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จดหมายจากสาราณียกร

	 สวัสดีท่านสมาชิกวิทยาสารทันตแพทยศาสตร์ทุกท่านครับ เรากลับมาพบกันอีกคร้ังเป็น ฉบับที่ 2 ของปี         

พ.ศ.2559  ฉบบันีน่้าจะถอืว่าเป็นฉบบัทีร้่อนแรงมากเนือ่งจากมาพร้อมกบัสภาพอากาศของบ้านเราท่ีร้อนจัดท�ำลายสถิติ

ในรอบหลาย ๆ  ปีทีผ่่านมา ถึงแม้ว่าอากาศร้อนจะเป็นอปุสรรคในการท�ำงานหลาย ๆ  อย่างแต่ผมเชือ่ว่าคงไม่เป็นอปุสรรค

ในการเขียนบทความแต่อย่างใด เพราะมีบทความที่ส่งเข้ามาจ�ำนวนไม่น้อยในช่วงที่ผ่านมาซ่ึงการเขียนบทความเป็น  

ส่วนหนึง่ทีส่ามารถนบัเป็นหน่วยกจิกรรมการศกึษาต่อเนือ่งของทนัตแพทยสภาได้ หากท่านสมาชกิต้องการส่งบทความ

ทางกองบรรณาธิการวิทยาสารฯ ก็มีความยินดีและขอขอบคุณทุกท่านที่ส่งบทความเข้ามาเพื่อเผยแพร่ให้กับวงการ 

วิชาชีพเราและยินดีน้อมรับค�ำติชมเพื่อพัฒนาให้วิทยาสารฯ ที่ทุกท่านก�ำลังอ่านอยู่นี้เกิดประโยชน์สูงสุดต่อวิชาชีพ

ทันตแพทย์

	 ส�ำหรับฉบับนี้ประกอบด้วยบทความทั้งสิ้นจ�ำนวน 6 บทความ โดยเป็นบทความปริทัศน์ 1 บทความและ         

บทนิพนธ์ต้นฉบับ 5 บทความ ตามล�ำดับดังนี้ 1) อาการผิดปกติทางระบบโครงร่างและกล้ามเนื้อของทันตแพทย์                  

2) ผลของสารคาซอีนิฟอสฟอเปปไทด์กบัอะมอร์ฟัสแคลเซียมฟอสเฟตต่อความแข็งผิวระดับจุลภาคของเคลือบฟันมนษุย์ 

3) Comparative Cytotoxicity and Biocompatibility of Two Aluminum Chloride Local Hemostatic Agents 

4) การคงเสถียรภาพเชิงมิติ และการลอกรายละเอียดของวัสดุพิมพ์ปากพอลิไวนิลไซลอคเซนอีเทอร์ในสภาวะแห้งชื้น

และเปียก 5) Effect of Herbal Toothpaste Containing Piper betle, Psidium guajava and Garcinia  

mangostana on Dental Plaque and Gingivitis และ 6) Effectiveness of Caries Infiltration and CPP-ACP 

Containing Paste on Color Change and Surface Hardness of Artificial White Spot Enamel Lesions	

	 หากท่านสมาชกิมข้ีอเสนอแนะหรือข้อคดิเหน็ประการใดอนัจะท�ำให้วทิยาสารฯ ของวชิาชพีเรามคีณุภาพยิง่ขึน้ 

ขอได้โปรดส่งมายังกองบรรณาธิการได้ตลอดเวลาครับ  

ทพ. ดร. เอกมน มหาโภคา

สาราณียกร

สำ�หรับหน้าที่เป็นสี โปรดเข้าชมได้ที่ http://www.jdat.org
For high quality coloured figures, please refer to  http://www.jdat.org
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Preparation of the Research Articles
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necessary. During the submission process, all pho-
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any documents, illustrations or tables in the abstract. The 
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Discussion: The topics to be discussed include the 
objectives of the study, advantages and disadvan 
tages of materials and methods. However, the im-
portant points to be especially considered are the 
experimental results compared directly with the 
concerned experimental study. It should indicate 
the new discovery and/or important issues including 

