por 24 horas a 37ºC como controle de qualidade.  

Característica 

Clinica 

Alpha Bravo Charlie 

Integridade 

Marginal  

A Sonda exploradora 

não e retida quando 

passado nos dois 

sentidos dente-

restauração.  

Sonda 

exploradora é 

retida nas 

margens dente-

restauração.  

Dentina e/ou base 

estão expostas ao 

longo da margem.  

Forma 

Anatômica  

  

Continuidade da 

restauração com a 

estrutura adjacente. 

A restauração não 

continua com o 

contorno do 

dente.  

A restauração tem 

sub ou sobre 

contorno. 

Rugosidade 

Superficial  

A superfície da 

restauração não tem 

nenhum defeito na. 

A superfície da 

restauração tem 

mínimo defeitos. 

A superfície da 

restauração tem 

severos defeitos. 

Cárie 

Secundária  

Não evidencia clinica 

de cárie. 

N/A Evidencia clinica de 

cárie. 

Brilho 

superficial  

A superfície da 

restauração é 

semelhante á 

translucidez e lisura 

do esmalte dental. 

A superfície da 

restauração é 

opaca. 

A superfície da 

restauração é 

notoriamente opaca e 

esteticamente 

inaceitável.   
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Todas as amostras foram feitas entre as 10:00 e 13:00 horas do dia. A cada paciente 

pediu-se que enxaguassem com água e isolou o dente com restaurações com rolos de 

algodão e secou por 5 segundos, para evitar contaminação com saliva.  

 

 

A amostragem de TR (Grupo TR) foi realizada em biofilme de restaurações num lado 

fazendo uma impressão pressionando suavemente por 20 segundos e deixadas numa 

placa de Petri, logo no outro lado da boca foi realizado a amostragem com a técnica TT 

(Grupo TT) com um instrumento de madeira afiado estéril passando pela superfície de 

cada restaurações, depois foi transferido a 500 µL fluido de transporte reduzido (RTF) e 

salvados a 4ºC até processamento do laboratório. Também realizou-se uma amostra de 

saliva (Grupo S) não estimulada de cada paciente por 5 minuto23 .  

Todo o processo de laboratório microbiológico foi realizado no Laboratório de 

Microbiologia do departamento de Patologia e Medicina Oral da Faculdade de 

Odontologia, Universidade de Chile, Santiago, Chile 

 

Processamento laboratorial:  

As amostras de TT e saliva foram homogeneizadas num vortex (Maxi Mix II tipo 37600, 

Mixer Barnstead Thermolyne, Dubuque, IA, USA) por 45 segundos. Logo foram 

removidas 100 µL do homogeneizado das amostras e colocou-se numa primeira pipeta 

com 900 µL de tampão fosfato pH 7,2.  Depois agitou por 15 segundos num vortex e 

novamente removeu 100 µL da primeira pipeta e adicionou numa segunda pipeta com 

900 µL de tampão fosfato. Assim obtiveram diluições de 1:10 e 1:100. Para amostras de 

saliva obtiveram-se diluições de 1:1000 y 1:10000.  

Semeou-se 100 µL de cada uma das diluições realizadas as amostras de TT e saliva 

utilizando uma micropipeta, em placas de Petri com ágar TYCSB. Todo o processo de 

semeadura foi realizado em condições estéril baixo câmara de fluxo laminar de 

biossegurança  tipo II.  

Apos todas as amostras foram incubadas a 37ºC por 48 horas numa estufa 

bacteriológica (ZDP-A2080, LabTech Co. Namyangju, Coreia), em microaerofilia,  pela 

técnica da chama da vela. 
 
Identificação e quantificação (contagem) de unidades formadoras de colônias de 
S. mutans 

http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22


22  

Nos diferentes grupos das amostras foram identificados as colônias de S. mutans de 

acordo a sua morfologia macroscópica e aderência ao ágar, isto foi efetuado com lupa 

estereoscópica (Stemi 2000, Carls Zeiss Microscopy, Thornwood, NY, USA) sob luz  

 

 

refletida com aumento de 20X ( Schott KL 1500, Carls Zeiss Microscopy, Thornwood, 

NY, USA) colocando-se as placas sobre um fundo preto, a fim de ressaltar as 

características das colônias. As características morfológicas das colônias são: superfície 

granular semelhante a vidro moído, brancas rugosas e cristalina. Posteriormente 

realizou-se um teste de coloração Gram positivo. 

As colônias de cada amostra compatíveis com S. mutans foram escolhidas 

aleatoriamente e transferidas a caldo Todd Hewitt (Difco Lab. Inc., MI, Detroit, USA) e 

incubados a 37ºC por 48 horas. Cada caldo centrifugou (BD Serofuge 2001, Clay-Adams 

Becton, Dickinson and Co., Sparks, MD, USA) por 5 minutos a 1500 rpm obtendo um 

pellet. Apos pellet foi re-transferido em 450 µL de tampão fosfato (pH 7,2) para obtiver 

um Mc Farland 5.  As amostras de colônias foram sometidas a provas de bioquímica 

para diferenciar ao S. Mutans de outras espécies como Streptococcus sobrinus como as 

provas de fermentação de rafinose, melibiose e hidrólise de esculina.  De  100 µL de 

essa suspensão foi colocada em soluções de cada teste bioquímico rafinose e melibiose 

(Tioglicolato  sem dextrosa e sem indicador, 1 % de rafinose e 1% melibiose 

respetivamente)  (Difco, Lab.) Para esculina colocou em solução BHI (Brain Heart 

Infusion, 1% esculina, Difco Lab, Inc.). As suspensões foram incubadas por 24 horas a 

37ºC. Depois as suspensões de rafinose e melibiose colocou 2 gotas de citrato de 

amônio férrico (Sigma-Aldrich Co, St. Louis. Mi, USA) 24. 

A contagem das unidades formadoras de colônias foram expressadas em UFC e foram 

efetuada por um único examinador calibrado (Kappa=0,8)  cego, que não sabia a que 

grupo correspondiam (Operador 3). 

 

Análise Estatística  

A etapa foi realizada por um operador cego (Operador 4). Para os analises dos dados, 

utilizou-se teste de correlação lineal simples com um nível de significância de 95% feito  

pelo software SPSS (Statistical Package for Social Sciences for Windows, Versão 15.0, 

SPSS Inc., Chicago, USA)  
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Resultados 

 

 

 

 

Identificação e isolamento de S. mutans: 

Todas as amostras com presença de S. mutans mostraram características 

macroscópicas e de aderência de S. mutans,  no caso de teste de coloração Gram 

positivo e todas as provas bioquímicas foram positivas para  S. mutans, no teste de 

rafinose- melibiose (cor amarelho) e esculina (cor preto).  

Contagem de S. mutans: 

De todas amostras TT. TR e saliva apresentaram 87,5% presença de S. mutans (35 de 

40) a media expressadas em UFC/cm2 foi para TR 7,98 (± 8,70), TT 3,13 (± 4,77) x 103 

UFC/mL e saliva 5,05 (±6,40) x105 UFC/mL.  

Correlação TR e TT 

O teste de correlação linear simples apresentou um valor r=+0,95 (gráfico 1) Um valor 

positivo ≥ 0.65 e considerado como uma correlação positiva e significativa. Para as 

amostras de TR e S apresentam um valor r=0,47 (gráfico 2),  que e considerado como 

positivo mas não significativo. 

 

 

Gráfico1. Correlação de contagem de UFC/Cm2 de S. mutans por TR e TT de amostras 

do biofilme em restaurações. 
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Gráfico 2. Correlação de contagem de UFC/Cm2 de S. mutans por TR e Saliva de 

amostras do biofilme em restaurações. 

             
Discussão 
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Neste estudo demostrou-se que há uma correlação significativa entre as técnicas TR e 

TT para a recolecção de S. mutans sob restaurações oclusais num meio seletivo para o 

S. mutans como TYBSC. No quanto a correlação de TR e S foi positiva mas não 

significativa o qual poderia ser explicado em parte pela dificuldade da técnica de saliva 

para remover o biofilme das diferentes áreas do dente durante a mastigação  sob a cera 

da parafina 17 

Nesta pesquisa as amostras das restaurações nos pacientes foram homogeneizada 

devido que todas as restaurações foram avaliadas alfa pelo critério de Ryge e com uma 

mesma longevidade no mesmo paciente, Apesar disso seria interessante avaliar que 

ocorre com as restaurações bravo, devido que têm maior probabilidade de acumular 

biofilme em especial em pacientes de alto risco cariogênico.   

É conhecido que os níveis de S. mutans podem variar entre diferentes restaurações 

incluso entre o mesmo paciente11. Por tanto, Wallman e Krasse propuseram a TT para 

colher S. mutans. Assim esta técnica tem sido utilizada por muito tempo, porque 

considerar-se que é um método disponíveis e que pode ser simples na coleção do  

 

microorganismo e que não dana as superfícies das restaurações18. Porem, tem descrito 

que a TT não é capaz de colher completamente as bactérias que adere-se às superfícies 

das restaurações 25, por isso propusemos a TR a qual pode colher de maneira mais 

exata o biofilme aderido às superfícies oclusais das restaurações. TR tem outras 

vantagens como ser uma técnica mais rápida e simples no quanto ao procedimento 

laboratoriais tanto para requerimentos logísticos e recursos, posto que no seu processo 

elimina-se os passos de diluição e semeado prévio que têm as técnicas TT e saliva. A 

TR envolve uma impressão direta da restauração e que foi tolerada por todos os 

pacientes sometidos neste estudo, já que nenhum paciente reportou algum tipo de 

reflexo nauseoso e incomodidade de mal gosto no processo. Uma explicação desta 

vantagem pode ser que a TR foi feita numa moldeira seccionada. Além disso outra 

vantagem é ser uma técnica não invasiva para possível detecção de microorganismos 

em superfícies, o que poderiam ser usados no futuro no monitoramento de lesões de 

cárie precoces, avaliando os fatores de maneira local no desenvolvimento da cárie 9,26 . 

Neste estudo foi utilizado ágar TYCSB por ter uma alta especificidade para S. mutans, 

mas poderia ser recomendável  realizar com outros tipos de meios de cultura como SB 
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ou SB-20M27 para avaliar outras cepas bacterianas como S. sobrinus ou outras que 

participam no processo do desenvolvimento da cárie 5,28,29. 

Esta técnica poderia ser usada para pesquisas clinicas de novos materiais 

antibacterianos de uma forma mais simples. Atualmente, a maioria dos estudos que 

desenvolvem estos tipos de materiais são frequentemente concentrados em 

propriedades contra S. mutans, talvez seria necessário ampliar-lo a outras novas cepas 

bacterianas encontradas no processo da cárie . 

