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Abstract

Promoting and protecting oral health, contributes to the maintenance of general health
and well-being and should therefore be improved and prioritized. The development and
accumulation of dental plaque (biofilm) is one of the major causes of gum disease and
tooth decay. Usually, the dental plaque is transparent, colourless and not visible. To
remove plaque effectively, it must first be detected. Dental plaque can be detected with
special dyes called plague revealers. A plague revealer is a material that, when applied
to natural teeth, makes the biofilm visible by staining it.

In this work entitled "Clinical and spectroscopic study of some disclosing agents”, two
studies are presented: one clinical and the other experimental spectroscopic of
revealing agents.

The study begins with an introduction to oral health and gives a general presentation of
biofilm and plaque-revealing agents, especially double-staining agents, more precisely
discusses their action and properties. This chapter also focuses on the toxicity of
erythrosine (a dye often used in dentistry)

The clinical research aims to evaluate the distribution of microbial plaque on the dental
surfaces is evaluates with the help of the bacterial plaque revealer with double coloring
that does not contain erythrosin. The analysis was performed according to the clinical
work protocol of the O'Leary and Lindhe hygiene index - HI. The values were grouped
on the two arches (maxilla-mandible), on each type of surface (mesial, distal, vestibular,
oral) and on the front and side areas on each arch

The last part of the work presents the spectroscopic analysis of two bacterial plaque
revealers: one containing erythrosine (E127) and the other not.

Next, the absorption process is explained by characterizing the disclosing agents using
UV-Vis spectroscopy to investigate the optical properties.

This chapter ends with the study of the fluorescence emission and the testing of the
stability over time of the bacterial plague revealing solutions.

The final presents the final conclusions of the presented work and potential future

research directions.



Prutiu Alina-Mirela Studiul clinic si spectroscopic al unor agenti revelatori de placa bacteriana

Introducere

Protejarea si promovarea sanatatii orale contribuie in mod decisiv la mentinerea
sanatatii generale si a bunastérii si, prin urmare, ar trebui s& fie prioritizate si
imbunatatite. Dezvoltarea si acumularea placii dentare (biofilmului) este una dintre
cauzele majore ale cariilor dentare si ale bolilor gingiilor. De obicei, placa dentara este
transparentd, incolora si nu este prea usor vizibila. Pentru a fi indepartatd placa
bacteriana eficient, trebuie mai intai detectata cu precizie. Biofilmul poate fi detectat cu
coloranti speciali care se numesc revelatori de placa bacteriana. Un agent revelator de
placa bacteriana este un material care, atunci cand este aplicat pe dintii naturali, face
vizibil biofilmul colorandu-I.

In lucrarea de fata, intitulata “Studiul clinic si spectroscopic al unor agenti revelatori de
placa bacteriand” sunt prezentate 2 studii: unul clinic iar celalalt experimental
spectroscopic a doua tipuri de revelatori de placa bacteriana.

Lucrarea este structurata in 3 capitole. Primul capitol incepe cu o introducere in
sanatatea orala si face o prezentare generala a biofilmului si agentilor revelatori de
placa bacteriana, in special al agentilor cu dubla coloratie, mai exact discuta actiunea si
proprietatile acestora. Acest capitol analizeaza si toxicitatea eritrozinei (un colorant des

utilizat Tn stomatologie)

Al doilea capitol prezinta o cercetare clinica care are ca si scop sa analizeze
acumularea placii bacteriene de la nivelul suprafetelor dentare cu ajutorul revelatorului
de placa bacteriana cu dubla coloratie care nu contine eritrozina. Analiza s-a efectuat in
conformitate cu protocolul clinic al indicelui de igiena O’Leary si Lindhe — HI. Valorile au
fost grupate pe arcade (maxilar-mandibula), pe fiecare tip de suprafata (mezial, distal,
vestibular, oral) si pe zonele frontale si laterale pe fiecare arcada de unde s-au dedus si

concluziile finale ale acestui studiu.

Al treilea capitol se ocupa de analiza spectroscopica a doi revelatori de placa
bacteriana: unul care contine eritrozina (E127) iar celalalt nu.

Este explicat procesul de absorbtie prin caracterizarea solutiilor revelatoare folosind
spectroscopia UV-Vis pentru a investiga proprietatile optice si s-au identificat specrele
corespunzatoare colorantilor alimentari specifici fiecarui revelator.
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Acest capitol se incheie cu studiul emisiei de fluorescenta si testarea stabilitatii in timp a
solutiilor revelatoare de placa bacteriana.

La sférsitul lucrarii sunt prezentate concluziile finale si potentialele directii de cercetare
viitoare.
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Capitolul I:

I.1 Sanatatea orala

Relatia puternica si bidirectionala dintre sanatatea orala si sanatatea generala a
corpului uman este acum doveditd [1] Protejarea si promovarea sanatatii orale
contribuie Tn mod decisiv la mentinerea sanatatii generale si a bunastarii si, prin urmare,
ar trebui sa fie prioritizate si imbunatatite. Rolul furnizorilor de servicii medicale publice
este crucial in acest efort. Oferirea de educatie a publicului Tn legatura cu igiena orala la
o varsta frageda se dovedeste a fi deosebit de eficienta. [2]

Dezvoltarea si acumularea placii dentare (biofilmului) poate duce la carii dentare
(distrugerea localizata a tesutului dentar de catre acizii produsi de degradarea
bacteriana a zaharurilor fermentabile) precum si la probleme parodontale, cum ar fi
gingivita (figl) [3] si boala parodontala; Prin urmare, este important sa o detectam si sa
o indepartam. Placa poate fi controlata si indepartata prin periaj adecvat zilnic, de doua
ori pe zi si prin utilizarea de ajutoare interdentare, cum ar fi ata dentara si periute
interdentare. Igiena orala este importanta deoarece biofilmele dentare pot deveni acide,
determinand dintii sa se demineralizeze (cunoscute si sub numele de carii) sau sa se
intareasca 1n tartru. Tartrul nu poate fi indepartat prin periaj sau ajutoare interdentare,
doar prin curatare profesionala. [4]