the conclusion from the study. New sugges-
tion, problems and threats from the experiments 
should also be informed in the discussion and indi-
cate the ways to make good use of the results.
Conclusion: indicates the brief results and the con-
clusions of the analysis.
Acknowledgement: indicates the institutes or 
persons helping the authors, especially on capital 
sources of researches and numbers of research 
funds (if any).
References include every concerned document 
that the authors referred in the articles. Names of 
the journals must be abbreviated according to the 
journal name lists in “Index Medicus” published an-
nually or from the website http://www.nlm.nih.gov

Institutional authors
Council on Dental materials and Devices. New Amer-
icanDental Association Specification No.27 for direct 
filling resins. J Am Dent Assoc 1977;94:1191-4.
No author
Cancer in south Africa [editorial]. S Afr Med J 1994:84:15.

Authors being writers
Neville BW, Damn DD, Allen CM, Bouquot JE. Oral 
and maxillofacial pathology. Philadelphia: WB Saun-
der; 1995. p. 17-20
Authors being both writer and editor
Norman IJ, Redfern SJ, editors. Mental health care 
for the elderly people. New York: Churchill Living-
stone; 1996.
Books with authors for each separate chapter 
and also have editor
Sanders BJ, Henderson HZ, Avery DR. Pit and fissure 
sealants; In: McDonald RE, Avery DR, editors. Den-
tistry for the child and adolescent. 7th ed. St Louis: 
Mosby; 2000. p. 373-83.

   3.

   

    
    
     

     -

     -

     

     -

     
     -

 

    
    
     -

     -

     
     -

    

    
     -

     -

     -

     
     -

     -



Samples of references from academic conferences

Samples of reference from thesis
      Muandmingsuk A. The adhesion of a composite resin to 
etched enamel of young and old teeth [dissertation]. Texas: 
The University of Texas, Dental Branch at Houston; 1974.

Samples of reference from articles in press
     Swasdison S, Apinhasmit W, Siri-upatham C, Tungpisi-
tyoitn M, Pateepasen R, Suppipat N, et al. Chemical ster-
ilization for barrier membranes is toxic to human gingival 
fibroblasts. J Dent Assoc Thai. In press 2000. *In this case, 
accepted letter must be attached. 

Samples of reference from articles in electronic for-
mat

Samples of references from patents/petty patents
    Patent
   Pagedas AC, inventor; Ancel Surgical R&D Inc., assign-
ee. Flexible endoscopic grasping and cutting device 
and positioning tool assembly. United States patent US 
20020103498. 2002 Aug 1.
     Petty patent
    Priprem A, inventor, Khon Kaen University. Sunscreen 
gel and its manufacturing process. Thailand petty patent 
TH1003001008. 2010 Sep 20.

Preparation of the Review articles and Case reports
    Review articles and case reports should follow the 
same format with separate pages for Abstract, Introduc-
tion, Discussion, Conclusion, Acknowledgement and Ref-
erences.

The Editorial and Peer Review Process
     The submitted manuscript will be reviewed by at least 
2 qualified experts in the respective fields. In general, this 
process takes around 4 - 8 weeks before the author be 
notified whether the submitted article is accepted for 
publication, rejected, or subject to revision before accept-
ance.
    The author should realize the importance of correct 
format manuscript, which would affect the duration of 
the review process. The Editorial office will not accept a 
submission if the author has not supplied all parts of the 
manuscript as outlined in this document.

Copyright
     Upon acceptance, copyright of the manuscript must be 
transferred to the Dental Association of Thailand.
     PDF files of the articles are available at
     http://www.jdat.org.

Institutional authors
International Organization for Standardization. ISO/TR 
11405 Dental materials-Guidance on testing of adhe-
sion to tooth structure. Geneva: ISO; 1994.