Por outro lado, a técnica tem uma limitação como que só pode ser utilizada no 

superfícies dentárias libres como as oclusais e não esta indicada para ser utilizada no 

superfícies proximais, devido à baixa resistência do meio de cultura que poderia  rasgar 

e sofrer deformação nas áreas de difícil acesso. 

 

Conclusão 

A TR  pode colher e recuperar unidades formadoras de colônias de S. mutans desde  

 

superfícies oclusais de restaurações dentárias, tendo uma correlação positiva com a 

técnica “toothpick”  

A TR pode ser considerada como um método não invasivo mais direto, simples e rápido 

do que TT, na colheita de S. mutans sob restaurações oclusais  
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3.2 Artigo 2 

¿Há diferencia na contagem de Streptococcus mutans em restaurações oclusais 

de amálgama e resina composta? – Estudo Clinico Cego∗ 

 

 

Resumo. O objetivo deste estudo foi comparar o numero de unidades formadoras de 

colônias (UFC) de Streptococcus mutans (S. mutans) em restaurações oclusais de 

amálgama (AM) e resina composta (RC). Materiais e métodos: Foram selecionados 

65 pacientes, maiores de 18 anos, os quais tinham ao menos uma restauração oclusal 

de AM e de RC (n=130). Estas foram avaliadas de acordo o critério Ryge (Cohen 

Kappa 0.8). Em cada paciente realizou-se uma amostra de biofilme em restaurações de 

amálgama e resina composta do mesmo paciente mediante uma impressão com a 

técnica da moldeira previamente carregada com ágar sólido tripticase, extrato de 

Levedura, cisteína, sacarose, bacitracina. As moldeiras foram colocadas numa estufa a 

37ºC por 48 horas e apos realizou-se a contagem de S. mutans. Os resultados foram 

analisados com o teste de Wilcoxon com 95% de nível de confiança. As restaurações 

de RC tiveram diferenças estatísticas significativas com mais alto número de UFC de S. 

mutans do que restaurações de amálgama (p< 0,05). Conclusão: As restaurações de 

RC tem significativamente mais alta contagem de S. mutans em superfícies oclusais do 

que restaurações de amálgama.   

 

 

 

 

                                                   
∗ Vildósola Grez P, Fernandez E, Palma Fluxa P, Cury Saad JR, Moncada Cortés G, 

Martin Casielles J. Is there difference of Streptococcus mutans count and adherence on 

amalgam and resin occlusal restoration? Brazilian Journal of Oral Science 2015; 14(1): 5-
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Introdução 

Cárie dentária e uma das doença mais comuns no mundo. No entanto a maioria dos 

países desenvolvidos tem diminuídos seus índices da cárie, ainda sem poder erradicar-

la completamente1. 

Entre os fatores que desenvolvem o processo complexo da doença cárie estão as 

bactérias, as quais estão dentro do biofilme potencialmente cariogênico num ambiente 

de equilíbrio bucal2 . Este balance microbiológico pode ser modificado pela alta de 

ingestão de carboidratos, desta forma estimulando as bactérias cariogênicas que são 

responsável da desmineralização do dente que pode levar â destruição completa do 

dente. Dessa forma encontre-se o grupo Streptococcus onde pode-se mencionar o 

Streptococcus mutans (S. mutans), bactéria mais frequentemente isolada e que é 

associada fortemente á doença cárie, particularmente no caso de etapas prévia da 

doença3. 

O biofilme é desenvolvido imediatamente em todas as superfícies na cavidade bucal4 

onde existe uma interação entre os materiais restauradores e microorganismos. Dessa 

forma as superfícies das restaurações podem influir diretamente no nível de aderência e 

agregação bacteriana5. Isto  sugere que os materiais restauradores poderiam ser 

selecionado de acordo ao risco cariogênico do paciente, o qual poderia ter uma relação 

com a longevidade das restaurações6,7. 

Por muitos anos amálgama (AM) tem sido uns dos principais materiais restauradores da 

região posterior, porem as resina compostas (RC) hoje são mais populares sendo o 

materiais de eleição devido a suas propriedades estéticas e de adesão8, apesar disso 

devido a suas propriedades tem evidencia que as RC tem maior incidência de cárie 

secundaria9,10 e quando é comparado com outras restaurações como a amálgama11. 

Estudos prévios reportam que as RC promovem o crescimento bacteriano em suas 

superfícies11-12 sugerindo-se que pode ser um fator relevante no processo de formação 

da cárie13. Ao contrario têm vários estudos dizendo que o amálgama inibe adesão 

bacteriana, devido principalmente a sua habilidade de liberação de prata14 mas não tem 

suficiente evidencia cientifica certa que possa comprovar isso porque não é claro se esta  
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prata liberada tem o suficiente poder para permitir a inibição das bactérias 

cariogênicas15. 

Por as razoes anteriores seria interessante identificar e quantificar os níveis de S. 

mutans aderidos às superfícies das restaurações de AM e RC no ambiente bucal. 

O objetivo deste estudo foi comparar as UFC em superfícies oclusais de restaurações de 

RC e AM. A hipóteses alternativa foi que tem diferença estatística significativa de UFC 

de S. Mutans entre restaurações oclusais de AM e RC.  

 

Materiais e métodos 

Este estudo foi aprovado pelo comitê de ética da Faculdade de Odontologia da 

Universidad de Chile (PRI-ODO 11-07). Cada paciente foi informado detalhadamente 

deste estudo e assinou um consentimento informado. A petição de comitê de ética cada 

paciente após de amostragem foi ensina a técnica de higiene e aplicaram todas as 

medidas para baixar o risco de cárie. 

O tamanho da amostra foi determinado utilizando o software G*Power 3.1.3 (Enrich-

Heine, Universität Düsseldorf, Düsseldorf, Germany), considerando um erro α de p=0,05, 

um valor de potência de 0,8 e efeito tamanho médio de 0,5.  Portanto o analises 

recomendou 65 pacientes (65 restaurações por grupo). De um total de 584 pacientes 

que foram examinados na Faculdade de Odontologia da Universidad de Chile 

selecionaram-se 65 pacientes aleatoriamente segundo os critérios de inclusão (amostras 

total de 130 unidades, 2 amostras por paciente) A aleatorização dos pacientes foi feita 

como o programa NCSS PASS 2008 v08.015 (NCSS Statistical Sotfware Co. Kaysville, 

USA) e seus dados foram salvos numa planilha Excel (Microsoft Office Excel versão 

2007). Isto foi feito por dois operadores (Operador 1 e 2) As variáveis foram quantitativa 

continuas. O operador que realizou as impressões conheceu a alocação das 

restaurações (Operador 3)Critérios de inclusão: Pacientes entre 18-45 anos, saudável 

ASA I-II, alto risco cariogênico de acordo programa Cariogram 2.01 (Mälmo University, 

Mälmo, Suécia) (parâmetros medidos: acesso ao flúor, fluxo salival, capacidade buffer 

salival, índice CPOD, dieta, índice de placa), mínimo de 28 dentes na boca, ter ao 

menos duas restaurações oclusais; uma de resina composta (Filtek Supreme 3M-ESPE, 
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St Paul, Minnessota, USA) e outro homônomo de amálgama (Original D, Wyckle 

Research, Carson City, Nevada, USA) avaliado pelo examinador calibrado Cohen 

Kappa=0,8 como alfa em  

 

todos os parâmetros de acordo os critérios Ryge modificados16 (Tabela 1), restaurações 

menor 1/3 da distância entre cúspides, e antigüidade de 3 anos realizadas em dentística 

na faculdade de Odontologia Universidade de Chile.   

Critérios de exclusão: pacientes acometido por xerostomia, pacientes com tratamento de 

corticoides ou fármacos imunossupressores,   impossibilidade do paciente para 

higienizar seus dentes, grávidas ou em período de lactação, bruxismo severo, pacientes 

com próteses removíveis ou fixa, com aparelho dental acrílico,  dentes tratados 

endodonticamente, com tratamento de enxaquatório, antibiótico e creme dental com 

maior a 2.500 ppm de fluoreto, consumo de chiclete pelo menos 4 vezes à semana.  

Tabela 1. Critérios Ryge. 
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Confecção das moldeiras e processo das amostras 

Numas moldeiras descartáveis para aplicação de fluoreto (Deepak Products Inc, Miami, 

Florida, USA) foram esterilizadas numa câmara de biossegurança tipo II (Esco, 

Technologies Inc, Harboro. PA, USA) com raios ultravioleta (UV) por 20 minutos e foram 

carregadas com 7,5 mL de meio de cultura seletivo17 para S. mutans TYCSB (Difco 

Laboratories Inc)18. Ágar, Tripticase, extrato de Levedura, Cisteína, Sacarose, 

Bacitracina) casitone 15,0 g, extrato de levedura 5,0 g, L-cisteína 200 mL, sulfito de 

sódio 0,1 g, cloreto de sódio 1,0 g, fosfato de sódio 12 hidrato 2,0g, bicarbonato de sódio 

2,0 g, tri hidrato de sódio acetato 20,0 g, sacarose 50,0 g, ágar 15.0 g, água destilada 

(qsp) e bacitracina 0,2 U/mL.  

Característica 

Clinica 

Alpha Bravo Charlie 

Integridade 

Marginal  

A Sonda exploradora 

não e retida quando 

passado nos dois 

sentidos dente-

restauração.  

Sonda 

exploradora é 

retida nas 

margens dente-

restauração.  

Dentina e/ou base 

estão expostas ao 

longo da margem.  

Forma 

Anatômica  

  

Continuidade da 

restauração com a 

estrutura adjacente. 

A restauração não 

continua com o 

contorno do 

dente.  

A restauração tem 

sub ou sobre 

contorno. 

Rugosidade 

Superficial  

A superfície da 

restauração não tem 

nenhum defeito na. 

A superfície da 

restauração tem 

mínimo defeitos. 

A superfície da 

restauração tem 

severos defeitos. 

Cárie 

Secundária  

Não evidencia clinica 

de cárie. 

N/A Evidencia clinica de 

cárie. 

Brilho 

superficial  

A superfície da 

restauração é 

semelhante á 

translucidez e lisura 

do esmalte dental. 

A superfície da 

restauração é 

opaca. 

A superfície da 

restauração é 

notoriamente opaca e 

esteticamente 

inaceitável.   

http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22


35  

Dessa forma foram seccionadas apos gelificação, para posteriormente colocar numa 

placa de Petri e selar numa sacola de plástico guardada numa geladeira. Aleatoriamente 

algumas placas foram incubadas numa estufa (ZDP-A2080, Lab Tech. Co., Namyangiu, 

Coreia) por 24 horas a 37ºC como controle de qualidade.  

