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RESUMO

A adesdo de bactérias nos brackets representam uma grande preocupagéo do tratamento
ortodéntico, especialmente de Streptococcus mutans, que é o principal agente etioldgico
da carie. Varios brackets sdo utilizados na pratica, como os de aco inoxidavel e os
estéticos. Os brackets autoligados sdo apresentados com Otimas propriedades
biomecéanicas e com menor adesdo microbiana. Diante disto, é objetivo do presente
trabalho analisar e comparar a quantidade de Streptococcus mutans aderidos a diferentes
tipos de brackets ortoddnticos. Os experimentos de adesdo foram realizados utilizando
brackets ortodénticos, sendo estes: autoligados, ceramicos e convencionais. Cultura de

S. mutans (DO

=1.0) cultivada em meio de cultura Brian Heart Infusion em
microaerofilia foi utilizada para a formacdo de biofilme em placas estéreis de 24 pocos
(Costar). Os brackets foram imersos nas culturas e deixados por 24 horas. Em seguida
os brackets foram removidos e lavados com PBS estéril para remocdo das bactérias ndo
aderentes. Os brackets com suas bactérias aderentes oram tratados com tripsina EDTA,
para descolamento das bactérias aderentes e incluidos em meio estéril e seguidos por
sonicagdo vigorosa por 1 minuto. A seguir diluigdes seriadas foram realizadas e
inoculadas em placas de BHI dgar com 5% de sacarose. Apos 48 horas de incubacao foi
realizada a contagem do numero de UFC (Unidades Formadoras de Coldnias). Os
resultados mostraram que um total médio de 379,5 + 192,41; 8,7 +9,3e¢ 0,5+ 1,5 UFC
foram encontrados para o0s brackets cerdmicos, autoligados e convencionais
respectivamente. O nimero de UFC nos ceramicos foram estatisticamente maiores e
significantes do que nos demais brackets de agco (ANOVA, p<0.0001). Concluiu-se que
o0s brackets ceramicos possibilitaram maior adesdo e formacéo de biofilme de S. mutans

sequido pelo autoligado.

Palavras Chave: Brackets ortodonticos, biofilme, Streptococcus mutans.



ABSTRACT

The adhesion of bacteria to the brackets represent a major concern of orthodontic
treatment, especially of Streptococcus mutans, which is the main etiological agent of
caries. Several brackets are used in practice, such as stainless steel and aesthetics. Self-
ligating brackets are presented with excellent biomechanical properties and with lower
microbial adhesion. In view of this, it is the objective of this study to analyze and
compare the amount of Streptococcus mutans adhered to different types of orthodontic
brackets. The adhesion experiments were performed using orthodontic brackets, these
being: self-ligating, ceramic and conventional. Culture of S. mutans (DO®®"™ = 1.0)
cultured in Brian Heart Infusion microaerophilic culture medium was used for biofilm
formation in sterile 24-well plates (Costar). The brackets were immersed in the cultures
and left for 24 hours. Then the brackets were removed and washed with sterile PBS to
remove non-adherent bacteria. The brackets with their adherent bacteria are treated with
trypsin EDTA for detachment of the adherent bacteria and included in sterile medium
and followed by vigorous sonication for 1 minute. Subsequent serial dilutions were
performed and inoculated on BHI agar plates with 5% sucrose. After 48 hours of
incubation, the count of the CFU (Colony Forming Units) was counted. The results
showed that a mean total of 379.5 £ 192.41; 8.7 £ 9.3 and 0.5 + 1.5 UFC were found for
self-ligating and conventional ceramic brackets, respectively. The number of CFUs in
the ceramics were statistically larger and significant than in the other steel brackets
(ANOVA, p <0.0001). It was concluded that the ceramic brackets allowed for greater
adhesion and biofilm formation of S. mutans followed by self-ligating brackets.