Conference proceedings
Kimura J, Shibasaki H, editors. Recent advances in 
clinical neurophysiology. Proceedings of the 10th In-
ternational Congress of EMG and Clinical Neurophys-
iology; 1995 Oct 15-19; Kyoto, Japan. Amsterdam: 
Elsevier; 1996.
Conference paper
Hotz PR. Dental plaque control and caries. In: Lang 
PN, Attstrom R, Loe H, editors. Proceedings of the 
European Work shop on Mechanical Plaque Control; 
1998 May 9-12; Berne, Switzerland. Chicago: Quintes-
sence Publishing; 1998. p. 35-49.
Documents from scientific or technical reports
Fluoride and human health. WHO Monograph; 1970. 
Series no.59.

Online-only Article (With doi (digital identification 
object number)
Rasperini G, Acunzo R, Limiroli E. Decision making in gin-
gival recession treatment: Scientific evidence and clin-
ical experience. Clin Adv Periodontics 2011;1: 41-52. 
doi:10.1902/cap.2011.100002.
Online only article (without doi)
Abood S. Quality improvement initiative in nursing 
homes: the ANA acts in an advisory role. Am J Nurs 
2002;102(6) [cited 2002 Aug 12] Available from: http://
www.nursingworld.org/AJN/2002/june/Wawatch.htmAr-
ticle.
Ahead of printing
McGuire MK, Scheyer ET, Nevins M, et al. Living cellular

construct for increasing the width of keratinized gin-
gival. Results from a randomized, withinpatient, con-
trolled trial [published online ahead of print March 29, 
2011]. J Periodontol doi:10.1902/jop.2011.100671.
Homepage/ website
Cancer-Pain.org [homepage on the Internet]. New
York: Association of Cancer Online Resources, Inc.;
c2000-01 [updated 2002 May 16; cited 2002 Jul 9].
Available from: http://www.cancer-pain.org/.
Monograph in electronic format
CDI, clinical dermatology illustrated [monograph on
CD-Rom]. Reeves JRT, Maibach H. CMEA Multimedia
Group, producers. 2nd ed. Version 2.0. San Diego:
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บทวิจารณ์

	 การศึกษานี้ศึกษาผลของ CPP-ACP ต่อผิว
เคลอืบฟันมนษุย์ปกต ิประเมนิผลด้วยการวดัความแขง็ผวิ
ระดับจุลภาคแบบวิคเกอร์ ถึงแม้ว่าจะเป็นการวัด             
การสญูเสยีแร่ธาตหุรอืการสะสมกลบัแบบทางอ้อมแต่กม็ี
ข้อดีคือ เป็นวิธีที่ท�ำได้ไม่ยากนักสามารถท�ำซ�้ำได้และ   
ไม่ท�ำลายชิ้นงาน แต่อย่างไรก็ตามวิธีนี้มีข้อด้อยคือ           
ไม่สามารถบ่งบอกปริมาณการสูญเสียแร่ธาตุได้ ชิ้นงานที่
ทดสอบจะต้องมีลักษณะผิวเรียบและได้ระนาบเดียวกัน9 
ซึง่ต้องมกีารขดัผวิฟันให้เรยีบ ผิวฟันทีถ่กูขัดจะอยูห่่างจาก
ผิวภายนอกไม่เท่ากัน แต่ในการศึกษานี้ไม่ได้มีการขัด     
ผิวฟัน เนื่องจากต้องการวัดที่ผิวภายนอกเคลือบฟันจริง
โดยขณะทีว่ดัต้องเลอืกพืน้ทีท่ีต่ัง้ฉากกับหวักดและลักษณะ
รอยกดมีความสมมาตรที่สุด
	 จากการศกึษาของ Gutierrez-salazar และคณะ
ในปี ค.ศ. 200112 พบว่า ค่าเคลอืบฟันมนษุย์ปกตมิค่ีาเฉลีย่
ความแข็งผิวระดับจุลภาคเท่ากับ 268 - 375 kgf/mm2   
การศึกษานี้ในกลุ่มควบคุม และกลุ่มศึกษา (VHNC1 และ 
VHNE1) พบว่า มีค่าเฉลีย่ความแข็งผิวระดบัจลุภาคเท่ากับ 
242.07 kgf/mm2 และ 245.31 kgf/mm2 ตามล�ำดับ   
จะเห็นได้ว่าภายหลังผ่านกระบวนการสูญเสียแร่ธาตุ       
ค่าความแข็งผิวระดับจุลภาคมีค่าลดลงจากค่าเฉล่ียของ
เคลือบฟันปกติ และค่าระหว่าง 2 กลุ่มมีค่าแตกต่างกัน
เล็กน้อย อาจเป็นผลมาจากความแตกต่างของความแข็ง
ผิวระดับจุลภาคของเคลือบฟันทางด้านแก้มและด้านลิ้น
	 ในการศกึษานีค่้าเฉลีย่ความแตกต่างของค่าความ
แขง็ผวิระดบัจลุภาคของเคลอืบฟันหลงัทาสาร CPP-ACP 
ในกลุ่มควบคมุมค่ีาลดลงเท่ากบั (∆VHNC) -40.37 คดิเป็น
ร้อยละ 16.67 และกลุม่ศกึษามค่ีาเพิม่ข้ึนเท่ากับ (∆VHNE)  
14.31 คิดเป็นร้อยละ 5.51 ซึง่การทดสอบด้วยสถติ ิPaired 
t-test พบว่า ค่าเฉลี่ยความแตกต่างของค่าความแข็งผิว
ระดับจุลภาคของเคลือบฟันระหว่างกลุ่มศึกษาและกลุ่ม
ควบคมุแตกต่างกนัอย่างมนียัส�ำคญัทางสถิต ิทีร่ะดับความ
เชื่อมั่น p < 0.001 ทั้งนี้เนื่องจาก CPP มีความสามารถ
รวมตัวกับแคลเซียมและฟอสเฟตช่วยให้เกิดความคงทน