Todas as amostras foram realizada por um operador diferente do operador que realizou 

a contagem posterior das colônias formadoras de S. mutans (cego). As amostras foram 

feita entre as 10:00 e 13:00 horas do dia para permitir a reorganização do biofilme. A 

cada paciente pediu-se que enxaguassem com água e isolou o dente com restaurações 

com rolos de algodão e secou por 5 segundos, para evitar contaminação com saliva. As 

amostras foram realizadas em biofilme de uma restauração oclusal num lado da boca 

com a técnica da moldeira para RC (Grupo RC) e outro lado homônomo para 

restauração de AM (Grupo AM) no mesmo paciente. As impressões foram feitas 

pressionando suavemente por 20 segundos e deixadas numa placa de Petri, dessa 

forma as impressões foram transportadas a 4ºC e apos foram incubadas a 37ºC por 48 

horas numa estufa bacteriológica (ZDP-A2080, LabTech Co. Namyangju, Coreia), em 

microaerofilia,  pela técnica da chama da vela. 

 
Identificação e quantificação de unidades formadoras de colônias de S. mutans 
Nos diferentes grupos das amostras foram identificados as colônias de S. mutans de 

acordo a sua morfologia macroscópica e aderência ao ágar, isto foi efetuado com lupa  

estereoscópica (Stemi 2000, Carls Zeiss Microscopy, Thornwood, NY, USA) sob luz 

refletida com aumento de 20X ( Schott KL 1500, Carls Zeiss Microscopy, Thornwood, 

NY,  

 

 

USA) colocando-se as placas sobre um fundo preto, a fim de ressaltar as características 

das colônias. As características morfológicas das colônias são: superfície granular 

semelhante a vidro moído, brancas rugosas e cristalina. Posteriormente realizou-se um 

teste de coloração Gram positivo. 

As colônias de cada amostra compatíveis com S. mutans foram escolhidas 

aleatoriamente e transferidas a caldo Todd Hewitt (Difco Lab. Inc., MI, Detroit, USA) e 

incubados a 37ºC por 48 horas. Cada caldo centrifugou (BD Serofuge 2001, Clay-Adams 

Becton, Dickinson and Co., Sparks, MD, USA) por 5 minutos a 1500 rpm obtivendo um 

pellet. Apos pellet foi re-transferido em 450 µL de tampão fosfato (pH 7,2) para obtiver 

um Mc Farland 5.  As amostras de colônias foram sometidas a provas de bioquímica 
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para diferenciar ao S. Mutans de outras espécies como Streptococcus sobrinus como as 

provas de fermentação de rafinose, melibiose e hidrólise de esculina  De  100 µL de 

essa suspensão foi colocada em soluções de cada teste bioquímico rafinose e melibiose 

(Tioglicolato  sem dextrosa e sem indicador, 1 % de rafinose e 1% melibiose 

respetivamente)  (Difco, Lab.) Para esculina colocou em solução BHI (Brain Heart 

Infusion, 1% esculina, Difco Lab, Inc.). As suspensões foram incubadas por 24 horas a 

37ºC. Depois as suspensões de rafinose e melibiose colocou 2 gotas de citrato de 

amônio férrico (Sigma-Aldrich Co, St. Louis. Mi, USA)19. 

A contagem das unidades formadoras de colônias foram expressadas em UFC/cm2 e 

foram efetuada por um único examinador calibrado (Kappa=0,8)  cego, que não sabia a 

que grupo correspondiam (Operador 4). 

Todo o processo de laboratório microbiológico foi realizado no Laboratório de 

Microbiologia do departamento de Patologia e Medicina Oral da Faculdade de 

Odontologia, Universidade de Chile, Santiago, Chile 

 

Análise Estatística  

A etapa foi realizada por um operador cego (Operador 5). As análises estatísticas de 

homogeneidade e normalidade dos dados foi realizado para determinar se as provas 

foram paramétricos ou não, para isso foi utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov (n> 

40). Para os analises dos dados, utilizou-se teste de Wilcoxon utilizando um nível de  

 

 

 

significância de 95% com o software SPSS (Statistical Package for Social Sciences for 

Windows, Versão 15.0, SPSS Inc., Chicago, USA)  

 

Resultados 

Todas as amostras com presença de S. mutans mostraram características 

macroscópicas e de aderência de S. mutans,  no caso de teste de coloração Gram 

positivo e todas as provas bioquímicas foram positivas para  S. mutans, no teste de 

rafinose-melibiose (cor amarelho) e esculina (cor preto). 
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De um total de 65 pacientes e 130 restaurações com uma media de idade de 30,5 anos. 

AM apresentaram uma mediana 2.0 UFC/cm2 e RC 3.0 UFC/cm2. De acordo com teste 

de Kolmogorov-Smirnov (p<0,05) a distribuição não foi normal. O teste de Wilcoxon por 

ser no mesmo paciente apresentou um p<0,05 que indicou diferença estatística 

significativa. (Gráfico 1) 

 

 

Gráfico 1: Distribuição de UFC/cm2 de restaurações de AM e RC. 

         
 

 

 

Discussão 

Na comparação das amostras colhidas de UFC de S. mutans com a técnica da moldeira 

em restaurações de AM e RC,  o grupo de RC apresentou maior contagem de UFC 

como diferença significativa (p<0,05). Os resultados de um maior contagem de S. 

mutans em RC indicariam que confirme-se a hipóteses original, do mesmo modo que 

outro estudos similares in vitro e clinico de S. mutans em restaurações11,20. 

A comparação das amostras de AM e RC foram realizadas de um mesmo paciente, 

assegurando que as amostras de biofilme colhidas tiveram o mesmo ecossistema bucal. 

Além disso todas as amostras das restaurações foram realizadas em restaurações 
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avaliadas alfa pelo critério de Ryge com uma mesma longevidade (3 anos). Estas 

condições forma feita para homogeneizar as amostras, podendo inferir-se que as 

diferenças encontradas de UFC de S. mutans nas restaurações oclusais foram 

principalmente devido às características de cada material, podendo-se afirmar assim que 

reduzirem-se os possível fatores locais de retenção de biofilme e possíveis variações do 

ecossistema bucal no processo das amostras. Reportou-se que as características do 

material  pode ser relevante na influencia dos níveis de desenvolvimento bacteriano15 o 

qual tem sido associado aos características próprias físicas e químicas dos materiais20. 

Dentro das propriedades físicas pode-se considerar as porosidades do material 

principalmente num nível de nanoescala21 e que além disso outro estudo preliminar 

apresentou que tem diferença na adesão do biofilme em RC com diferentes níveis de 

rugosidade22. Por esta razão, poderia explicar-se o maior nível de S. mutans nas 

restaurações de RC do que AM, devido que pode apresentar-se uma maior rugosidade 

numa escala nanométrica ao contrario às características macroscópicas  do material que 

foram avaliadas segundo o critério Ryge. Porem os resultados do presente estudo são 

contraditórios aos apresentados por van de Sande et al.23, possivelmente uma 

explicação poderia ser que os estudos de eles foram feitos num período de tempo menor 

à de nos, por o qual sugere-se que provavelmente as bactérias como o S. mutans 

precisam um maior tempo de interação com o material e provocar essas modificações 

nesse nível de escala. 

Por outro lado, as propriedades químicas das superfícies também podem ser um fator 

relevante na colonização e adesão bacteriana, devido a que o material pode conter  

elementos na sua composição que estimulam aquele20 . Enquanto no caso de amálgama 

um estudo disse que pode ter um efeito inibitório na adesão microbiana por a presença 

de liberação de elementos como a prata, mas que ainda não tem suficiente evidencia 

que mostra esta liberação de elementos antibacterianos14,15. 

No caso da influência das propriedades químicas das RC, crie-se que elas não são 

capazes de ter alguma atividade antibacteriana e que ao contrario a RC atualmente pode 

ser considerada como promotora da colonização e desenvolvimento bacteriano, devido a 

que seus co-monómeros podem estimular diferentes espécies bacterianas12,24. Vários 

estudos tem descritos e explicado a estimulação do desenvolvimento bacteriano do S. 

mutans em RC, assim relata-se que tem uma degradação dos monômeros por parte do 

S. mutans. Esse efeito  e explicado em parte pela ação das enzimas esterases presente 
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na saliva provocando a degradação de TEG-DMA (trietileno glicol dimetacrilato) em TEG 

(trietileno glicol) o qual libera-se a ambiente bucal afetando a expressão de 

glycosiltransferase do S. mutans que sua vez aumenta a sínteses de glucano25. Apesar 

disso, ainda não tem evidencia clara deste mecanismo, devido a que produto da 

degradação depende do tipo de monômeros e some-se a isto uma falta de conhecimento 

que ocorre em condições  in vivo.  Assim na cavidade bucal este processo poderia ser 

afetado diretamente pelo biofilme, o qual é altamente complexo e heterogêneo e que 

poderia ter mecanismos diferentes com respostas que ainda a maioria não são 

conhecidas26. A degradação da RC é especialmente  importante neste contexto porque 

provoca um aumento na rugosidade das restaurações, promovendo a adesão e 

desenvolvimento bacteriano do S. mutans24. Em adição as restaurações de RC podem 

ter um maior nível de microfiltração do que AM o que poderia explicar de melhor forma 

ate hoje porque elas tem menor longevidade26. Vários estudos tem descrito que as RC 

têm maior taxas de fracasso devido principalmente à cárie secundaria em especial 

paciente de alto risco6,13. Opdam et al. 7 reportaram que risco de cárie pode ter muita 

relevância na longevidade das restaurações, onde o ambiente bucal pode afetar 

negativamente às restaurações. Apesar que tem evidencia de restaurações de AM e RC 

têm similares taxas de longevidade mantendo-se em boas condições aos 12 anos em 

paciente de baixo risco cariogênico, os resultados de nosso estudo poderiam indicar que 

é necessário realizar uma avaliação da seleção do material restaurador de acordo com 

pacientes de alto risco cariogênico e diminuir a possibilidade de cárie secundaria.  

 

Dentro das limitações deste estudo temos que atualmente a doença cáries é conhecida 

pela sua alta complexidade e que não depende somente do S. mutans  mas também à 

existência de um complexo ecossistema onde múltiplas bactérias interacionam entre si, 

num ambiente onde outros fatores afetam indireta ou diretamente,  sugerindo-se 

investigar com outros tipos de microrganismos. 

Finalmente também seria interessante fazer um seguimento da possibilidade de 

desenvolvimento de cáries nos pacientes e as restaurações estudadas para poder 

determinar alguma associação de risco de cáries e S. mutans.  