Pentru a fi indepartata placa bacteriana eficient, trebuie mai Tntai detectata cu precizie.
Biofilmul poate fi detectat cu coloranti speciali care se numesc revelatori de placa
bacteriana [5]. Acesti revelatori se gasesc sub forma de tablete, solutii, plachete, sau
apa de gura, colorand zonele cavitatii bucale in care este prezent biofilmul; intensitatea
culorii depinde de grosimea placii. Utilizarea acestor agenti de dezvaluire este foarte

eficienta. [6]

Doctoru

Fig 1.1 Efectul placii bacteriene asupra gingiei [3]
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I.2 Placa bacteriana

Placa bacteriana sau placa dentara este un biofilm de microorganisme (in mare parte
bacterii, dar si ciuperci) care creste pe suprafetele din cavitatea bucala. Este un depozit
lipicios incolor la inceput, dar cand formeaza tartru, este adesea maro sau galben pal.
Se gaseste in mod obisnuit intre dinti, in fata dintilor, in spatele dintilor, pe suprafetele
de mestecat, de-a lungul liniei gingivale (supragingival) sau sub marginile cervicale ale
liniei gingivale (subgingival). Placa dentara este cunoscuta si sub denumirea de biofilm
oral ,placa microbiana, biofilm dentar, biofiim de placi bacteriene sau biofilm de placi
dentare . Placa bacteriana este una dintre cauzele majore ale cariilor dentare si ale
bolilor gingiilor. [7]

Biofilmul este definit ca ,comunitati bacteriene care sunt incorporate intr-o matrice
autoprodusa de substante polimerice extracelulare” [8]

Placa bacteriana trebuie diferentiatda de o structurd care se formeaza in cavitatea
bucala a persoanelor cu o igiena precara, numita materie alba.

Aceasta se compune din reziduri alimentare si se diferentiaza de placa prin urmatoarele
aspecte: aderenta si structura. Acest strat e compus din unirea bacteriilor, celulelor
epiteliale si leucocitelor, de la suprafata biofilmului sau de la suprafata dintelui de unde
se poate indeparta cu usurinta, datorita aderentei scazute chiar prin spalare cu spray de
apa. Placa dentara necesitd periaj dentar corect efectuat si complet pentru a fi

indepartata. [3]

I.3 Formarea placii bacteriene

Cantitatea placii bacteriene care se formeaza, precum si cand si unde se formeaza,
poate varia de la persoana la persoana si este determinatd de mai multi factori:
cantitatea de saliva precum si calitatea ei, dieta, igiena orala, varsta, arajnamentul pe
arcade a dintilor sau prezenta afectiunilor generale.

Formarea placii bacteriene se imparte in trei etape:

« Etapa formarii membranei primare care acopera dintele

 Etapa primara a colonizarii bacteriene a biofilmului

» Etapa maturarii placii bacteriene

Membrana primara semnifica stadiul initial al dezvoltarii placii dentare si toate structurile
din cavitatea bucala sunt acoperite cu 0 membrana structurala organica compusa din

lichid cervicular, glicoproteine salivare, metabolite si resturi celulare. Ele sunt depuse in
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porozitatile smaltului din cauza dezvoltarii incomplete a smaltului dintilor si sunt un
substrat nutritiv pentru dezvoltarea bacteriilor. In primele ore, microorganismele sunt
absente, dar colonizeaza rapid bacteriile pioniere. Colonizarea primara nu depinde de
prezenta zaharozei. Dezvoltarea de la membrana la placa dentara este un proces foarte
rapid si are loc prin atasarea unui strat initial de bacterii, celule polimorfonucleare si
celule epiteliale. Durata aproximativa este de doua ore pentru a se forma initial placa
dentra, iar dupa aceea se aseaza pe suprafetele ocluzale ale dintilor. Dupa doua zile
de la aparitie, volumul placii se dubleaza, bacteriile devin coalescente, iar in 21 de zile
colonia microbiana se stabilizeaza. Etapele de postcolonizare ale bacteriilor necesita
prezenta zaharozei ca substrat esential pentru biosinteza. De indata ce se formeaza o
placa bacteriana, bacteriile secundare continua sa se colonizeze si sa se maturizeze,
astfel incét in cele din urma sa se acumuleze un numar foarte mare de germeni in
cadrul structurii. Placile bacteriene mature apar in decurs de 30 de zile de la
colonizarea microbiana a biofilmului primar. Pe langa microorganisme, alte componente
ale placilor bacteriene mature sunt: celule epiteliale, globule rosii, globule albe, particule
de alimente, protozoare. Placa dentara matura poate metaboliza zaharoza alimentara
rapid prin lanturi glicolitice pentru a produce acizi organici care scad profund si
persistent pH-ul placii. Astfel, activitatea cariogena a placii nu este stimulata mai mult
de aportul de zaharoza, ci mai mult de frecventa aportului.

Trebuie amintit ca placa bacteriana se formeaza si se acumuleaza permanent pe dinti.
Daca placa nu este indepartata la timp, interfata dintre placa si dinte va scadea treptat
valoarea pH-ului. Cand se atinge un prag critic (aproximativ 5), incepe procesul de
demineralizare a smaltului. Prin urmare, este necesar sa se indeparteze in mod
constant placa bacteriana din structurile orale respectand regulile de igiena si

alimentatie pentru a mentine dintii sanatosi [3].

I.4 Revelatori de placa bacteriana

indepartarea biofilmului din diferite zone ale cavitdtii bucale este de mare importanta
pentru prevenirea bolilor bucale si se realizeaza prin indepartarea regulatad personala si
profesionala [9].