ไม่ตกตะกอน นอกจากนี้ CPP ยังช่วยให้ ACP คงอยู่บน
ผิวฟันท�ำให้เกิดความอ่ิมตัวของแคลเซียมและฟอสเฟต
ซึ่งจะช่วยลดการสูญเสียแร่ธาตุและกระตุ้นการส่งเสริม
ให้เกิดกระบวนการคืนกลับแร่ธาตุได้13 ซึ่งสอดคล้องกับ
การศึกษาของ หทัยชนก สุขเกษม ในปี พ.ศ. 254914        
ที่พบว่า เคลือบฟันที่ถูกสึกกร่อนโดยเครื่องดื่มโคลา และ
ได้รบัการทาด้วย CPP-ACP และกลุม่ท่ีได้รบัน�ำ้ลายเทยีม   
มีความแข็งผิวระดับจุลภาคเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส�ำคัญทาง
สถติ ิและพบว่ากลุม่ทีไ่ด้รบัการทาด้วย CPP-ACP มคีวาม
แขง็ผวิระดบัจลุภาคมากกว่ากลุม่ทีส่มัผสักบัน�ำ้ลายเทยีม
เพียงอย่างเดียว
	 การศึกษาของ Hegde และคณะ ในปี ค.ศ. 201215 
ศึกษาประสิทธิภาพของการคืนกลับของแร่ธาตุของ       
CPP-ACP โดยใช้ SEM-EDX (scanning electron      
microscopy with energy dispersive x-ray analysis) 
ซึ่งพบว่า CPP-ACP มีประสิทธิภาพในการคืนกลับของ   
แร่ธาตุในเคลือบฟันที่มีการจ�ำลองให้เกิดการผุในระยะ 
เริ่มแรกในห้องปฏิบัติการ เช่นเดียวกับการศึกษาของ            
Somani ในปี ค.ศ. 201416 ซึ่งศึกษาผลของประสิทธิภาพ
ในการคนืกลบัของแร่ธาตขุอง CPP-ACP และ CPP-ACPF 
(ซึ่งก็คือ CPP-ACP ที่มีส่วนประกอบของฟลูออไรด์) แต่
เป็นการจ�ำลองการเกิดโดยการแช่ชิ้นงานในเครื่องดื่มที่มี
คาร์บอเนต (carbonate drink) เพื่อให้เกิดฟันกร่อน 
(dental erosion) และวัดโดยการใช้เครื่องวัด                  
ความแข็งผวิแบบวิคเกอร์ ผลการทดลองพบว่า CPP-ACP 
และ CPP-ACPF ให้ผลในการเพ่ิมความแข็งผิวมากกว่า
น�้ำลายเทียมอย่างมีนัยส�ำคัญ
	 นอกจากน้ี มีการศึกษาในสัตว์ทดลอง ในห้อง
ปฏิบัติการและการศึกษาแบบอิน ไซตู (in situ) ที่แสดงถึง
ประสิทธิภาพในการสะสมกลับของแร่ธาตุของ                  
CPP-ACP5,17,18,19