Conclusão 
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Com as limitações do presente estudo nos podemos concluir que em pacientes adultos 

de alto risco cariogênico as restaurações de RC oclusais amostram maior  contagem de 

UFC de S. mutans do que AM mediante a técnica da moldeira. Estes resultados 

poderiam sugerir que aqueles pacientes seria mais recomendável indicar uma 

restauração de AM em dente posterior, ajudando a diminuir o potencial risco de cárie 

secundaria.  
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3.3 Artigo 3 

¿Há diminuição de Streptococcus mutans apos aplicação de selante nas 

superfícies oclusais em dentes permanentes de adultos?  Estudo clinico cego 

Patricio Vildósola Grez, Eduardo Fernández Godoy, José Roberto Cury Saad, Patricia 

Palma Fluxá, Natalia Acuña  Zepeda, Gustavo Moncada Cortés.* 

 

Resumo: O objetivo deste estudo foi comparar as unidades formadoras de colônias 

(UFC) de Streptococcus mutans (S. mutans) por cm2 nas superfícies oclusais de dentes 

permanentes de adulto antes e apos aplicação de selante de resina.  Materiais e 
métodos: Foram selecionados 38 pacientes, entre 18-30 anos, com indicação de 

selante oclusal num dente posterior. Em cada paciente realizou-se duas amostras no 

mesmo dente, antes (T0) e apos (T1) aplicação de selante de resina mediante a técnica 

da moldeira com meio de cultura TYCSB ágar solidificado previamente. Cada amostra foi 

incubada a 37ºC por 48 horas e apos realizou-se a contagem de S. mutans. Os 

resultados foram analisados com o teste de Wilcoxon com 95% de nível de confiança. 

Resultados: A mediana e desvio padrão expressadas em UFC/cm2 foi para T0 de 

111,00 (±131,73) e T1 22,0 (±78,54). Houve diferencia significativa (p< 0,05) entre os 

dois grupos com menor contagem de UCF/cm2 em T1. Conclusão: A aplicação de 

selante em dentes permanentes de adultos diminui significativamente a contagem de 

UFC/cm2 de S. mutans. 

 

 

 

 

 

 

                                                   
* Norma para periódico Brazilian Journal of Oral Science 
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INTRODUÇÃO 

  A cárie dentária representa uma das doenças mais comuns que afetam a cavidade 

bucal, a qual tem sido descrita como uma doença crônica e complexa que pode avançar 

lentamente na maioria dos pacientes, porem não é auto limitante e poderia ter a 

possibilidade de destruir completamente no dente se não é intervindo1. Por outro lado, 

tem vários fatores que podem influenciar no processo da doença cárie, dentro deste fator 

um dos mais importantes esta o fator microbiológico como as bactérias, que estão 

imersas dentro do biofilme num ambiente de equilíbrio2.  Apesar disso este equilíbrio 

microbiológico pode ser modificado pela dieta alta em conteúdo de carboidratos, 

provocando o aumento de populações de bactérias cariogênicas que fermentam estes 

carboidratos diminuendo o pH no ambiente oral e dessa forma estimulando a 

desmineralização do tecidos duros do dente no processo dinâmico de cárie3,4. Dentro 

destas bactérias encontre-se o grupo estreptococos grupo mutans onde pode-se 

mencionar o Streptococcus mutans (S. mutans), bactéria mais frequentemente isolada e 

considerada como umas das principais agentes etiológicos da cárie5. 

Atualmente a principal estratégia na prevenção da doença cárie é a utilização de 

selantes de fóssulas e fissura, as quais estão indicadas em superfícies oclusais de pré 

molares e molares devido que são regiões onde o fluoreto e a higiene poderia ser menos 

efetivas no pacientes de alto risco cariogênico6. Para o selante tem dois materiais 

indicados como ionômero de vidro ou de resina composta (RC),  onde a evidencia atual 

diz que o material mais efetivo na prevenção de cárie em crianças e adolescentes é de 

RC, portanto poderia ser considerado o principal material de eleição para selamento 

fóssulas e fissuras6,7. 

O selante de RC é um material que poderia ter o mesmo problema que qualquer outro 

material restaurador em quanto à adesão de biofilme em sua superfície8, Estudos in vitro 

e in vivo amostram que as RC tendem acumular mais bactérias e biofilme que o 

esmalte9 e também tem sido reportado que atividade de S. mutans poderia acrescentar o 

processo de degradação das restaurações e incluso dos selantes de RC8,10,11. Em 

adição há escassa informação com relação ao acumulo de bactérias nos selantes a nível  
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clinico, já que só um estudo clínico de Baca et al. tem reportado que o estreptococos 

grupo mutans diminui apos colocação do selante num estudo feito em crianças sem 

presença de cárie e que foi estudado em saliva também não especificando o tipo de 

selante investigado e se foi selado todos o só um dente12.  

Por estas razões descritas que seria interessante poder determinar  clinicamente se o 

selante de RC verdadeiramente diminui os níveis de S. mutans apos seu aplicação em 

dentes posteriores de pacientes adultos de alto risco cariogênico. 

Este estudo experimental tem o objetivo principal de calcular as unidades formadoras de 

colônias (UFC) por cm2 em superfícies oclusais de dentes posteriores  permanentes 

antes e apos aplicação de selantes de resina composta de fóssulas e fissuras. Assim a 

hipóteses proposta é que as UFC de S. mutans por cm2 nas superfícies oclusais de 

dentes permanentes posteriores diminuem apos aplicação de selante de resina 

composta de fóssulas e fissura.    

 

MATERIAL E MÉTODO 

Este estudo foi feito respeitando os princípios da convenção de Helsinky. Participaram 

desta pesquisa, pacientes recrutados que compareceram rotineiramente â clinica de 

dentística da Faculdade de Odontologia da Universidade de Chile, Santiago. Cada 

paciente assinou um consentimento informado (Anexos). Este estudo foi aprovado pelo 

comitê de ética da Faculdade de Odontologia, Universidade de Chile, projeto PRI-ODO 

11-07 (Anexos). A petição de comitê de ética cada paciente apos de amostragem final foi 

ensina a técnica de higiene e aplicaram todas as medidas para baixar o risco de cárie. 

Este foi um estudo clinico experimental e com cegamento simples. Em cada paciente 

foram realizadas as impressões no mesmo dente antes e apos selamento. O 

mascaramento foi realizado para examinador na contagem de UFC e estatístico.  

O tamanho da amostra foi determinado utilizando o software G*Power 3.1.3 (Enrich-

Heine, Universität Düsseldorf, Düsseldorf, Germany), considerando um erro α de p=0,05, 

um valor de potência de 0,8 e efeito tamanho médio de 0,5.  Portanto o analises 

recomendou 35 pacientes para 35 dentes. Um acréscimo de perdas foi estabelecido 

totalizando 38 amostras por grupo. 
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De um total de 228 pacientes que foram examinados na Faculdade de Odontologia da 

Universidad de Chile selecionaram-se 38 pacientes aleatoriamente segundo os critérios 

de inclusão (amostras total de 76) A aleatorização  dos pacientes foi feita como o 

programa NCSS PASS 2008 v08.015 (NCSS Statistical Sotfware Co. Kaysville, USA) e 

seus dados foram salvos numa planilha Excel (Microsoft Office Excel versão 2007). Isto 

foi feito por dois operadores (Operador 1 e 2) As variáveis foram quantitativa continuas. 

Um só operador realizou todas as impressões (Operador 3) 

Critérios de inclusão: Pacientes entre 18-30 anos, saudável ASA I-II, alto risco 

cariogênico de acordo programa Cariogram 2.01 (Mälmo University, Mälmo, Suécia)13 

(parâmetros medidos: acesso ao flúor, fluxo salival, capacidade buffer salival, índice 

CPOD, dieta, índice de placa), mínimo de 28 dentes na boca e pelo menos um dente pré 

molar ou molar com indicação de selante.  

Critérios de exclusão: pacientes acometido por xerostomia, pacientes com tratamento de 

corticoides ou fármacos imunossupressores,   impossibilidade do paciente para 

higienizar seus dentes, grávidas ou em período de lactação, bruxismo severo, pacientes 

com próteses removíveis, fixa ou aparelho dental acrílico, com tratamento antibiótico, 

enxaquatório, e creme dental com maior a 2.500 ppm de fluoreto, consumo de chiclete 

pelo menos 4 vezes à semana.  

Numa primeira sessão nas superfícies oclusais dos dentes foram realizadas profilaxia 

dental com pedra pomes e água para eliminar partículas de alimentos e biofilme. Apos 

exames examinaram-se os dentes posteriores de maneira visual com um espelho 

numero 5 (Hu Friedy, Mfg, LLC USA). A indicação do selante foi a presença de área do 

sulco profundo e com alterações cromáticas. Para isso realizou-se um exame clinico 

rigoroso além de radiografias interproximais recentes onde mostraram que os dentes 

estavam hígidos. Numa segunda sessão 2-3 horas depois de escovação de dentes 

realizou-se a impressão com a técnica da moldeira (TR)14 do dente em estudo (Grupo 

TO). Depois um mesmo operador aplicou todos os selantes no mesmo dente (Concise, 

3M Espe, St Paul, MN, USA) mediante o seguinte protocolo15. Isolamento absoluto do 

campo operatório, lavagem com pedra pomes e água, condicionamento de esmalte 

dental na superfície com ácido fosfórico a 37% na forma de gel por 15 segundos. Após 

copiosa lavagem com água e secagem com jatos de ar, o material selador foi aplicado 

em sulcos e fóssulas. A fotopolimerização foi feita pelo tempo de 40 segundos,  
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empregando uma fonte de luz alógena com potencia acima de 400 mW/cm2 (Elipar, 3M 

ESPE, St Paul, MN, USA). Depois de 45 dias de colocação outro operador calibrado em 

critério Ryge modificado16 (Tabela 1) (Kappa= 0.75) avaliou os selantes e realizou a 

segunda impressões com a TR (Grupo T1).  

Todo o processo de laboratório microbiológico foi realizado no Laboratório de 

Microbiologia do departamento de Patologia e Medicina Oral da Faculdade de 

Odontologia, Universidade de Chile, Santiago, Chile 

Tabela 1. Critérios Ryge 

 
 
 
 

Característica 

Clinica 

Alpha Bravo Charlie 

Integridade 

Marginal  

A Sonda exploradora 

não e retida quando 

passado nos dois 

sentidos dente-

restauração.  

Sonda 

exploradora é 

retida nas 

margens dente-

restauração.  

Dentina e/ou base 

estão expostas ao 

longo da margem.  