Pentru a indeparta eficient placa bacteriana [10][5], aceasta trebuie mai intai identificata
cu precizie. Biofilmul poate fi detectat cu acuratete folosind coloranti speciali numiti
revelatori de placa bacteriana, in principal iod, violet de gentiand, eritrozina, fuchsin
bazic, verde rapid , coloranti alimentari , fluoresceina [11][6]. Acesti agenti se gasesc

sub forma de tablete, solutii, plachete, sau apa de gura (fig 1.2), colorand zonele cavitatii
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bucale Tn care este prezent biofilmul; intensitatea culorii depinde de grosimea placii.

Utilizarea acestor agenti de dezvaluire este foarte eficienta. [12][6]

Soktion

A
nlnlh"'

Fig 1.2. Agenti revelatori de placa bacteriana [13][14][15][16]

Un agent revelator de biofilm este un material care, atunci cand este aplicat pe dintii
naturali, face vizibil biofilmul, concentrandu-se pe zonele care au fost ratate in timpul
periajului zilnic.

Utilizarea acestor agenti de dezvaluire este foarte eficientd, deoarece ajuta la (a)
stabilirea nivelului de igiena orald a utilizatorului, (b) constientizarea necesitatii de
indepartare a biofilmului, (c) furnizarea de instructiuni personalizate si stimulente pentru
0 mai buna igiena orala, (d) sa faciliteze autoevaluarea utilizatorilor, (e) sa masoare
eficacitatea igienei orale, (f) s& evalueze programele de prevenire si formare pentru o
mai buna igiena orala si (g) sa permita studii privind identificarea biofilmului.[17]

In figura 1.3 este prezentat procesul de colorare al agentului de relevare asupra cavitatii

bucale, observam ca acesti agenti actioneaza prin schimbarea culorii placii dentare

Before

Disclosing tablets

Stained plaque

Fig 1.3 Procesul de colorare al revelatorilor de placa bacteriana [18]
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Observam cum tabletele revelatoare coloreaza placa bacteriana care nu ar fi la fel de

vizibila fara ajutorul acestora

[.4.1 Mecanismul de actiune al agentului de divulgare cu doua tonuri

Solutiile de dezvaluire functioneaza prin schimbarea culorii placii dentare, astfel incat
aceasta sa contrasteze cu suprafata alba a dintelui. Placa dentara are capacitatea de a
retine un numar mare de substante colorante care pot fi utilizate in scopuri de
dezvaluire (fig 1.4). Aceasta proprietate este legata de interactiune, din cauza diferentei
de polaritate dintre componentele placii si coloranti. Particulele sunt legate de suprafata
prin interactiune electrostatica (proteine) si legaturi de hidrogen (polizaharide). [19]
Gallagher si colaboratorii au efectuat teste in vivo si in vitro pentru a estima mecanismul
fenomenului de colorare diferentialda a agentului de dezvaluire in doua tonuri (Dis-
plaque). Rezultatele au demonstrat ca colorarea diferentiala a fost dependenta de
grosime si nu este asociatd cu factori bacterieni sau biochimici. Astfel, s-a ajuns la
concluzia ca metacromazia placii dentare colorata cu agent de dezvaluire bicolor (Dis-
Plaque) a fost rezultatul unui fenomen de difuzie in care o componenta difuzeaza mai
usor decat alta din placa, mai degraba decéat din orice modificari chimice care ar putea

aparea in vivo. [20]

NEW PLAQUE OLD PLAQUE
Q Bluepigment  QiRedpigment  Suerose g Bactera

Fig. 1.4 Actiunea revelatorilor asupra biofilmului [21]

in imaginea 1.4 observam cum asupra placii bacteriene recente actioneaza doar
pigmetul rosu iar pigmentul albastru nu actioneaza datoritd dimensiunii Tn grosime mai
mica a placii iar asupara placii mature a actionat atat pigmentul roz céat si cel albastru
fiind vorba de o placa bacteriana de grosime mai mare

Vizualizarea in direct a suprafetelor colorate ale dintilor faciliteaza intelegerea diferitelor

concepte teoretice si termeni medicali asociati cu acestea [22]. De asemenea, in ceea
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ce priveste educatia experientiala a elevilor de scoala, in ceea ce priveste utilizarea
instrumentelor de igiena orala, colorarea biofilmului permite o indrumare mai buna si

mai eficienta din partea instructorilor din domeniul sanatatii. [23]

I.5 Toxicitatea eritrozinei

Eritrozina, cunoscuta sub numele de Red No. 3, este un compus organo-iod si cel mai
utilizat colorant in agentii de dezvaluire a placii dentare. Fluoresceina, care este
observata sub lumina ultravioleta, este, de asemenea, utilizata ca agent de dezvaluire a
pl&cii dentare. In plus, sunt utilizate in general sisteme de colorare in dou& tonuri care
amesteca eritrozina cu Fast Green sau Brilliant Blue. Conform Drug Safety Country,
Sistemul de Informatii Integrat Farmaceutic al Ministerului pentru Siguranta Alimentelor
si Medicamentelor, Red No. 3 (eritrozina) este utilizat in gel dentar, suspensii orale,
agent capsule tari si moi si alte produse orale in Coreea. Cu toate acestea, studiile au
aratat ca dozele mari cauzeaza cancer la soareci, iar Administratia SUA pentru
Alimente si Medicamente (FDA) a interzis partial eritrozina in 1990 (FDA, 1990). S-a
raportat ca ingestia cronica de eritrozina provoaca stimularea cronica a tiroidei de catre
hormonul de stimulare a tiroidei (TSH), facilitand formarea cancerului tiroidian la
sobolan (Jennings, Schwartz, Balter, Gardner si Witorsch, 1990). O interdictie completa
a eritrozinei a fost implementatd de FDA, dar este inca folositd Tn mod obisnuit Tn
intreaga lume, Tn multe tari, incluzand Statele Unite. In 1986, citotoxicitatea agentilor de
dezvaluire dentara a fost raportata in celulele de mamifere cultivate (Watanabe si
colab., 1986). Cu toate acestea, nu au existat rapoarte privind intervalul de vopsire a

tesuturilor si mecanismul citotoxic al reactivilor de dezvaluire dentara. [24]
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Capitolul II: Studiul clinic

Principalul obiectiv al studiului acesta este sa examineze distributia biofilmului de la
nivelul suprafetelor dentare cu ajutorul agentului revelator de placa bacteriana care nu

contine eritrozina.