Keywords: orthodontic Brackets, biofilm, Streptococcus mutans.
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1. INTRODUCAO

O ambiente bucal € composto por iniUmeros micro-organismos, componentes
bioguimicos e imunoldgicos que estdo em harmonia, determinado o estado saudavel do
hospedeiro. O tratamento ortodéntico é uma terapia largamente utilizada para correcdo
da estética e da méa oclusdo, e que traz vérias alteracdes neste ambiente bucal sendo
algumas benéficas e outras que podem trazer problemas para o paciente. O desequilibrio
microbiologico de um hospedeiro, devido ao aumento e modificacdo da colonizacéo
microbiana subgengival estd amplamente relacionada a etiologia das gengivites e
periodontites (Kim et al., 2012). Como a composi¢do microbiol6gica dos biofilmes
sobre as superficies dos dentes estd intimamente ligada a saude oral, os efeitos dos
aparelhos ortodénticos fixos sobre a microflora supra e subgengival e o estado
periodontal, dentario e imunoldgico precisam ser investigados e constantemente
vigiados.

Os dispositivos utilizados em aparelhos ortodénticos (bandas, fios, ligaduras e
ou braquetes) podem promover o aumento da adesdo de bactérias cariogénicas, como
Streptococcus mutans e Lactobacillus (Forsberg et al., 1991; Ahn et al., 2007; Pellegrini
et al. , 2009; Vanishree et al., 2017) o que leva, dentro de 6 meses da colocacdo dos
aparelhos (Tufekci et al., 2011), ao aumento do risco de desmineralizacdo do esmalte
(Faltermeier et al., 2008) e desenvolvimento de lesdes de mancha branca descalcificadas
que podem progredir para cavitagdo (Van Der Veen et al., 2010). As lesdes de mancha
branca normalmente sdo resultado do aumento do acimulo de placa na superficie do
dente, devido a higiene bucal inadequada em torno dos aparelhos ortodénticos
(Chapman et al., 2010) e que pode também se associar com o desenvolvimento de
gengivite (Rego et al., 2010); o que vem sendo uma situacdo de confusdo para a
determinacéo das etiologias microbianas destas doencas (Tanner et al, 2012).

Diante do reconhecimento do acumulo microbiano e das doencas orais
recorrentes ao uso de aparelhos ortoddnticos fixos, os avancos cientificos e tecnoldgicos
da Ortodontia vem focando para a construcdo de aparelhos mais precisos no controle da
forca, menos retentivos e removiveis, permitindo assim melhores condi¢des para uma
boa higiene bucal e uma menor agressividade ao periodonto. Os aparelhos ortoddnticos
fixos mais comuns se baseiam na instalacdo de braquetes e acessorios na superficie
dentéria, a fim de que os dentes possam se movimentar e alcancar a posi¢éo correta e

restabelecer a oclusédo e as fungdes estomatognaticas ideais. Existem variados tipos de
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sistemas sendo que braquetes mais comum sédo os de aco inoxidavel. Em decorréncia da
busca de tratamentos ortod6nticos mais estéticos, surgiram os braquetes construidos
com materiais ceramicos e mais recentemente, os alinhadores termoplasticos, que
consistem em um conjunto de placas confeccionadas a partir de um escaneamento dos
dentes do paciente e que é composto por moldeiras que cobrem todos os dentes

incluindo a gengiva marginal, que pode ser removido para alimentacao e higiene.

Os braquetes convencionais estdo associados ao uso de ligadura elastomérica ou
de ago inoxidavel para manter o fio ortoddntico dentro do slot (Forsberg et al., 1991). O
tratamento ortodéntico com este tipo de braquetes geralmente apresenta alteracdes
periodontais, como efeitos colaterais causados pela dificuldade na higiene periodontal e
também pelo maior acumulo e alteracdo qualitativa do biofilme (Forsberg et al., 1991).
J& os braguetes ortodonticos autoligaveis possuem um mecanismo préprio para abertura
e fechamento do slot e ndo necessitam de ligadura metalica ou elastomérica como
método de ligadura do fio (Cacciafesta et al., 2003), apresentando vantagens em relacao
a retencdo do biofilme, devido a auséncia destas ligaduras e, também, a sua forma que
permite uma melhor higienizacdo (Pellegrini et al., 2009). No entanto, ainda ha
inlmeras controvérsias a respeito desta menor adesdo microbiana nos autoligaveis, e a
prescricdo destes braquetes ao invés dos convencionais, baseada na melhora o acimulo
de biofilme, ainda ndo pode ser aplicada, devido a falta de evidéncias cientificas (Pejda
et al., 2013; Do Nascimento et al., 2014). Também néo h& evidéncias de uma possivel
influéncia do desenho dos brackets (convencionais ou autoligaveis) sobre a formacéo de