Forma 

Anatômica  

  

Continuidade da 

restauração com a 

estrutura adjacente. 

A restauração não 

continua com o 

contorno do 

dente.  

A restauração tem 

sub ou sobre 

contorno. 

Rugosidade 

Superficial  

A superfície da 

restauração não tem 

nenhum defeito na. 

A superfície da 

restauração tem 

mínimo defeitos. 

A superfície da 

restauração tem 

severos defeitos. 

Brilho 

superficial  

A superfície da 

restauração é 

semelhante á 

translucidez e lisura 

do esmalte dental. 

A superfície da 

restauração é 

opaca. 

A superfície da 

restauração é 

notoriamente opaca e 

esteticamente 

inaceitável.   
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Processo das amostras 

Para a confecção das moldeiras estas foram feitas com moldeiras descartáveis para 

aplicação de fluoreto (Deepak Products Inc, Miami, Florida, USA) foram esterilizadas 

numa câmara de biossegurança tipo II (Esco, Technologies Inc, Harboro. PA, USA) 

com raios ultravioleta (UV) por 20 minutos e foram carregadas com 7,5 mL de meio de 

cultura seletivo para S. mutans TYCSB17 (Difco Laboratories Inc) (van palestain). Ágar, 

Tripticase, extrato de Levedura, Cisteína, Sacarose, Bacitracina) casitone 15,0 g, 

extrato de levedura 5,0 g, L-cisteína 200 mL, sulfito de sódio 0,1 g, cloreto de sódio 1,0 

g, fosfato de sódio 12 hidrato 2,0g, bicarbonato de sódio 2,0 g, tri hidrato de sódio 

acetato 20,0 g, sacarose 50,0 g, ágar 15.0 g, água destilada (qsp) e bacitracina 0,2 

U/mL. Dessa forma foram seccionadas apos gelificação, para posteriormente colocar 

numa placa de Petri e selar numa sacola de plástico guardada numa geladeira. 

Aleatoriamente algumas placas foram incubadas numa estufa (ZDP-A2080, Lab Tech. 

Co., Namyangiu, Coreia) por 24 horas a 37ºC como controle de qualidade.  

As amostras foram feita entre as 10:00 e 13:00 horas do dia para permitir a 

reorganização do biofilme. A cada paciente pediu-se que enxaguassem com água e 

isolou o dente com restaurações com rolos de algodão e secou por 5 segundos, para 

evitar contaminação com saliva. As impressões foram feitas pressionando suavemente 

por 20 segundos e deixadas numa placa de Petri, dessa forma as impressões foram 

transportadas a 4ºC e apos foram incubadas a 37ºC por 48 horas numa estufa 

bacteriológica (ZDP-A2080, LabTech Co. Namyangju, Coreia), em microaerofilia, pela 

técnica da chama da vela. Cada amostra foi assignada um numero por um quarto 

operador o qual ingresso numa planilha de dados para assegurar cegamento. 

 
Identificação e quantificação de unidades formadoras de colônias de S. mutans 
 

Nos diferentes grupos das amostras foram identificados as colônias de S. mutans de 

acordo a sua morfologia macroscópica e aderência ao ágar, isto foi efetuado com lupa 

estereoscópica (Stemi 2000, Carls Zeiss Microscopy, Thornwood, NY, USA) sob luz 

refletida com aumento de 20X ( Schott KL 1500, Carls Zeiss Microscopy, Thornwood, 

NY, USA) colocando-se as placas sobre um fundo preto, a fim de ressaltar as 

características das colônias. As características morfológicas das colônias são:  
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superfície granular semelhante a vidro moído, brancas rugosas e cristalina. 

Posteriormente realizou-se um teste de coloração Gram positivo. 

As colônias de cada amostra compatíveis com S. mutans foram escolhidas 

aleatoriamente e transferidas a caldo Todd Hewitt (Difco Lab. Inc., MI, Detroit, USA) e 

incubados a 37ºC por 48 horas. Cada caldo centrifugou (BD Serofuge 2001, Clay-

Adams Becton, Dickinson and Co., Sparks, MD, USA) por 5 minutos a 1500 rpm 

obtivendo um pellet. Apos pellet foi re-transferido em 450 µL de tampão fosfato (pH 7,2) 

para obtiver um Mc Farland 5.  As amostras de colônias foram sometidas a provas de 

bioquímica para diferenciar ao S. mutans de outras espécies como Streptococcus 

sobrinus como as provas de fermentação de rafinose, melibiose e hidrólise de esculina  

De  100 µL de essa suspensão foi colocada em soluções de cada teste bioquímico 

rafinose e melibiose (Tioglicolato  sem dextrosa e sem indicador, 1 % de rafinose e 1% 

melibiose respetivamente)  (Difco, Lab.) Para esculina colocou em solução BHI (Brain 

Heart Infusion, 1% esculina, Difco Lab, Inc.). As suspensões foram incubadas por 24 

horas a 37ºC. Depois as suspensões de rafinose e melibiose colocou 2 gotas de citrato 

de amônio férrico18 (Sigma-Aldrich Co, St. Louis. Mi, USA). 

A contagem das unidades formadoras de colônias foram expressadas em UFC/cm2 e 

foram efetuada por um único examinador calibrado (Kappa=0,8)  cego, que não sabia a 

que grupo correspondiam (Operador 5). 

Todos os dentes selados foram fotografados e processados pelo software Image J 

(imagej.nih.gov/ij/), ajudados com uma sonda periodontal milimétrica. Com o programa 

calculou-se a porcentagem das faces oclusais ocupadas pelo selante. 

 

Análise Estatística  

A etapa foi realizada por um operador cego (Operador 6). As análises estatísticas de 

homogeneidade e normalidade dos dados foi realizado para determinar se as provas 

foram paramétricos ou não, para isso foi utilizado o teste de Shapiro Wilk (n<40). Para 

os analises dos dados, utilizou-se teste de Wilcoxon utilizando um nível de significância 

de 95% com o software SPSS (Statistical Package for Social Sciences for Windows, 

Versão 15.0, SPSS Inc., Chicago, USA)  

 

Resultados 
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Todas as amostras com presença de S. mutans mostraram características 

macroscópicas e de aderência de S. mutans,  no caso de teste de coloração Gram 

positivo e todas as provas bioquímicas foram positivas para  S. mutans, no teste de 

rafinose- melibiose (cor amarelho) e esculina (cor preto). 

As amostras foram de 38 pacientes sem perdas de pacientes e selantes aos 45 dias 

depois, com uma media de 23.8 anos.  57,9% (22) molares e 42,1% (16) pré molares. A 

mediana UFC/cm2 para T0 foi 111,00 (±131,73) e T1 foi 22,00 (±78,54) O teste de 

Shapiro Wilk apresentou uma distribuição não normal (p<0,05). O teste de Wilcoxon para 

T1 e T0 apresentou diferença estatística significativa (p<0,05) (Gráfico 1) 

 

Gráfico 1: Distribuição de UFC/cm2 antes e apos aplicação do selante 

           
 

 

Discussão 

Neste estudo realizou-se uma comparação em áreas oclusais de fóssulas e fissuras de 

dentes permanentes na contagem de UFC/cm2 de S. mutans antes e apos selamento 

com selante de resina composta, encontrando-se uma diminuição significativa na 

contagem apos selamento, de maneira que foi aceitada nossa hipóteses.  
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Atualmente tem evidencia suficiente no quanto à efetividade dos selantes na redução do 

índices da cárie em crianças e adolescentes19, porem não tem suficiente informação 

com relação à magnitude dos benefícios em outras condições20.  Portanto, é necessário 

aportar com informação em outras situações desde um ponto de vista clinico como 

poderia ser em pacientes adultos de alto risco cariogênico e no caso do presente estudo 

com relação se tem uma real diminuição de bactérias de S. mutans apos colocação de 

selante. Neste momento só tem um estudo clinico feito por Baca et al. que teve 

resultados similares nosso estudo. O estudo de Baca12 foi feito em amostras de saliva no 

grupos de crianças com e sem cárie, demostrando que só houve uma diminuição de 

estreptococos mutans no grupo sem cárie apos aplicação do selante, não obstante o 

este estudo foi feito com amostras dessas bactérias em saliva e não em dente. No 

presente estudo foi feito em pacientes de alto risco cariogênico onde antes de fazer a 

amostragem de selante avaliou- se os parâmetros  segundo critérios Ryge eliminando-se 

o possível potencial de retenção que afetem a contagem de S. mutans. Dessa forma as 

diferencias encontradas antes e apos aplicação de selante podem tem sido 

principalmente pela influencia do material no dente e em pacientes com condições 

similares, demostrando clinicamente que o selante elimina as zonas do dente como 

fóssulas e fissuras que potencialmente poderiam favorecer a acumulação de S. mutans, 

sendo só uma barreira física no caso de selante sem flúor21. Lindquist e Emilson22 têm 

relatado que as superfícies oclusais com restaurações são capazes de eliminar estas 

zonas de retenção de biofilme e reduzindo o S. mutans, isto foi demostrado por seu 

estudo clinico o qual as amostras de biofilme foram coletadas mediante a técnica 

“toothpick”, porem eles descrevem que poderia ter uma sob estimação na amostragem 

de S. mutans.  Por conseguinte nosso estudo pode confirmar as pesquisas previas de 

forma mais direta na amostragem e confirmar desde um ponto de vista mecânico e 

talvez químico  (selantes com flúor)23,24 o selante pode diminuir o risco local o processo 

da cárie a nível de fóssulas e fissura especialmente se estas são profundas e no 

paciente de alto risco cariogênico ou de difícil aceso de higiene.   

Por outro lado, tem mencionou-se que uma restauração de resina composta poderia ter 

uma maior retenção de biofilme, já que estudos relatam que a RC poderia estimular a 

adesão e colonização de bactérias na sua superfície, possivelmente por sua composição 

química25. Este fenômeno poderia ser explicado pela interação de enzimas da saliva  
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humana como é as estearases, que provocam uma degradação da matriz dos polímeros 

da RC, dessa forma aumentando zonas de maior rugosidade num nível microscópico e 

favorecendo a agregação bacteriana26,27. Em adição estudos têm descrito e explicado a 

estimulação do desenvolvimento de S. mutans em RC, assim relata-se que a 

degradação dos monômeros por parte do S. mutans pode afetar a expressão da 

glycosiltransferase aumentando a sínteses de glucano25. Apesar de aquele em nosso 

estudo não pôde ser confirmado e a explicação disto poderia ser principalmente que é 

muito mais importante na influencia dos níveis de S. mutans a presença das fóssulas e 

fissuras do que o a retenção de biofilme do material mesmo, além posto que os câmbios 

que poderiam precisar de maior tempo na boca sugerir-se ao futuro fazer um estudo 

mais a longo prazo, já que este foi feito só numa avaliação e aproximadamente num 

mês. Por outro lado, seria muito interessante investigar com outro tipos de componentes 

antibacterianos agregados às resinas compostas em especial no selantes tradicional 

como o flúor ou novos como “organoselenium” e “chitosan” que tem mostrado atividade 

antibacteriana contra S. mutans, mas só a nível in vitro28,29. 