[I.1 Participantii

Datele au fost derivate dintr-o zona urbana, din partea central-vestica a Romaniei.
Studiul s-a desfasurat intr-un cabinet stomatologic pe parcursul iernii a anului 2023. Au
fost implicati pacienti selectati intdmplator. La studiu au participat 30 de pacienti cu
varste cuprinse intre 21 si 45 ani. Pacientii cu dizabilitati si nevoi speciale de asistenta
medicala au fost exclusi, deoarece sunt mai vulnerabili la o gama larga de probleme
suplimentare de sanatate decéat populatia generala [25].

Pacientii au fost informati despre program si au autorizat participarea lor la acest studiu
clinic. Studiul a fost realizat de catre un cadru profesionist din domeniul sanatatii (medic
stomatolog) special instruit in prevenirea tulburarilor de sanatate orald, precum si in
educatia privind igiena orala.

Datele personale ale pacientilor (nume si prenume) nu au fost inregistrate astfel ne

raportam la un numar de 30 de pacienti anonimi.

II.2 Procesul de captare a biofilmului
Examenul dentar a fost efectuat folosind truse de examinare sterile care contin o

oglinda, o pensa si o sonda .De asemenea, s-au folosit si manusi (fig. 11.1) .

Fig 11.1. Instrumentar steril pentru examenul dentar
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Revelatoarele de placa bacteriana utilizate in acest experiment sunt 2-tones Zooby (fig.
[1.2). Acestea sunt solutii populare de divulgare in clinicile dentare; continand un
revelator sub forma de tabletd masticabild in doua tonuri, adica cu dubla colorare (rosu-

albastru)

p
DISCLOSING TABLETS——— W’

Fig 11.2. Tablete indicatoare de placa bacteriana Zooby [26]

Toate substantele chimice utilizate Tn acest studiu au fost de calitate analitica. Am ales
acest revelator fiindca este unul care nu contine eritrozina (cunoscand toxicitatea
acesteia). Solutiile au fost achizitionate de la DentStore

Substanta de evidentiere este compusa din coloranti alimentari temporari, inofensivi
(fara eritrozina (E127)) care pot fi spalati cu usurinta de pe dinti. Colorantii sunt:
betanina E162 si albastru patent 5.

Pacientii si-au efectuat igiena orala in ziua vizitei. Tnainte de examenul clinic, pacientii
au fost instruiti sa-si clateasca dintii pentru a indeparta orice reziduri alimentare

existente.

Fig 1.3 Cavitate orala revelata cu indicatori de placa bacteriana

13
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Apoi in cazul folosirii revelatorului de placa bacteriana sub forma de tableta masticabila,
le-au fost date instructiuni despre cum sa o utilizeze. Pacientii au fost rugati s& mestece
tableta timp de 30-60 de secunde, asigurandu-se ca o transfera in toate partile dintilor
folosind limba dupa care excesul de saliva colorata a fost scuipat. Tabletele
administrate au fost usor aromate pentru a incuraja utilizarea lor.

in figura 11.3 pe suprafetele curate ale dintilor, revelatorii de biofilm nu au fost absorbiti.
Pe suprafetele cu placa bacteriana relativ subtire adica biofilm recent/tanar de 2-3 zile,
colorarea a fost de culoare deschisa (rosu), dar unde era o placa dentara mai groasa,
indicand un biofilm mai vechi si mai rezistent de 9-18 zile, colorarea a fost mai opaca si

mai Tnchisa (albastru)

Fig.ll.4 Cavitatea orala nainte si dupa actiunea agentilor revelatori de placa bacteriana

Am ales sa facem acest studiu folosind revelatori de placa bacteriana fiindca cu ochiul
liber nu pot fi vizualizate cu precizie toate suprafetele acoperite cu placa bacteriana n

special cele recente. Acest lucru se poate vizualiza in figurall.4

I1.3 Indicele de igiena O’Leary si Lindhe — HI
Analiza s-a efectuat Tn conformitate cu protocolul clinic al indicelui O’Leary si Lindhe —
HI de igiena

Hygiene Index (Hl) Plague at ginglval margin

— 0o plaque
(NG #ntry mace)
+ plaque

Calculation
71 (nurmber ol plaque-iree BIEAs) o ann . gads Hyvgione
112 (number of examined aress)

Fig. I1.5 Diagrama indicelui de igiena O’Leary si Lindhe — HI [27]

14
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Depunerea de placa bacteriana pe suprafetele dentare este inregistrata de indicele de
igiend HI. Este un indice foarte precis. Se inregistreaza prezenta placii cu DA/NU pe
toate partile dintelui (mezial, distal, vestibular, oral). [27]

Prin hasurare, folosind o diagrama a arcadelor dentare au fost marcate rezultatele (I1.5).
Au fost luate in calcul doar suprafetele dentare acoperite cu placa colorata aflate in
apropierea marginii gingivale. Pe urma a fost calculat indicele O’Leary pentru fiecare
pacient. Acest indice este unul procentual calculat astfel: ((numarul suprafetelor dentare

cu placa x 100) / numarul de suprafete dentare examinate) [27].

II.4 Interpretarea rezultatelor
Am grupat valorile indicelui O'Leary calculate dupa revelarea placii bacteriene astfel: pe

cele doua arcade (Fig. 11.6) si pentru fiecare tip de suprafata in parte (Fig. 11.7).