	 ภาพผวิเคลอืบฟันภายหลงัทาสาร CPP-ACP (รปู 
5 C) เป็นผวิเคลอืบฟันทีผ่่านการทาสาร CPP-ACP พบว่า  
ผิวเคลือบฟันบรเิวณทีเ่คยมีการสูญเสียแร่ธาตจุะมีแร่ธาตุ 
หรือสารมาอุดปิด จึงท�ำให้ลักษณะของผิวเคลือบฟันมี     
รูพรุนน้อยกว่าก่อนทาสาร CPP-ACP ซึ่งอาจเป็นผล       



    		  Sukjit et al., 2016  91

มาจากแคลเซยีมหรอืฟอสเฟตทีอ่ยูใ่นสาร CPP-ACP จาก
ภาพดังกล่าวจะเห็นว่า เกิดกระบวนการคืนกลับแร่ธาตุ 
และจากการวัดค่าความแขง็ผวิหลงัทาสารจะเหน็ว่า มค่ีา
เพิ่มขึ้นซึ่งสอดคล้องกับการทดลองของ Oshiro M และ
คณะ ในปี 200720 ท่ีศึกษาเรื่องผลของสาร CPP-ACP    
ต่อกระบวนการคืนกลับแร่ธาตุของฟันวัวโดยศึกษาผิว
เคลอืบฟันจากกล้องจลุทรรศน์ FE-SEM (Field Emission 
Scanning Electron Microscope) พบว่าสาร CPP-ACP 
มีประสิทธิภาพในการป้องกันกระบวนการสูญเสียแร่ธาตุ
ของเคลือบฟันและเนื้อฟัน Yamaguchi และคณะในปี          
ค.ศ. 200521 ก็ศึกษาของผลของสาร CPP-ACP ต่อ
คุณสมบัติทางกลของเคลือบฟันวัวเช่นกันซึ่งทดสอบโดย
เครื่องมืออัลตราโซนิกพบว่า สารอนินทรีย์ที่อยู่ใน CPP-
ACP ท�ำให้เกิดการคืนกลับของแร่ธาตุ
	 อย่างไรก็ตามมีการศึกษาประสิทธิภาพของ       
การคืนกลับของแร่ธาตุโดยการใช้ CPP-ACP ในรูปแบบ
ครีมในเคลือบฟันที่มีการจ�ำลองให้เกิดการผุในระยะ       
เร่ิมแรก และ CPP-ACPF โดยเปรยีบเทยีบกบัน�ำ้ลายเทยีม
และยาสีฟันเครสท์ (CrestTM) โดยวัดความแข็งผิวระดับ
จุลภาค (surface microhardness; SMH) ผลการศึกษา
พบว่า มีความแตกต่างอย่างไม่มีนัยส�ำคัญของค่าความ 
แข็งผิวระดับจุลภาคของชิ้นงานที่ท�ำการรักษาด้วย        
CPP-ACP, CPP-ACPF และยาสีฟัน22 ซึ่งได้ผลการศึกษา
เหมือนกับการศึกษาของ Turssi CP และคณะ ในปี ค.ศ. 
201123