col6nias e a adesdo de S. mutans (Pandis et al., 2010; Do Nascimento et al., 2014).

De modo geral, mesmo com as mudancas nos tipos modernos de braquetes e
aparelhos, o problema do acimulo de micro-organismos, associados ao tratamento

ortodontico ainda é persistente na préatica ortodontica diaria.
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2. HIPOTESE

Os brackets autoligados aderem uma menor quantidade de S.mutans em comparagéo

com os demais testados.

3. OBJETIVOS

Gerais:

- Avaliar a adesdo de Streptoccus mutans em diferentes tipos de braquetes
ortodonticos.

Especificos:

- Comparar 0 nimero de S. mutans crescidos em meio de cultura em brackets

autoligados, ceramicos e convencionais.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Selecdo da Cepa Microbiana e Meios de Cultura

O quadro a seguir indica a cepa, seu registro de ATCC, e os meios de cultura

utilizado para obtencédo do in6culo para os testes realizados:

Micro-organismo ATCC number Meio de cultura
Streptococcus mutans 25175 BHI (Brian Heart Infusion) com
5% de sacarose

Tabela 1- Selecdo da Cepa e Meios de Cultura

4.2 Ensaios de Contaminacdo com SM nos brackets in vitro

4.2.2 Preparagdo do meio de cultura e Cultivo microbiano

Foi utilizado o meio de cultura Brian Heart Infusion (BHI; Difco Laboratories,
Detroit, MI) diluido em agua deionizada e posteriormente autoclavado em tubos de 25
mL. A cepa de SM foi crescida em BHI durante 24 h em microaerofilia a 37° C. Apos

atingir uma absorbancia de 1 apds a mensuracdo a 600 nm em Espectrofotdmetro
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(Thermo Plate TP-Reader) , a cultura microbiana foi utilizada para a formacdo de

biofilme.

4.2.3 Adesdo de bactérias a suportes ortodonticos

Foram utilizadas dez repeticdes em placas estéreis de 24 pocos de microtitulacéo
com fundo plano de poliestireno (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA). Foram utilizados
brackets Metalicos (aco inoxidavel) convencionais (Max) e autoligados (SLI), ceramico
(policristalino alumina) da marca Morelli (Sorocaba - SP) do incisivo central inferior.
Todos os brackets tinham um Slot de 0,022 polegadas. Dez brackets de cada tipo foram
previamente autoclavado e colocados em pogos individuais de uma placa de cultura
(Costar) de 24 pogos. Uma suspensdo de 150 uL da cultura de S. mutans e 1 mL do
meio BHI. Ap6s 24 horas de incubagdo a 37° C em microaerofilia, os brackets foram
removidos com pingas estéreis e lavados para remocao das bactérias ndo aderentes, em
seguida foram imersos em uma solucdo de 2 mL de PBS estéril. Apds a lavagem com
PBS, os brackets com suas bactérias aderentes de cada pogo foram tratados com 2 mL
de 0,25% de tripsina EDTA por 45 minutos em condicBes aerdbicas a 37 °C, para
descolamento das bactérias aderentes. Cem microlitros deste diluido foi inoculado em
meio BHI com sacarose e ap6s 48 horas de incubacdo em jarra de microaerofilia a 37°C,

0 ndmero total de Unidades Formados de Col6nia (UFC) foi determinado.
Andlise Estatistica