52% | 48%

(] Suprafete mandibulare B Suprafete maxilare

Fig. 1.6 Procentul placii bacteriene dentare pe arcade

In diagrama distributiei procentuale a placii bacteriene dentare pe arcade se observa o
placa bacteriana mai raspandita pe mandibula in comparatie cu maxilarul

De asemenea, au fost analizate datele privind distributia placii bacteriene la mandibula
si maxilar pe tipurile de suprafete (Fig. 11.8) si pe arcade si tipuri de suprafete in zona

laterala (Fig. 11.9) si zona frontala (Fig. 11.10)
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Fig. 1.7 Procentul placii bacteriene pe tipurile de suprafete

Legat de graficul procentual al placii bacteriene pe tipuri de suprafete putem observa ca
placa bacteriand este mai raspanditd pe suprafetele meziale si distale decat pe
suprafetele vestibulare si orale. Mai mult decéat atat, suprafata meziala si cea distala au

acelasi procent de biofilm acumulat.

20% -
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B Meziale | Distale [ Vestibulare B Orale

Fig. 1.8 Procentul placii bacteriene pe tipurile de suprafete si pe arcade

in diagrama distributiei procentuale a placii dentare pe tipurile de suprafete si pe cele 2
arcade observam tot un biofilm mai raspandit mezial si distal pe amnele arcade fie ca e
vorba de maxilar sau madibula cu acelasi procent de depunere a placii bacteriene.
Avem o crestere mai mare de depunere a biofilmului in zona oral-mandibulara fata de

cea maxilara
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Fig 1.9 Procentul placii bacteriene pe tipurile de suprafete in zona lateral si pe arcade

in diagrama distributiei procentuale a placii bacteriene pe tipurile de suprafete in zonele
laterale si pe arcade observam o crestere a biofilmului in zona oral-mandibulara fata de
zona oral-maxilara. lar suprafetele meziale si distale raman in continuare zonele cu cea

mai mare cantitate de placa bacteriana
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Fig. 11.10 Procentul placii bacteriene pe tipurile de suprafete in zonele frontale si pe

arcade

Referitor la graficul procentual a placii bacteriene pe tipurile de suprafete in zona frontal
si pe arcade nu se vad diferente semificative intre maxilar si mandibula. Ce putem

observa e o depunere mai mare a biofilmului mezial si distal pe ambele arcade.

in rezumat, placa este mai raspandita pe suprafetele dentare mandibulare, in special pe
suprafetele interdentare, si este prezentd mai multd placd bacteriand decéat pe
suprafetele orale sau vestibulare.
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Graficul de distributie a placii a mai aratat ca suprafetele orale ale dintilor laterali
mandibulari aveau acumulatd placd mai multd decét alte suprafete orale, probabil
pentru ca aceasta zona (orala laterala mandibulara) era mai dificil de igienizat de catre
pacienti. O concluzie similara a fost trasa si dintr-un studiu realizat pe un numar
reprezentativ de elevi de gimnaziu din zona Bucurestiului, care a aratat ca s-a observat
0 depunere mai mare de biofilm pe suprafetele bucale, mai ales pe molarii | si Il
mandibulari [28]. Din cauza igienei precare, aceste suprafete au prezentat atat
acumulari mari de biofilm, dar si valori mari de indice de sangerare, indicand un risc
crescut de boala parodontala.

Trebuie sa tinem cont ca acumularea placii dentare depinde Tn mare masura de
alinierea dintilor (iar datorita lipsei de spatiu se ingreuneaza igiena bucala), de carii
dentare, tartru, obturatii, aparate ortodontice sau alti factori care duc la retinerea in

continuare a placii bacteriene in anumite zone.

Concluzii

Modelele de depunere a biofilmului includ n general dintii mandibulari din zona laterala.
Mandibula are o acumulare de placa bacteriana mai mare decat maxilarul iar indiferent
la care arcada facem referire suprafetele meziale si distale sunt cele mai populate cu
biofilm.

Avand in vedere acest lucru, programele individuale de prevenire ar trebui sa aiba in
vedere acest tipar general, dar si factorii individuali de risc (spre exemplu, Tnghesuiri
dentare, obturatii, aparte ortodontice si alti factori care duc la retinerea in continuare a

placii microbiene in anumite zone.).
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lll. Studiul experimental

Scopul acestui studiu este de a analiza spectroscopic si a compara 2 revelatori de placa

bacteriana, dintre care unul contine eritrozina (E127) iar celalalt nu.

[1l.1 Prepararea solutiilor

In paralel cu cercetarea clinica am efectuat si cercetare experimentald (in cadrul
Facultati de Fizica) folosind doua tipuri de revelatori de placa bacteriana cu dubla
colorare pentru a identifica biofilmul. Acestia sunt Rondells Blue si Zooby.

Rondells Blue este o solutie 2-Tone: eritrozina din componenta ei coloreaza
placa recenta in rosu iar albastru briliant coloreaza placa veche in albastru.

- Eritrozina (fig. Ill.1), cunoscuta si sub numele de Red No. 3, este un compus

organoiod, in special un derivat al fluoronului. Este un colorant roz care este folosit Tn
principal pentru colorarea alimentelor. Absorbanta sa maxima (Spectre UV) este la 530
nm intr-o solutie apoasa si este supusa fotodegradarii.
Sunt coloranti fluorescenti adica sunt produse chimice care emit lumina dupa
fotoexcitare. Lungimea de unda a luminii emise este de obicei mai mare decat cea a
luminii incidente. Fluorocromii sunt substante care provoaca fluorescenta in alte
materiale, adica colorantii utilizati pentru a marca sau eticheta alti compusi cu etichete
fluorescente. [29][30]

Formula chimica: Cz2o0HslaNa20s (26,27)

NaO

Fig Ill.1 Structura eritrozinei [29].