 	 จากการศกึษานีพ้บว่า ความแขง็ผวิระดบัจุลภาค
เพิ่มขึ้นจากการทา CPP-ACP แต่ยังไม่ทราบแน่ชัดว่า  
ความแข็งผิวระดับจุลภาคที่เพิ่มขึ้นเกิดจากองค์ประกอบ
ตัวใดจึงควรมีการศึกษาเพิ่มเติมต่อไป นอกจากน้ี              
ควรมีการศึกษาทางคลนิกิถงึผลของสาร CPP-ACP ในการ
รักษาฟันผุในระยะเริ่มแรก
	 เนือ่งจากการศกึษานีเ้ป็นการศกึษาในห้องปฏบัิติ
การ อาจมปัีจจยับางอย่างทีแ่ตกต่างจากสภาพในช่องปาก 
ซึง่ไม่สามารถควบคมุได้ เช่น ความแตกต่างของผวิเคลอืบฟัน
ระหว่างบุคคล ความแตกต่างของสภาพน�้ำลายในปาก 
เป็นต้น

	 การศึกษานี้เป็นการศึกษาถึงความแข็งผิวระดับ
จุลภาคของเคลือบฟันในกลุ่มที่ใช้สาร CPP-ACP (กลุ่ม
ศึกษา) เปรียบเทียบกับกลุ่มที่ไม่ใช้สาร CPP-ACP (กลุ่ม
ควบคุม) จากผลการทดลองสรุปได้ว่า ค่าเฉลี่ยความแข็ง
ผิวระดับจุลภาคของเคลือบฟันหลังการทดลอง ในกลุ่ม
ควบคุมเท่ากับ (VHNC2) 201.69 ± 7.92 kgf/mm2 ซึ่ง    
มีค่าลดลงเท่ากับ (ΔVHN) -40.37 ± 7.97 kgf/mm2 เมื่อ
เทยีบกับคา่ก่อนการทดลอง ส่วนในกลุม่ศกึษามีคา่เทา่กบั 
(VHNE2) 259.62 ± 10.85 kgf/mm2 ซึง่มคีา่เพิม่ขึน้เทา่กบั 
(ΔVHN) 14.31 ± 6.19 kgf/mm2 เมื่อเทียบกับค่าก่อน
การทดลอง
	 เมื่อเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยความแตกต่างของ        
ค่าความแข็งผิวระดับจุลภาคของเคลือบฟันระหว่างกลุ่ม
ควบคุม และกลุ่มศึกษาเมื่อทำ�การวิเคราะห์ทางสถิติด้วย 
Paired t-test พบว่า ค่าเฉลี่ยความแตกต่างของ                
ค่าความแข็งผิวระดับจุลภาคของเคลือบฟันระหว่างก่อน
และหลังการทดลองของกลุ่มควบคุม และกลุ่มศึกษา     
แตกตา่งกนัอยา่งมนียัสำ�คญัทางสถติทิีร่ะดับความเชือ่มัน่ 
(p < 0.001) ซึง่แสดงใหเ้ห็นวา่ ฟนักลุม่ทีไ่ด้รบัการทาสาร 
CPP-ACP มีความแข็งผิวระดับจุลภาคของเคลือบฟัน    
เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ
	 จากการส่องกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิด   
ส่องกราด ก่อนการทดลองซึ่งยังไม่ได้รับการทาสาร      
CPP-ACP พบว่า ผิวเคลือบฟันมีลักษณะขรุขระ ไม่เรียบ            
มีรพูรนุขนาดใหญ่กระจายเตม็บรเิวณผวิเคลอืบฟนั มกีาร
หลุดกะเทาะของผิวเคลือบฟันและมีการเปิดของ                
ท่อเนื้อฟัน ส่วนหลังการทดลองผิวเคลือบฟันที่ผ่านการ
ทาสาร CPP-ACP พบว่า ผิวฟันมีลักษณะขรุขระน้อยกว่า

บทสรุป

เอกสารอ้างอิง

Mount GJ, Ngo H. Minimal intervention: a new 
concept for operative dentistry. Quintessence 
Int 2000;31:527-33.
Tsang P, Qi F, Shi W. Medical approach to 

1.