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando BioSTAT. Analise de
variancia unidirecional (ANOVA) e pos teste de Boferroni foi utilizado para comparar o
numero de UFC de acordo tipo de bracket. Para todas as analises, considerou-se p<0.05

estatisticamente significante.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Aparelhos ortodénticos fixos impedem medidas de higiene bucal e aumentam a
formacdo de biofilme dentario, que causam e iniciam uma manifestacdo periodontal
inflamatoria, especialmente em pacientes adultos submetidos ao tratamento. Medidas
preventivas que controlem a formagao de biofilme dental, durante a ortodontia, podem
ser extremamente benéficos para o paciente, mas alguns estudos relacionados aos
problemas relacionados com a formacédo do biofilme e a consequente desmineralizacdo
do esmalte e inflamag&o dos tecidos moles, permanecem sem solucdo (Oaagard, 2008).
Dentro das limitagOes da revisdo de literatura de Nascimento e colaboradores (2014), os
autores concluiram que ndo ha evidéncias de uma possivel influéncia do desenho de
braquetes (convencionais ou autoligaveis) sobre a formacdo de col6nias e a adesdo de

Streptococcus mutans.

Os resultados mostraram que houve crescimento microbiano apés a incubacéao
(Figura 1) e o numero de UFC foi contado. Foram encontradas diferencas significativas
na adesdo de S. mutans nos diferentes tipos de brackets (Figura 1). Um total médio de
379,5 £ 192/41; 8,7 £ 93 e 0,5 £ 1,5 UFC foram encontrados para os brackets
ceramicos, autoligados e convencionais respectivamente (Figura 2). O nimero de UFC
foram estatisticamente maiores e significantes do que nos demais brackets (Figura 2,
ANOVA, p<0.0001).

Figural. Meios de cultura contendo coldnias de S. mutans crescida apds o contato com

brackets ceramicos, Autoligado (SLI) e Convencional (MAX).
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Houve também uma diferenca estatisticamente significante entre os brackets de
aco inoxidavel (Figs 2 e 3, ANOVA, p=0.016), em que os autoligados aderiram mais
micro-organismos que o convencional. Todos os brackets autoligados apresentam pelo

menos 1 UFC (n=2), enquanto que apenas 1 convencional apresentou 5 UFCs (figura 3).
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A composicdo molecular e elementar da superficie do biomaterial € considerada
como fator determinante da resposta precoce do ambiente bioldgico. A natureza polar
ou ndo polar, a ligagdo de hidrogénio capacidade, e do potencial doador ou aceitador de
elétrons, parecem controlar o carater hidrofilico ou hidrofébico e o estado energético
das superficies (Papaioannou et al, 2007). Além do que, as propriedades elétricas de
superficie, como zeta e potenciais de transmissdo e cargas de superficie, também estéo
envolvidos em interagdes interfaciais com fluidos biologicos e células vivas. Nosso
resultado mostrou que S. mutans tiveram menor afinidade aos brackets de aco
inoxidavel do que ao de ceramica como encontrado por Fournier et al, (1998); e
Papaioannou et al., 2007), discordando de Ahn et al (2002) que constatou que 0 aco

inoxidavel teve a maior adesdo microbiana.

O marketing dos brackets autoligdveis anunciam uma melhor eficacia no
controle da acumulacdo bacteriana em sua superficie, por causa da eliminacdo de
elastbmero e ligaduras de aco inoxidavel. Estudos que comparam a influéncia de
autoligaveis e brackets convencionais na saude periodontal associam a formacdo de
biofilme ao uso da ligadura elastomérica (Pellegrini et al., 2009), embora tenha sido
demonstrado que estas ligaduras representem um material bio-hostil (Gameiro et al.,
2009, Pellegrini et al., 2009).

H& muitas controvérsias a respeito da colonizagdo microbiana nos diversos tipos
de brackets metalicos. Alguns estudos (Pellegrini et al., 2009; Paduano et al., 2008; Yu
& Qian, 2007; Fernandes & Almeida, 2008, Turkkahraman et al., 2005) relatam que os
braquetes autoligados sdo menos suscetiveis a colonizacdo bacteriana devido a sua
forma, além da falta de ligaduras metélicas ou elastoméricas. Outros estudos (Phiton et
al., 2011; Pejda et al., 2013, Pandis et al., 2010) ndo foram unanimes em relatar uma
possivel influéncia do desenho de brackets (convencional ou auto-ligante) sobre a

adesdo e formacdo de col6nias de Streptococcus mutans.