- Albastru briliant FCF (fig. I1l.2) este un compus organic sintetic utilizat Tn

principal ca si colorant albastru pentru alimente procesate, medicamente, suplimente
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alimentare si produse cosmetice. Este clasificat colorant triariimetan si este cunoscut
sub diferite denumiri, precum FD&C Blue No. 1 sau acid blue 9

Este notat cu numarul E133. Are aspectul unei pulbere albastre fiind solubila in apa si
glicerol. Are o absorbtie maxima la aproximativ 628 nanometri. Este unul dintre cei mai
vechi aditivi de culoare aprobati de FDA si este in general considerat netoxic si sigur.
Datorita proprietatilor sale netoxice, FCF albastru stralucitor a fost folosit ca si colorant
biologic. Cand este dizolvat intr-un mediu acid, acest colorant a fost folosit pentru a
colora peretii celulari, bacteriile si celulele fungice. Colorantul nu inhiba cresterea
niciunei dintre aceste specii.

Forma chimica este C37H3aN2Na209Ss. [31][30]

// \O

HC CH

Fig 111.2 Structura colorantului Albastru briliant [31]

Zooby: contine betanina E162 si albastru patent 5 [26], doi coloranti alimentari
temporari (fara eritrozina (E127)) care pot fi spélati cu usurinta de pe dinti.

- Betanina (E162 )(figlll.3) este un aditiv de culoare rosie considerat sigur care
are efect benefic asupra organismului uman. Acesta se extrage din sfecla rosie de
aceea se mai numeste si Rosu de Sfecla. Colorantul este solubil in apa sau alcool.
Aditivul se poate prezenta sub mai multe forme: de lichid, pudra, pasta sau solid
rosu/rosu-inchis. Absorbanta sa maxima (Spectre UV) este la 535-540 nm.

Formula chimica este: C24H26N2013 [32][30]
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Fig. I11.3 Structura Betaninei [32]

- Albastru patent V (Patent Blue V) (fig I11.4), numit si Food Blue 5 este un
colorant sintetic de trifeniimetan albastru deschis folosit ca si colorant alimentar. Ca
aditiv alimentar, are numarul E131. Este o sare de sodiu sau de calciu.

Absorbanta sa maxima in apa este la 638 nm cu ph5.
Formula chimica: C27H31N207S2Cal/2 [33][30]

HC” N7 CHa

Fig. 1ll.4 Structura Albastru patent 5 [33]

Revelatorul care contine erythorosine (E127) este notat in continuare "Rondele", iar
celalalt care nu contine erythorosine (E127) este notat in continuare "Masticabil".
Pregatirea solutiilor pentru masuratori de absorbtie UV-Vis si emisie de fluorescenta:
Am preparat doud solutii stock (Fig. 111.5) folosind fiecare tip de revelator (in 5 ml apa
distilata am dizolvat fiecare tip de pastila revelatoare). Pentru masuratori am realizat
solutii mai diluate (2 ml apa distilatd + 1 ul solutie stock), pe care le-am pus in cuve si
am efectuat masuratori. Aceasta etapa a fost realizata la temperatura camerei si solutia

a fost agitata energic.
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In dreapta se afla solutia “Rondele” cea care contine eritrozina, este de culoare mai

rozulie iar Tn stanga se afla solutia fara eritrozina, “Masticabil” de culoare mov-albastru.

[11.2 Absorbtia UV-Vis a agentilor de revelare a placii bacteriene

Legea Beer-Lambert este cunoscuta ca Legea Lambert-Beer sau Legea Beer-Lambert-
Bouguer sau Legea Beer. Aceasta raporteaza atenuarea luminii de caracteristicile
materialului prin care a trecut lumina; este deseori folosita in teste de analiza chimica si
pentru a intelege optica fizica a atenuarii, pentru fotoni , neutroni si gazuri rarefiate.
Aceasta indica relatia dintre absorbtia luminii si proprietatile unui material traversat de
lumina [34].

Pentru inceput, solutiile de revelatori de placa bacteriana au fost caracterizate cu
ajutorul spectroscopiei UV-Vis. Spectroscopia de absorbtie se bazeaza pe tranzitiile
electronice din starea fundamentala intr-o stare excitata, cu energie mai mare, tranzitii
ce apar in urma absorbtiei radiatiei electromagnetice din acest domeniu. Acest tip de
spectroscopie masoara spectrul de extinctie, practic raspunsul optic al solutiilor la
radiatia incidenta (absorbtie si imprastiere), prin inregistrarea intensitatii fasciculului ce
trece prin proba in functie de lungimea de unda [35].

Au fost investigate spectrele de absorbtie ale revelatorilor de placa bacteriana folosind
un spectrofotometru CCD portabil T100 cu un interval de lungimi de unda de 380nm -
800 nm, prezentat in Figura Ill.6. Pentru masuratori a fost folosita o cuva de 1x1 cm iar

solventul folosit drept referinta, in cazul de fata este apa ultra pura.
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Fig. I11.6 Spectrofotometru CCD portabil T100 [36]

Principalele caracteristici ale spectrofotometru UV-Vis sunt:

Bateria portabild, reincarcabila compacta, usoara si de mare capacitate, incarcatorul
extern si sursa de alimentare auto pot indeplini pe deplin cerintele utilizarii Tn
laboratoare si pe teren.

* Functii multiple: Scanarea spectrului, masuratori fotometrice, masurare cantitativa,
masurare cinetica si selectare a varfurilor(peak) etc.

* Masurare de mare viteza: Receptorul NMOS PDA si spectrul complet afisat in 0,1
secunde fac posibila masurarea online.

* Retea de difractie holografica concava: asigura obtinerea unui spectru de calitate.

» Sonda cu fibra optica imersata anticoroziva. Masurarea on-line nu necesita tub
colorimetric si cupa colorimetrica.

* Functionare independenta Poate salva pana la o suta de spectre si poate folosi PC-ul
pentru a procesa date prin interfata RS232.