Finalmente tem sido reconhecido que a cárie é uma doença multifatorial e que há 

numerosas bactérias involucradas no processo S. mutans pode ser que não seja um 

fator somente para formação da cárie, incluso questionando-se o verdadeira influencia 

na cárie3, não obstante o conceito de que o selante e uma barreira mecânica poderia ser 

extrapolado a outros tipos de bactérias ou microorganismos e no caso de paciente 

adultos de alto risco cariogênico poderia recomendar-se selar os dentes. 

 

CONCLUSÃO 

Com as limitações do estudo, a aplicação de selantes de fóssulas e fissuras em 

superfícies oclusais de dentes permanente em adultos de alto risco cariogênico reduz 

significativamente as UFC de S. mutans apos 45 dias. 
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4 DISCUSSÃO  FINAL 
 

                      Na literatura tem diversos estudos de amostragem de microorganismos 

em superfícies das restaurações e dentes in vitro, in situ e em menor medida in vivo, 

por conseguinte a principal intenção de nosso estudo foi realizar uma amostragem de 

S. mutans diretamente in vivo desde os dentes, restaurações ou selantes, mediante a 

criação da técnica da moldeira, já que é um desenho mais real do comportamento 

deste microorganismo na cavidade bucal.   

Este foi um estudo baseado principalmente em três partes. A primeira parte permitiu 

avaliar a técnica da moldeira (TR), sendo capaz de recolher S. mutans desde as 

restaurações e foi correlacionada com as principais técnica de colheita de S. mutans in 

vivo como as amostras de saliva e a colheita de biofilme mediante a técnica de 

“toothpick”.  No caso da saliva a correlação não foi significativa, devido que é 

conhecido que os níveis de S. mutans podem variar entre diferentes restaurações 

incluso entre o mesmo paciente9. Ao contrario, se houve correlação com a técnica de 

“toothpick” criada por Wallman e Krasse que tem sido utilizada por vários anos, que é 

considerado um método simples e direito na colheita de biofilme e que não dana as 

superfícies das restaurações61. Desta forma a TR pode ser uma técnica não invasiva, 

de uma impressão direita das superfícies das restaurações da cavidade bucal, sem ser 

incomoda para ao paciente, mais rápida e simples no quanto ao procedimento 

laboratoriais com relação aos recursos e logística elimina-se os passos de diluição e 

semeado prévio.  

Nosso estudo tentou procurar a quantidade de adesão de S. mutans nas restaurações, 

devido que o biofilme pode acumular-se em todas as superfícies da boca incluindo os 

materiais dentários como as resinas compostas e amálgamas62. Os principais fatores 

que tem sido discutido na influência no acumulo do biofilme nos materiais 

restauradores são; o aumento da rugosidade superficial, o efeito da interação química e 

a biodegradação dos materiais44,50. Dessa forma, Moura et al.43 têm sugerido que a 

quantidade do biofilme e seu potencial cariogênico depende do substrato e que apesar 

que os materiais restauradores têm acabado e polimento, eles igualmente podem ser 

afetados pela degradação química da cavidade bucal  incrementando dessa forma as  
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possibilidades de adesão bacteriana e possivelmente o efeito de S. mutans nas 

superfícies e microestruturas poderiam ser material-dependentes28. Este dano nas 

superfícies das restaurações provocado pelo ambiente da cavidade bucal alguns 

estudos tem demostrado que deve-se fundamentalmente ao descenso do pH das 

bactérias cariogênicas, à ingesta de alimentos ácidos e à ação das enzimas65,27.  Esta 

degradação permite em general um aumento da rugosidade nas superfícies das 

restaurações promovendo a adesão das bactérias, devido um incremento da área de 

contato entre a superfície e as bactérias3. Também pode-se mencionar que os 

materiais podem possuir diferentes propriedades de rugosidade na superfície por seus 

diferentes composição, dessa forma tendo possivelmente diferentes efeitos na adesão 

bacteriana54.   

A degradação das restaurações de qualquer material, somado à infiltração bacteriana 

que pode suceder entre dente e margem da restauração, possivelmente provoca uma 

fenda, lugar especifico do inicio da cárie secundaria13,23,32,57, onde S. mutans tem 

relatado como uns dos principais agentes etiológicos da cárie, sendo umas das 

primeiras bactérias que podem habitar no margem interfacial15. Assim a segunda parte 

de nosso estudo foi comparar as unidades formadora de colônias de S. mutans de 

restaurações de RC e AM em paciente com similares condições generais (saudável, 

risco alto cariogênico) e locais (restaurações alfa segundo critério Ryge), encontrou-se 

uma diferença significativa no contagem de S. mutans em restaurações oclusais de 

amálgama e resina composta, sendo maior a contagem em RC.   Os possível 

fundamentos de nosso resultado podem ser explicado extensamente na literatura.  No 

caso das RC, desde a década dos 90’ tem descrito extensamente e validado até hoje 

que elas sofrem uma degradação pela ação das enzimas na cavidade bucal e que é 

inevitável independentemente das formulações, habilidades e técnicas restauradoras 

das resinas atuais24. Por tanto, tem descrito que o S. mutans tem uma alta afinidade 

pelas resinas compostas incluso tendo um desenvolvimento acelerado em presença 

delas10. Em adição é descrito que S. mutans pode promover o aumento da rugosidade 

das superfícies das resinas contribuindo à degradação das resinas e adesivos, 

principalmente por sua possível atividade estearases13,34. Ao contrario, no caso de AM 

os fundamentos de uma menor quantidade de S. mutans pode ser atribuído à liberação 

de iones ou elementos tóxicos como o cobre, zinco, mercúrio e prata. A presença de  
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cobre na amálgama não gama 2 que foi utilizada neste estudo, pode reduzir as 

bactérias acidogênicas em especial o desenvolvimento de S. mutans59, assim  também 

o zinco é descrito como um composto que pode provocar câmbios na estrutura proteica 

e levar uma inibição de enzimas especificas no metabolismo das bactérias 

ocasionando efeito bacteriostático51. De acordo com estudos feitos por Bundy  et al.16 o 

mercúrio da amálgama também pode afetar as bactérias principalmente por sua 

toxicidade, sendo talvez mais importante que os outros elementos, já que tem descrito -

se em alguns artigos que tem uma liberação constante de mercúrio na cavidade bucal 

expressada em µg/dia36. Ao contrario, a prata ainda não tem suficiente evidencia que 

possa ser liberada e oxidada desde a amálgama em forma constante52.  

Apesar que vários estudos tem demostrado um aumento de biofilme nas restaurações 

de RC versus AM e em adição ainda as RC apresentam maior taxas de cárie 

secundaria comparada com AM42,  existem diversas dúvidas. Por exemplo se pode 

relatar no caso da amálgama, se aqueles elementos inibitórios bacterianos são 

liberados no ambiente bucal de maneira que possa provocar sempre o mesmo efeito, e 

por outro lado se existe uma clara certeza de que eles podem alcançar uma 

concentração mínima inibitória sem interferências. Por exemplo, um estudo de 

Padovani  et al.48 in situ no prazo de 7 dias não encontraram diferenças no quanto a 

quantidade de biofilme em amálgama e resina composta explicando que pode haver 

uma possível interferência na liberação dos produtos pela diluição dos iones na película 

adquirida e saliva, além como foi relatado por outros autores da possibilidade de 

interação das enzima liberadas por outras bactérias do biofilme2,29,63. Outra causa de 

interferência poderia ser a formação e composição da película adquirida, que pode 

modificar as superfícies dos diferentes materiais restauradores4.  

Portanto, o biofilme quanto a seu comportamento tem a possibilidade de sofrer 

variados câmbios na cavidade bucal, possivelmente sendo afetados por outros fatores 

tais como a dieta e a complexa relação com a microbiota bucal, além de fatores anexos 

do meio ambiente bucal que pudessem ser modificados por uma alta variabilidade inter 

e intraindividual29. Por consequência, um ponto importante para futuras pesquisas é o 

desenvolvimento de novos materiais, talvez com atividade antimicrobiana54 que 

possam entregar uma maior proteção frente à cárie dentaria incrementando a 

longevidade das  
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restaurações,  é um entendimento mais profundos dos mecanismos por os quais as 

propriedades locais das superfícies dos materiais e o câmbio do ambiente bucal podem 

modular as respostas fisiológicas e de adesão das bactérias.  

No caso da terceira parte de nosso estudo foi comparar as UFC de S. mutans antes e 

após aplicação de selante em fóssulas e fissura em dentes permanentes. Apesar que 

atualmente tem evidencia suficiente no quanto à efetividade dos selantes na redução 

do índices da cárie em crianças e adolescentes56, ainda não tem suficiente informação 

com relação â magnitude dos benefícios em outras condições1.  Portanto, foi 

necessário aportar com informação em outras situações desde um ponto de vista 

clinico como poderia ser em pacientes adultos de alto risco cariogênico e no caso do 

presente estúdio com relação se há uma real diminuição de bactérias de S. mutans 

apos colocação de selante. Dessa forma, ate momento o único estudo clinico similar foi 

feito por Baca et al.6 com resultados similares. Nesse estudo também houve diminuição 

de S. mutans no grupo sem cárie apos aplicação do selante, não obstante o este 

estudo foi feito com amostras dessas bactérias em saliva e não em dente. No presente 

estudo foi feito em pacientes de características gerais similares (adultos, saudável com 

alto risco cariogênico) no mesmo dente com selantes avaliado alfa segundo critérios 

Ryge eliminando-se o possível potencial de retenção de S. mutans. Dessa forma, 

demostrou-se clinicamente que o selante elimina as zonas do dente como fóssulas e 

fissuras que potencialmente poderiam favorecer a acumulação de S. mutans, sendo só 

uma barreira física no caso de selante sem flúor37. Lindquist e Emilson38 têm relatado 

que as restaurações são capazes de eliminar estas zonas de retenção de biofilme e 

assim reduzir o S. mutans, como foi demostrado em seu estudo,  o qual as amostras de 

biofilme foram coletadas mediante a técnica “toothpick”, porem eles descrevem que 

poderia ter uma sob estimação na amostragem de S. mutans.  Por conseguinte nosso 

estudo poderia confirmar as pesquisas previas de forma mais direta na amostragem 

desde um ponto de vista mecânico20,30 podendo ser o selante um fator relevante na 

diminuição do risco local no processo da cárie a nível de fóssulas e fissura em especial 

se estas são profundas e no paciente de alto risco cariogênico ou de difícil aceso de 

higiene.   
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Por outro lado, tem mencionou-se que uma restauração ou selante de resina composta 

poderia ter uma maior retenção de biofilme, já que estudos relatam que a RC poderia 

estimular a adesão e colonização de bactérias na sua superfície, como foi explicado  

previamente33. Este fenômeno é devido à ação das esterases, que provocam uma 

degradação da matriz das RC aumentando sua rugosidade num nível microscópico18,32. 