2.



92	 J DENT ASSOC THAI VOL. 66 NO. 2 APRIL - JUNE 2016

dental caries: fight the disease, not the lesion. 
Pediatr Dent 2006;28:188-91.
Roberts AJ. Role of models in assessing new 
agents for caries prevention-non-fluoride 
systems. Adv Dent Res 1995;9:304-11;            
discussion 312-4.
Mount GJ. Defining, classifying, and placing 
incipient caries lesions in perspective.           
Dent Clin North Am 2005;49:701-23
Cai F, Shen P, Morgan MV, Reynolds EC.   
Remineralization of enamel subsurface lesions 
in situ by sugar-free lozenges containing casein 
phosphopeptide-amorphous calcium           
phosphate. Aust Dent J 2003;48:240-3.
Vieira AE, Delbem AC, Sassaki KT, Rodrigues 
E, Cury JA, Cunha RF. Fluoride dose response 
in pH-cycling models using bovine enamel. 
Caries Res 2005;39:514-20.
RecaldentTM [homepage on the internet]   
Cadbury Enterprise Pte Ltd [updated 15 Nov 
2015; cited Oct, 2015] Available from:           
www.recaldent.com.  
Lennon AM, Pfeffer M, Buchalla W, Becker K, 
Lennon S, Attin T. Effect of a casein/calcium 
phosphate-containing tooth cream and       
fluoride on enamel erosion in vitro.                 
Caries Res 2006;40:154-7.
Arends J, Ten Bosch JJ. Demineralization and 
remineralization evaluation techniques.            
J Dent Res 1992;71 Spec No:924-8  
Ten Bosch JJ, Angmar-Månsson B. A review 
of quantitative methods for studies of         
mineral content of intra-oral caries lesions.  
J Dent Res 1991;70:2-14.
Material hardness [homepage on the internet] 
CALCE and the University of Maryland          

[updated 2015 May 25; cited 2015] Available 
from: http://www.calce.umd.edu/general/
Facilities/Hardness_ad_.htm 
Gutierrez-salazar M, Reyes-gasga J. Enamel 
hardness and caries susceptibility in human 
teeth. Rev Latin Am Met Mat 2001;21:36-40
Reynolds EC. Anticariogenic complexes of 
amorphous calcium phosphate stabilized by 
casein phosphopeptides: a review.                     
Spec Care Dentist 1998;18:8-16.
Sukasame H, Panich M, Poolthong S. Effect 
of casein phosphopeptide-amorphous          
calcium phosphate on hardness of enamel 
eroded by a cola drink. CU Dent J 2005;29:183-
94.  
Hegde MN, Moany A. Remineralization of 
enamel subsurface lesions with casein 
phosphopeptide-amorphous calcium           
phosphate: A quantitative energy dispersive 
X-ray analysis using scanning electron             
microscopy: An in vitro study. J Conserv Dent 
2012;15(1);61-7
Somani R, Jaidka S, Singh DJ, Arora V.           
Remineralizing potential of various agents on 
dental erosion. J Oral Biol Craniofac 
Res.2014;104-108
Walker G, Cai F, Shen P, Reynolds C, Ward B, 
Fone C, et al. Increased remineralization of 
tooth enamel by milk containing added casein 
phosphopeptide-amorphous calcium           
phosphate. J Dairy Res 2006;73:74-8.
Iijima Y, Cai F, Shen P, Walker G, Reynolds C, 
Reynolds EC. Acid resistance of enamel     
subsurface lesions remineralized by a sugar-free 
chewing gum containing casein phosphopep-
tide-amorphous calcium phosphate.              

3.

4.

5.

6.

7.

8.

9.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.