+ Software cu aplicatii multiple. [36]

Spectrele de extinctie UV-Vis mediate ale celor doi agenti de relevare a placii dentare
sunt date n figura I11.7. Masuratorile au fost efectuate imediat dupa prepararea
solutiilor. Ambele spectre au 2 benzi plasmonice corespunzatoare celor 2 coloranti din

compozitia fiecaruia.
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Fig 11l.7 Spectrele de extinctie UV-Vis ale celor doi agenti de relevare a placii bacteriene

in solutie apoasa

In cazul spectrului “rondele” observam o banda plasmonica la 528 nm corespunzatoare
colorantului numit Eritrozina si o banda in jurul valorii de 629 nm corespunzatoare
colorantului Albastru stralucitor FCF

lar in cazul spectrului “masticab” e prezenta o banda plasmonica la 539 nm
corespunzatoare colorantului betanina si o banda la 629 nm datoratd colorantului
Albastru patent V

Fiecare spectru UV-Vis a fost inregistrat de 3 ori, neobservandu-se diferente

semnificative statistic. (fig 111.8)
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Fig 111.8 Masuratori multiple ale spectrelor de extinctie UV-Vis ale celor doi revelatori de

placa bacteriana
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Pentru a testa stabilitatea in timp a solutiilor de relevator de placa bacteriana, am
refacut toate masuratorile dupa o zi, dupa o saptamana si dupa o luna. (fig 111.9, fig

111.10)

1.0 1
rondele fresh
rondele 1D

0.8 rondele 1w
rondele 1M

Absorbanta(a.u.)

0.0 T T T T T T T T
450 500 550 600 650 700

Lungime de unda(nm)
Fig 111.9 Spectrele de extinctie UV-Vis a solutiei “rondele”: fresh (initial), dupa o zi (1D),

dupa o saptamana (1W) si dupa o luna (1M)

Se observa o scadere in timp a absorbantei benzii corespunzatoare colorantului

Eritrozina si o stabilitate Tn timp a colorantului Albastru stralucitor FCF

— masticab fresh

— masticab 1D

—— masticab 1W
masticab 1M
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Fig 111.10 Spectrele de extinctie UV-Vis a solutiei “masticab”: fresh (initial), dupa o zi

(1D), dupa o saptamana (1W) si dupa o luna (1M)

Se observa o scadere in timp a absorbantei benzii corespunzatoare colorantului

Betanina si o stabilitate in timp a colorantului Albastru Patent 5.
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Solutiile au fost depozitate la intuneric si la temperatura camerei.

Astfel, am observat ca atat pentru solutia de revelator de placa bacteriana ce contine
Eritrozina cat si pentru solutia de revelator de placa bacteriana ce nu contine Eritrozina,
maximul benzilor de absorbtie cu colorant rosu a scazut usor dupa o zi de la preparare
si si-a pastrat scaderea in timp pe parcursul lunii iar banda de absorbtie

corespunzatoare colorantului albastru nu s-a modificat in timp.

[11.3 Emisia de Fluorescenta a agentilor de revelare a placii bacteriene
Spectroscopia de fluorescentd este o metoda analitica folosita pentru a examina
caracteristicile si interactiunile moleculelor. Aceasta se bazeaza pe ideea ca atunci
cand molecula absoarbe fotonul de lumina si devine excitata, transmite lumina la o
lungime de unda mai mare. Acest fenomen e cunoscut sub numele de fluorescenta.
Lumina emisa poate sa fie colectata si studiata pentru determinarea compozitiei,
structurii si dinamica moleculei. [37]

Emisia de fluorescentd a celor doua soluti s-a determinat folosind
microspectrofluorimetru StellarNet (fig. I11.11) pentru a determina emisia de fluorescenta

Tn cazul excitarii cu mai multe lungimi de unda.

Aparatura experimentala: Micro-Spectro Fluorimetru Stellar Net:
Componente:
- Spectrometru BLACK-Comet-C-200,
- Sursa de lumina SL1-LED,
- Suport pentru cuva CUV-F
- Fibra optica F600-Y-VISNIR
Inregistrarea spectrelor se face folosind programul SpectraWiz in modul "Scope"[38]
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Fig 111.11 Micro-spectro fluorimetru StellarNet [38]

Pentru excitarea spectrelor de fluorescenta, Micro-spectro fluorimetrul StellarNet are
disponibile urmatoarele LED-uri: 295 nm, 345 nm, 365 nm 390 nm, 470 nm, 502 nm,
590 nm, 660 nm [38].

Cele mai reusite spectre au fost cele obtinute folosind ca excitare lumina
provenita de la un LED verde (502 nm) (Fig. 111.12 a; b) si de la un LED albastru (470
nm) (Fig. 111.13 a; b). Am inregistrat spectre de fluorescenta si cu celelalte LED-uri din
dotarea microspectrofluorimetru (295 nm, 390 nm, 660 nm), dar nu am obtinut emisie

de fluorescenta, sau am obtinut un semnal foarte slab si zgomotos.
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Lungime de unda(nm) Lungime de unda(nm)

Fig 111.12 a Spectru Rondele fresh (initial)  Fig 111.12 b Spectru Masticab fresh (initial)

cu excitare la 502 nm cu excitare la 502 nm

Pentru excitarea cu ledul verde de 502 nm se observa ca solutia cu Eritrozina “Rondele”
are un maxim cu intensitatea de fluorescenta de 6000 counts centrat in jurul lungimii de
unda de 551 nm. lar solutiei “Masticab”, cea care nu contine colorantul Eritrozina, ii

corespunde lungimea de unda de 557 nm si o intensitate de fluorescenta de 45000

27



Prutiu Alina-Mirela Studiul clinic si spectroscopic al unor agenti revelatori de placa bacteriana

counts. Acest lucru denota ca solutia “Masticab” fara Eritrozina are o intensitate de

fluorescentd mult mai mare decat solutia “Rondele”.
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Fig 111.13 a Spectru Rondele fresh (initial) Fig 111.13 b Spectru Masticab fresh (initial)

cu excitare 470 nm cu excitare 470 nm

In cazul excitarii cu ledul albastru de 470 nm, solutia “Rondele” se afla la aceeasi
lungime de unda de 551 nm si o intensitate de fluorescenta de 3000 counts, mai mica
decat in cazul excitarii cu ledul verde. Referitor la solutia “Masticab”, aceasta se afla si
ea bineinteles la aceeasi lungime de unda de 557 nm ca si in cazul anterior excitarii cu
ledul verde dar la o intensitate de fluorescenta de 17000 counts, mai mica.