Apesar de aquele, em nosso estudo de comparação do selante no mesmo dente não 

pôde ser confirmado, devido a principalmente dois razões; as fóssulas e fissuras são 

superfícies anatômicas de alta retenção de biofilme e a aplicação de um material 

aplicado sob elas reduz significativamente seus níveis38,  e a segunda razão é que este 

estudo foi feito numa avaliação de aproximadamente no mês e possivelmente o selante 

para poder ter um cambio na sua superfície precisa de tempo mais longo para 

acrescentar o biofilme de S. mutans. Por esta mesma razão, podemos sugerir a futuro 

fazer uma comparação no tempo de adesão de S. mutans no mesmo paciente entre 

restaurações de RC e selantes. 

Como as limitações do estudo temos que a TR só pode ser feita em superfícies 

oclusais e tem outras zonas do dente como as proximais que seria muito interessante 

ter conhecimento de adesão e acumulo de biofilme. Outra limitação de nosso estudo é 

que foi feito só com uma cepa bacteriana, por tanto seria necessário realizar outros 

tipos de estudos com diferentes cepas de bactérias, em virtude de que na atualidade o 

processo de cárie, variados microorganismos podem estar involucrados e que o 

biofilme é complexo, onde as interação das bactérias podem mudar o comportamento e 

expressão genética de cada cepa, podendo modificar sua ação nos tecidos dentários45.  

À luz de nosso resultado poderia sugerir-se que naqueles pacientes com alto risco 

cariogênico seria mais recomendável indicar uma restaurações de AM em dentes 

posteriores, assim ajudando a diminuir o potencial risco de cárie secundaria.  Não 

obstante, nesta época a AM esta sendo retirada progressivamente pelas politicas 

recomendadas na convenção de Minamata e sendo cada vez mais limitada como 

alternativa como tratamento em restaurações64. Porem, nosso tipo de estudo e em 

especial a técnica da moldeira, seria ainda mais interessante de fazer com relação a 

desenvolvimento de novos materiais de resina composta ou selante que tenham 

elementos antimicrobianos e que até momento têm um alto progresso em etapas in 

vitro, mas não têm evidencia desde ponto de vista in vivo ou clinico.  
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Finalmente tem que lembrar que o processo de saúde ao estado de doença da cárie 

depende de vários parâmetros relacionado com o hospedeiro, dieta e biofilme e que  

ainda não tem completa certeza que fatores são mais relevantes, por tanto é 

necessário avançar ao futuro em criar novos níveis de conhecimento e integrar los para 

desenvolver as melhores estratégias de prevenção e no caso de ter dano do tecido 

dentário, restaurações que possam incrementar sua longevidade.   
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5 CONCLUSÃO  

A técnica da moldeira pode colher e recuperar unidades formadoras de colônias de S. 

mutans desde as superfícies oclusais de restaurações dentárias, tendo uma correlação 

positiva com a técnica “toothpick”, dessa forma TR pode ser considerada como um 

método não invasivo direto, simples e rápido do que TT e saliva. 

Em pacientes adultos de alto risco cariogênico as restaurações de RC oclusais 

amostram maior contagem de UFC de S. mutans do que AM mediante a técnica da 

moldeira. Estes resultados poderiam sugerir que aqueles pacientes seria mais 

recomendável indicar uma restaurações de AM em dentes posteriores, ajudando a 

diminuir o potencial risco de cárie secundaria.   

A aplicação de selantes de fóssulas e fissuras em superfícies oclusais de dentes 

permanente em adultos de alto risco cariogênico reduz significativamente as UFC de S. 

mutans apos 45 dias.  
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Carta consentimento informado para estudo dos pacientes  
 
 
 
 

Consentimiento Informado 
 

Título del Protocolo: Comparación de recuento de Streptococcus mutans en restauraciones de Resina Compuesta y 
piezas permanentes sanas utilizando el Método de la Cubeta. 
Investigador Principal:  Prof. Dr. Gustavo Moncada C / Dr. Patricio Vildósola Grez 
Sede de Estudio: Facultad de Odontología, Universidad de Chile – Olivos 943 – Santiago. 
Nombre del Paciente: ……………………………………………………………………………………… 
 
Yo Patricio Vildósola Grez docente de la Facultad de Odontología de la Universidad de Chile. Estoy realizando una 
investigación acerca la bacteria que produce la caries, la cual es una de las enfermedades de mayor frecuencia en la 
población humana. Les proporcionaré información y los invitaré a ser parte de ella. No tiene que decidir hoy si lo harán 
o no. Antes de hacerlo pueden hablar acerca de la investigación con cualquier persona de su confianza. Este proceso 
se conoce como Consentimiento Informado y puede que contenga términos que usted no comprenda, por lo que 
siéntase con la absoluta libertad para preguntar sobre cualquier aspecto  que le ayude aclarar sus dudas al respecto. 
Una vez que haya comprendido la Investigación y si usted desea participar, entonces se le pedirá que firme este 
formulario. 
Los aspectos de este formulario tratan los siguientes temas: Justificación de la Investigación, Objetivo de la 
Investigación, Tipo de Intervención y procedimiento, Beneficios y Riesgos Asociados a la  Investigación y 
Aclaraciones. 
 
Justificación de la Investigación 
La caries dental es uno de los principales problemas de salud bucal a nivel mundial, afectando entre el 60% a 90% de 
la población escolar y a la gran mayoría de los adultos. Su origen es infeccioso y se asocia con la presencia de altas 
poblaciones de bacterias adheridas sobre los dientes. La bacteria más relacionada con esta enfermedad es el 
Streptococcus mutans, la cual tiene la capacidad de los transformar los azúcares que comemos en ácidos que 
debilitan nuestros dientes, facilitando a que la caries se instale sobre ellos. Es importante considerar que esta bacteria 
no solo produce caries en dientes sanos sino también en dientes con obturaciones (“tapaduras”), siendo la principal 
causa de los fracasos de estos tratamientos.  
Para el estudio de esta bacteria se recogen muestras tanto de la superficie de los dientes y sus obturaciones como de 
saliva. Esta información en conjunto con el conocimiento de hábitos de higiene y de alimentación, sirve para predecir 
el riesgo de contraer futuras caries como de asegurar el éxito de futuros tratamientos odontológicos. 
 
Objetivo de la Investigación 
La presente investigación tiene por objetivo comparar el recuento de Streptococcus mutans sobre piezas sanas y 
obturadas con resina compuesta mediante un innovador método. 
 
Beneficio de la Investigación. 
Usted tendrá el beneficio de poder someterse a un examen de salud bucal donde podrá conocer el estado actual de 
boca, y  evaluar así la necesidad de posibles tratamientos. 
Aprenderá una correcta técnica de higiene en relación a su edad y condición psicomotora. 
Conocer la cantidad Streptococcus mutans que usted posee, nos permitirá dirigir terapias preventivas y futuros 
tratamientos según su riesgo individual, permitiendo así un menor porcentajes de fracasos. 
 
Una vez obtenidos los resultados y si su recuento de bacterias es superior o igual 105 Unidades Formadoras de 
Colonia /ml ( unidad de medida que determina la cantidad de bacterias), será considerado una paciente de alto riesgo*, 
por lo que debería someterse: 
 1. A una terapia de control de higiene, mediante la enseñanza de una correcta técnica de cepillado y una profilaxis 
(limpieza dentaria) 
 2. Aplicación de barniz de flúor cada tres meses e indicación de pasta dental con concentración mayor o igual a 2500 
ppm de ión flúor para uso diario. 
3. Controles cada 3 meses. 
Todo esto sin ningún costo para Usted. Ademas se le obsequiara una pasta fluorada, una seda dental y un cepillo para 
su correcta higiene personal.  
 
Tipo de Intervención y Procedimiento. 
Si usted decide participar  se le realizará en una primera sesión un examen bucal y se le enseñara una técnica de 
higiene.  
Para la toma de muestras de placa dental, se utilizará  una cubetilla, que es una especie de receptáculo pequeño, del 
ancho y largo de una pieza dentaria, que en su interior contiene una gelatina que permite la adherencia y crecimiento 
de la bacteria en estudio. 
La obtención de la muestra se llevara a cabo presionando suavemente por un minuto esta cubetilla sobre sus piezas 
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dentarias.  
 
Lugar donde se realizará la intervención. 
El Procedimiento se llevará a cabo durante Operatoria Clínica de 4to año, ubicada en la Clínica Odontológica de la 
Facultad de Chile, cuya dirección es Av. La Paz 750, comuna de Independencia. Durante los lunes de 8 horas a 13 
horas y los miércoles de 14 horas a 17 horas.  
 
Riesgo de la Investigación. 
Usted no correrá ningún riesgo mediante y posterior al procedimiento de la investigación debido a que el material 
gelatinoso de la cubetilla sólo entrará en contacto con su pieza dentaria, la cual tampoco sufría daño alguno debido a 
que la presión ejercida es mínima y el material no es perjudicial para la misma. 
 
 
Aclaraciones 

• La participación es completamente voluntaria 
• No habrá ninguna consecuencia desfavorable para usted, en caso de no aceptar la intervención 
• Si usted decide puede retirarse cuando lo desee. 
• Las muestras obtenidas serán de exclusiva utilización para este estudio. 
• No tendrá que efectuar gasto alguno como consecuencia del estudio. 
• No recibirá pago por su participación. 
• Usted podrá solicitar información actualizada sobre el estudio, al investigador responsable. 
• La información obtenida de la Investigación, respecto de la identificación de pacientes, será mantenida con 

estricta confidencialidad por los investigadores, para esto, no se utilizará sus nombres sino un sistema de 
código que enumerará las muestras. 
 
 
Si considera que no existen dudas ni preguntas acerca de su participación, puede si lo desea, firmar la Carta 
de  Consentimiento Informado anexa al documento. 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22


73  

 
Carta de Consentimiento Informado 

 

      A través de la presente, declaro y manifiesto, libre y espontáneamente y en consecuencia acepto que: 

1. He leído y comprendido la información anteriormente entregada y que mis preguntas han sido respondidas de 
manera satisfactoria. 