Pedja et al.(2013) ndo encontraram diferencas na adesdo de periodontopatdgenos
em diferentes tipos de brackets de aco inoxidavel (convencional e autoligado). No
entanto, Garcez et al. (2011) mostraram diferenca significativa na quantidade e
composi¢do de biofilme proximo a diferentes tipos de brackets. Eles mostraram que
havia menos biofilme supragengival nos brackets convencionais ligados com ligadura
de aco inoxidavel do que em autoligados em condi¢es in vitro. Um estudo recente de

Pithon et al. (2011) também mostrou maior acimulo bacteriano em autoligado do que
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em braquetes convencionais mesmo ligados com ligadura elastica. Por outro lado, um
estudo in vivo de Pellegrini et al. (2009) sugerem maior retencdo de bactérias na placa
brackets convencionais ligados com ligadura elastomérica do que em autoligados.

Diante dos resultados a hipétese do estudo foi parcialmente refutada pois os
autoligados foram menos aderentes ao ceramicos mas 0S convencionais tiveram uma
menor capacidade de adesdo. Ha de se considerar que os brackets convencionais
funcionam com ligaduras elastoméricas que permitiram uma adesdo microbiana. Além
disto, o controle adequado do biofilme pelo paciente é mais fortemente influenciado
pela correta orientacdo e cooperacdo dos pacientes do que pela simples escolha de um

sistema de bracket ao invés de outro.
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5- CONCLUSOES

Através do experimento laboratorial, foi possivel encontrar diferencas
significativas na adesdo do S. mutans nos brackets ceramico, autoligados e

convencional.

O maior crescimento do S. mutans foi registrado para os brackets de ceramica.

Em relacdo ao autoligado houve crescimento maior que o convencional.

A composicdo do material do aparelho e a microbiota do hospedeiro séo fatores
determinantes para adesdo de bactérias como 0 S. mutans e a progressdo para uma

doenca periodontal.



20

6 - REFERENCIAS

1- AHN, S. J. et al. Prevalence of cariogenic streptococci on incisor
brackets detected by polymerase chain reaction. Am J Orthod Dentofacial
Orthop, V. 131, n. 6, p. 736-41, Jun 2007.

2- CACCIAFESTA, V. et al. Evaluation of friction of stainless steel
and esthetic self-ligating brackets in various bracket-archwire combinations. Am
J Orthod Dentofacial Orthop, v. 124, n. 4, p. 395-402, Oct 2003.

3- CHAPMAN, J. A. et al. Risk factors for incidence and severity of
white spot lesions during treatment with fixed orthodontic appliances. Am J
Orthod Dentofacial Orthop, v. 138, n. 2, p. 188-94, Aug 2010.

4- DO NASCIMENTO, L. E. et al. Are self-ligating brackets
related to less formation of Streptococcus mutans colonies? A systematic
review. Dental Press J Orthod, v. 19, n. 1, p. 60-8, Jan-Feb 2014.

5- FALTERMEIER, A. et al. Bacterial adhesion of Streptococcus
mutans to esthetic bracket materials. Am J Orthod Dentofacial Orthop, v. 133, n.
4 Suppl, p. S99-103, Apr 2008.

6- FERNANDES C, Almeida R. self-ligating appliances: evolution
or revolution? Aust Orthod. 2008;24(1):97-103.

7- FORSBERG, C. M. et al. Ligature wires and elastomeric rings:
two methods of ligation, and their association with microbial colonization of
Streptococcus mutans and lactobacilli. Eur J Orthod, v. 13, n. 5, p. 416-20, Oct
1991.

8- FOURNIER A, Payant L, Bouclin R. Adherence of
Streptococcus mutans to orthodontic brackets. Am J Orthod Dentofacial.
Orthop. 1998;114:414-417.