Prin comparatia solutiilor “Rondele” si “Masticab” pentru excitarea la 470 nm putem
observa ca “Masticab” are o intensitate de fluorescentd mai mare decat solutia
“‘Rondele”.

Si in cazul emisiei de fluorescenta am testat stabilitatea Tn timp a solutiilor de
revelator de placa bacteriana. (Fig Ill.14, Fig. Ill.15, Fig Ill.16 Fig IlI.17). Astfel, am
observat ca intensitatea emisiei de fluorescentd a fost mai mare in cazul solutiilor
proaspat preparate.

Fiecare spectru a fost inregistrat de 3 ori, fara a se observa diferente semnificative.
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Fig 111.14 Spectre de fluorescenta pentru “rondele” cu excitare la 502 nm pentru mai

multe intervale de timp

Spectrul de fluorescenta initial (fresh) are o lungime de unda de 551nm si o intensitate
de aprox. 6000 counts, dupa o zi(1D) scade in intensitate ajungand la 4000 counts
urmand sa scada treptat in timp dupa o saptamana(1w) pana la 3330 si dupa o luna

(1M) inca putin pana la valoarea de 3230 counts
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Fig 111.15 Spectre de fluorescenta pentru “masticab” cu excitare la 502 nm pentru mai

multe intervale de timp
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In figura sunt date spectrele de fluorescenta pentru "masticab” cu excitare la 502nm a
solutiei fresh (initiald) Tnregistrata cu lungimea de unda de 557 nm si o intensitate de
fluorescenta de 45000 counts; a solutiei dupa o zi(1D) unde se observa o scadere a
intensitatii de fluorescenta pana la 27000 counts; a solutiei dupa o saptaméana(1w)
unde a scazut intensitatea si mai mult ajungand la 25000 counts si a solutiei dupa o

luna(1M) scazand inca putin din intensitate pana la 24000 counts.
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Fig 111.16 Spectre de fluorescenta pentru “rondele” cu excitare la 470nm pentru mai

multe intervale de timp

Observam ca initial spectrul (rondele fresh) de fluorescenta are un maxim la 551 nm cu
0 intensitate maxima de fluorescenta de aprox. 3000 counts. Dupa o zi (1D) scade in
intensitate ajungand la valoarea de 2600nm iar dupa o saptaméana ajunge la 1450
counts si dupa o luna scade si mai mult in intensitate ajungéand la valoarea de 1350

counts, pastrandu-se lungimea de unda initiala de 551 nm.
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Fig 111.17 Spectre de fluorescenta pentru “masticab” cu excitare la 470 nm pentru mai

multe intervale de timp

Conform figurii: initial solutia (masticab fresh) avea un spectru de fluorescenta cu un
maxim la 557 nm si o intensitate maxima de fluorescentad de 17000 counts, dupa o zi
(1D), acesta si-a pastrat lungimea de unda corespunzatoare maximului, insa a scazut in
intensitate ajungand aprox la 16000 counts; dupa o saptamana(lW) se observa o
scadere semnificativa de intensitate pana la 9000 counts, iar dupa o luna continua sa
scada si mai mult in intensitate ajungand la 7800 counts. Lungimea de unda
corespunzatoare maximului de fluorescenta a ramas constanta in timp.

Se observa similiaritatea scaderii intensitatii de fluorescenta in timp a celor doua
solutii preparate. Indiferent de excitare, fie ca e la 470 nm fie ca e la 502 nm, emisiile de
fluorescenta ale celor doi agenti de relevare a placii bacteriene, prezinta o scadere
treptata a intensitatii odata cu trecerea timpului de la prepararea solutiilor.

Diferenta dintre ele este ca solutia fara eritrozina “masticab” are o intensitate de
fluorescentd mult mai mare decéat solutia cu eritrozina “rondele”. Lungimea de unda la

care se observa maximul emisiei de fluorescenta a solutiilor ramane constanta in timp.
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CONCLUZII

Am efectuat un studiu clinic despre evaluarea distributiei placii bacteriene a
suprafetelor dentare cu ajutorul unui revelator de placa bacteriana care nu contine
eritrozina. Tn urma studiului am observat ca: dintii mandibulari din zona laterala sunt mai
predispusi la acumulare de placa bacteriana; mandibula are o acumulare de placa
bacteriana mai mare decat maxilarul; si indiferent la care arcada facem referire

suprafetele meziale si distale sunt cele mai populate cu biofilm.

Am inregistrat spectrele UV-Vis ale doi agenti revelatori de placa bacteriana. Am
identificat spectrele corespunzatoare colorantilor alimentari specifici fiecarui revelator.
Am observat ca atat pentru solutia revelatoare de placa bacteriana ce contine eritrozina
cat si pentru solutia revelatoare ce nu contine eritrozina, maximul benzilor de absorbtie
cu colorant rosu a scazut usor dupa o zi de la preparare si si-a pastrat tendinta de

scadere in timp.

Am Tnregistrat spectrele de fluorescenta ale agentilor revelatori folositi in studiu,
observand similaritatea de scadere in intensitate odata cu trecerea timpului. Si in acest
caz, intensitatea emisiei de fluorescenta a fost mai mare in cazul solutiilor proaspat
preparate. Diferenta dintre cei doi agenti revelatori e ca emisia de fluorescenta
corespunzatoare fiecaruia, are intensitati diferite: solutia “masticab” (cea fara eritrozina)

are o intensitate de fluorescenta mult mai mare decét solutia “rondele” (cu eritrozina) .
Ca si perspectiva, intentionez s& determin dependenta de Ph a emisiei de

fluorescenta a acestor agenti de revelare a biofilmului. lar clinic s-ar putea investiga

acumularea placii bacteriene in functie de gen, fumator/nefumator etc
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