2. He sido informado /a y comprendo la necesidad y fines de ser atendido. 

3. Tengo conocimiento del procedimiento a realizar. 

4. Conozco los beneficios de participar en la Investigación 

5. El procedimiento no tiene riesgo alguno para mi salud. 

6. Además de esta información que he recibido, seré informado/a en cada momento y al requerimiento de la 
evolución de mi proceso, de manera verbal y/o escrita si fuera necesaria y al criterio del investigador. 

7. Autorizo a usar mi caso para investigación y para ser usado como material audiovisual en clases, protegiendo 
mi identidad 

. 

 Doy mi consentimiento al investigador y al resto de colaboradores, a realizar el procedimiento diagnóstico pertinente, 
PUESTO QUE SE QUE ES POR MI PROPIO BENEFICIO 

 

• Nombre del Paciente:_______________________________ 

• RUT:________________________ 

• Firma:_______________________ 

• Fecha:_______________________ 

 

• Nombre Testigo  :________________________________________________________ 

• RUT:________________________ 

• Firma:_______________________ 

• Fecha:_______________________ 

 

Sección a llenar por el Investigador Principal  

He explicado al Sr(a)______________________________________ la naturaleza de la investigación, le he explicado 
acerca de los riesgos y beneficios que implica su participación. He contestado a las preguntas y he preguntado si tiene 
alguna duda. Acepto que conozco la normativa vigente para la realizar la investigación con seres humanos y me 
apego a ella. 

 

En caso de cualquier duda puede acudir a Av. La Paz 571, Facultad de Odontología de Universidad de Chile, Área de 
Operatoria Dental los días Lunes de 8 a 13 horas o Miércoles de 14 a 19 horas o comunicarse con Patricio Vildósola a 
los números 3152281 o 07-8873845 

 

En caso que Usted tenga cualquier otro tipo de duda con respecto al proyecto en el cual participara puede dirigirse al 
Señor Presidente del Comité de Etica de la Facultad de Odontología de la Universidad de Chile Dr. Juan Cortés con 
dirección en Sergio Livingstone 943 comuna Independencia.
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Consentimiento Informado 

 
Título del Protocolo: “Estudio comparativo in vivo de recuento de Streptococcus mutans antes y  después de la 
aplicación de sellante, utilizando el Método de la Cubeta” 
 
Investigador Principal:  Prof. Dr. Patricio Vildósola 
Sede de Estudio: Facultad de Odontología, Universidad de Chile – Olivos 943 – Santiago. 
Nombre del Paciente: ……………………………………………………………………………………… 
 
Yo Patricio Vildósola Grez docente de la Facultad de Odontología de la Universidad de Chile. Estoy realizando 
una investigación acerca la bacteria que produce la caries, la cual es una de las enfermedades de mayor 
frecuencia en la población humana. Le proporcionaré información y lo invitaré a ser parte de ella. No tiene que 
decidir hoy si lo hará o no. Antes de hacerlo puede hablar acerca de la investigación con cualquier persona de su 
confianza. Este proceso se conoce como Consentimiento Informado y puede que contenga términos que usted 
no comprenda, por lo que siéntase con la absoluta libertad para preguntar sobre cualquier aspecto  que le ayude 
aclarar sus dudas al respecto. 
Una vez que haya comprendido la Investigación y si usted desea participar, entonces se le pedirá que firme este 
formulario. 
Los aspectos de este formulario tratan los siguientes temas: Justificación de la Investigación, Objetivo de la 
Investigación, Tipo de Intervención y procedimiento, Beneficios y Riesgos Asociados a la  Investigación y 
Aclaraciones. 
 
Justificación de la Investigación 
La caries dental es uno de los principales problemas de salud bucal a nivel mundial, afectando entre el 60% a 
90% de la población escolar y a la gran mayoría de los adultos. Su origen es infeccioso y se asocia con la 
presencia de altas poblaciones de bacterias adheridas sobre los dientes. La bacteria más relacionada con esta 
enfermedad es el Streptococcus mutans, la cual tiene la capacidad de  transformar los azúcares que comemos 
en ácidos que debilitan nuestros dientes, facilitando a que la caries se instale sobre ellos. Es importante 
considerar que esta bacteria no solo produce caries en dientes sanos sino también en dientes con obturaciones 
(“tapaduras”) y sellantes, siendo la principal causa de los fracasos de estos tratamientos.  
Para el estudio de esta bacteria se recogerán muestras tanto de la superficie de los dientes antes de ser 
sellados, como después de la aplicación del sellante. Esta información, en conjunto con el conocimiento de 
hábitos de higiene y de alimentación, sirve para predecir el riesgo de contraer futuras caries como de asegurar el 
éxito de futuros tratamientos odontológicos. 
 
Objetivo de la Investigación 
La presente investigación tiene por objetivo Determinar las diferencias en el recuento de unidades formadoras de 
colonias por cm2 de Streptococcus mutans en las superficies oclusales de dientes posteriores permanentes, antes y 
después de la aplicación de un sellante de resina. 
 
 
Beneficio de la Investigación. 
Usted tendrá el beneficio de poder someterse a un examen de salud bucal donde podrá conocer el estado actual 
de boca, y  evaluar así la necesidad de posibles tratamientos. 
Aprenderá una correcta técnica de higiene en relación a su edad y condición psicomotora. 
Conocerá la cantidad Streptococcus mutans que usted posee, lo que nos permitirá dirigir terapias preventivas y 
futuros tratamientos según su riesgo individual, permitiendo así un menor porcentajes de fracasos. 
 
 
Tipo de Intervención y Procedimiento. 

Universidad de Chile 
Facultad de Odontología 
Departamento de Odontología Restauradora, Operatoria Clínica 4º año. 
Departamento Patología Área de Microbiología Bucal 
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Si usted decide participar  se le realizará en una primera sesión un examen bucal y se le enseñara una técnica 
de higiene.  
Para la toma de muestras de placa dental, se utilizará  una cubetilla, que es una especie de receptáculo 
pequeño, del ancho y largo de una pieza dentaria, que en su interior contiene una gelatina que permite la 
adherencia y crecimiento de la bacteria en estudio. 
La obtención de la muestra se llevara a cabo presionando suavemente por un minuto esta cubetilla sobre sus 
piezas dentarias. Se tomarán dos muestras con esta cubetilla, una en la pieza sana, antes de la aplicación del 
sellante, y otra 4 semanas después de la aplicación del sellante. Para la aplicación del sellante se realizará una 
limpieza en el diente a estudiar con una escobilla y pasta profiláctica, luego se grabará la superficie oclusal del 
diente con ácido ortofosfórico al 37% para luego proceder a la aplicación del sellante de resina.  
Luego de la toma de muestra final, serán selladas todas las otras piezas en boca que tengan indicación de 
sellante. 
 
Lugar donde se realizará la intervención. 
El Procedimiento se llevará a cabo durante Operatoria Clínica de 4to año, ubicada en la Clínica Odontológica de 
la Facultad de Chile, cuya dirección es Av. La Paz 750, comuna de Independencia. Durante los lunes de 8 horas 
a 13 horas y los miércoles de 14 horas a 17 horas.  
 
Riesgo de la Investigación. 
Usted no correrá ningún riesgo durante y posterior al procedimiento de la investigación, debido a que el material 
gelatinoso de la cubetilla sólo entrará en contacto con su pieza dentaria, la cual tampoco sufrirá daño alguno 
debido a que la presión ejercida es mínima y el material no es perjudicial para la misma. 
 
 
Aclaraciones 

• La participación es completamente voluntaria 
• No habrá ninguna consecuencia desfavorable para usted, en caso de no aceptar la intervención 
• Si usted lo decide, puede retirarse cuando lo desee. 
• Las muestras obtenidas serán de exclusiva utilización para este estudio. 
• No tendrá que efectuar gasto alguno como consecuencia del estudio. 
• No recibirá pago por su participación. 
• Usted podrá solicitar información actualizada sobre el estudio, al investigador responsable. 
• La información obtenida de la Investigación, respecto de la identificación de pacientes, será mantenida 

con estricta confidencialidad por los investigadores, para esto, no se utilizará sus nombres sino un 
sistema de código que enumerará las muestras. 
 
 
Si considera que no existen dudas ni preguntas acerca de su participación, puede si lo desea, firmar la 
Carta de  Consentimiento Informado anexa al documento. 
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Carta de Consentimiento Informado 

A través de la presente, declaro y manifiesto, libre y espontáneamente y en consecuencia acepto que: 

8. He leído y comprendido la información anteriormente entregada y que mis preguntas han sido respondidas de 

manera satisfactoria. 

9. He sido informado /a y comprendo la necesidad y fines de ser atendido. 

10. Tengo conocimiento del procedimiento a realizar. 

11. Conozco los beneficios de participar en la Investigación 

12. El procedimiento no tiene riesgo alguno para mi salud. 

13. Además de esta información que he recibido, seré informado/a en cada momento y al requerimiento de la evolución 

de mi proceso, de manera verbal y/o escrita si fuera necesaria y al criterio del investigador. 

14. Autorizo a usar mi caso para investigación y para ser usado como material audiovisual en clases, protegiendo mi 

identidad 

. 

 Doy mi consentimiento al investigador y al resto de colaboradores, a realizar el procedimiento diagnóstico pertinente, PUESTO 

QUE SE QUE ES POR MI PROPIO BENEFICIO 

 

• Nombre del Paciente, Tutor  o Representante Legal:____________________________ 

• RUT:________________________ 

• Firma:_______________________ 

• Fecha:_______________________ 

 

Sección a llenar por el Investigador Principal  

He explicado al Sr(a)______________________________________ la naturaleza de la investigación, le he explicado acerca 

de los riesgos y beneficios que implica su participación. He contestado a las preguntas y he preguntado si tiene alguna duda. 

Acepto que conozco la normativa vigente para la realizar la investigación con seres humanos y me apego a ella. 

• Nombre del Investigador Principal:___________________________________________________ 

• Firma: _______________________ 

• Fecha: ______________________ 

En caso de cualquier duda puede acudir a Av. La Paz 571, Facultad de Odontología de Universidad de Chile, Área 

de Operatoria Dental los días Lunes de 8 a 13 horas o Miércoles de 14 a 19 horas o comunicarse con Natalia Acuña 

al números 7-9473022 

 

 

 

 

 

 

http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22


77  

 

Autorização do periódico para tradução ao português para teses doutorado dos 

artigos publicados. 
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