21

9- GAMEIRO GH, Nouer DF, Cenci MS, Cury JA. Enamel
demineralization with two forms of archwire ligation investigated using an in
situ caries model—a pilot study. Eur J Orthod. 2009;31:542-546.

10- GARCEZ AS, Suzuki SS, Ribeiro MS, Mada EY, Freitas AZ,
Suzuki H. Biofilm retention by 3 methods of ligation on orthodontic brackets: a
microbiologic and optical coherence tomography analysis. Am J Orthod
Dentofacial Orthoped. 2011;140:193-198.

11- OAAGARD B. White spot lesions during orthodontic treatment:
mechanisms and fluoride preventive aspects. Semin Orthod. 2008;14:183-193.

12-  KIM, S. H. et al. Microbiologic changes in subgingival plaque
before and during the early period of orthodontic treatment. Angle Orthod, v. 82,
n. 2, p. 254-60, Mar 2012.

13- PADUANO S, Cioffi I, lodice G, Rapuano A, Silva R. Time
efficiency of self-ligating vs conventional brackets in orthodontics: effect of
appliances and ligating systems. Prog Orthod. 2008;9(2):74-80.

14-  PANDIS N, Papaioannou W, Kontou E, Nakou M, Makou M,
Eliades T. Salivary Streptococcus mutans levels in patients with conventional
and  self-ligating  brackets. Eur J Orthod.  2010;32(1):94-916.

15- PAPAIOANNOU W, Gizani S, Nassika M, Kontou E, Nakou M.
Adhesion of Streptococcus mutans to different types of brackets. Angle Orthod.
2007 Nov;77(6):1090-5.

16- PEJDA S, Varga ML, Milosevic SA, Mestrovic S, Slaj M, Repic
d, Bosnjak A. Clinical and microbiological parameters in patients with self-
ligating and conventional brackets during early phase of orthodontic treatment.
Angle Orthod. 2013;83(1):133-9



22

17-  PELLEGRINI P, Sauerwein R, Finlayson T, McLeod J, Covell
DA Jr, Maier T, et al. Plaque retention by self-ligation vs elastomeric
orthodontic brackets: quantitative comparison or oral bacteria detection with
adenosine triphosphate-driven bioluminescence. Am J Orthod Dentofacial
Orthop. 2009;135(4):426.e1-9.

18- PHITON MM, Santos RL, Nascimento LE, Ayres AO, Alviano
D, Bolognese AM. Do self-ligating brackets favor greater bacterial aggregation?
Braz J Oral Sci. 2011;10(3):208-12

19- REGO, R. O. et al. Clinical and microbiological studies of
children and adolescents receiving orthodontic treatment. Am J Dent, v. 23, n. 6,
p. 317-23, Dec 2010.

20- TANNER, A. C. et al. White-spot lesions and gingivitis
microbiotas in orthodontic patients. J Dent Res, v. 91, n. 9, p. 853-8, Sep 2012.

21- TUFEKCI, E. et al. Prevalence of white spot lesions during
orthodontic treatment with fixed appliances. Angle Orthod, v. 81, n. 2, p. 206-
10, Mar 2011,

22- TURKKAHRAMAN H, Sayin MO, Bozkurt FY, Yetkin Z, Kaya
S, Onal S. Archwire ligation techniques, microbial colonization, and periodontal
status in orthodontically treated patients. Angle Orthod. 2005;75(2):231-6.

23- VAN DER VEEN, M. H. et al. Caries outcomes after orthodontic
treatment with fixed appliances: do lingual brackets make a difference? Eur J
Oral Sci, V. 118, n. 3, p. 298-303, Jun 2010.

24-  VANISHREE, T. et al. Changes in the Oral Environment after
Placement of Fixed Orthodontic Appliance for the Treatment of Malocclusion -
a Descriptive Longitudinal Study. Oral Health Prev Dent, v. 15, n. 5, p. 453-459,
2017.



23

25- YU YL, Qian YF. The clinical implication of self-ligating
brackets. Shanghai Kou Qiang  Yi Xue. 2007;16(4):431-5.