    		  Sukjit et al., 2016  93

Caries Res 2004;38:551-6.
Shen P, Cai F, Nowicki A, Vincent J, Reynolds 
EC. Remineralization of enamel subsurface 
lesions by sugar-free chewing gum containing 
casein phosphopeptide-amorphous calcium 
phosphate. J Dent Res 2001;80:2066-70.
Oshiro M, Yamaguchi K, Takamizawa T, Inage 
H, Watanabe T, Irokawa A, et al. Effect of 
CPP-ACP paste on tooth mineralization: an 
FE-SEM study. J Oral Sci 2007;49:115-20.
Yamaguchi K, Miyazaki M, Takamizawa T, Inage 
H, Moore BK. Effect of CPP-ACP paste on 
mechanical properties of bovine enamel as 

determined by an ultrasonic device. J Dent 
2006;34:230-6.
de Oliveira PR, Fonseca AB, Silva EM,         
Coutinho TC, Tostes MA. Remineralizing      
potential of CPP-ACP cremes with and without 
fluoride in artificial enamel lesions.                   
Aust Dent J 2015 Jan 27: doi: 10.111/adj.12305. 
[Epub ahead of print]
Turssi CP, Maeda FA, Messias DCF, Rehder 
Neto FC, Serra MC, Galafassi D. Effect of     
potential Remineralizing agents on acid     
softened enamel. Am J Dent 2011;24:165-8

19.

20.

21.

22.

23.



94	 J DENT ASSOC THAI VOL. 66 NO. 2 APRIL - JUNE 2016

Comparative Cytotoxicity and Biocompatibility of Two Aluminum 
Chloride Local Hemostatic Agents

	 The objective of this study was to evaluate the cytotoxicity and biocompatibility of two    
aluminum chloride containing local hemostatic agents, Racestyptine and a local hemostatic agent 
prototype, Dent-Chula100®. To determine cytotoxicity, primary human gingival and pulpal fibroblasts 
were treated with the local homeostatic agents at concentrations of 0.1, 1.0, 2.5, 5.0 or 10.0 % (v/v) 
for 15 minutes. The MTT assay was used, with untreated cells serving as control. The biocompa- 
tibility test was performed using the lower incisors of twelve 8-week old male Sprague Dawley rats. 
The free gingival margin of the lower central incisors was temporarily displaced for 15 minutes using 
retraction cords soaked with Racestyptine or Dent-Chula100®. Cords soaked with normal saline served 
as a control. Seven days after treatment, the lower jaws were dissected. The H&E stained tissue  
sections were histopathologically examined for four pathologic index scores; degree of sulcular                
epithelium damage, collagen fiber appearance and orientation, inflammation and vascular reaction. 
Two-way ANOVA and Kruskall-Wallis tests were performed for statistical analysis of the in vitro and 
in vivo studies, respectively (p < 0.05). Our data revealed that Dent-Chula100® at 5.0 % - 10.0 %            
significantly reduced gingival fibroblast cell viability compared with the control group (p < 0.05), while 
Racestyptine at 2.5 % - 10.0 % significantly decreased cell viability (p < 0.05). Both Dent-Chula100® 
and Racestyptine at 2.5 % significantly reduced pulpal fibroblast cell viability (p < 0.05). The               
histopathological data indicated that the periodontal tissues did not incur any significant damage 
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after exposure to Dent-Chula100® or Racestyptine. In conclusion, the cytotoxicity of Dent-Chula100® 
and Racestyptine was dose-dependent. The in vivo study revealed that both Dent-Chula100® and 
Racestyptine were biocompatible with gingival tissues.
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	 Local hemostatic agents have been       
widely used in prosthodontic and operative 
dentistry because of their effectiveness, safety 
and convenience.1,2 Ideally, local hemostatic 
agents should provide not only a sufficient      
hemostatic effect, but also be biocompatible 
with oral tissues.3,4 To reduce the cost of dental 
treatment and strengthen Thailand’s bio-               
materials research, our group has developed a 
local hemostatic agent prototype, Dent-Chula100®. 
	 A previous study has reported that 
Dent-Chula100® did not affect the physical and 
mechanical properties of the light-cured resin 
composite filling materials evaluated.5 Following 
I S O   4 0 4 9 : 2 0 0 9 ,  D e n t - C h u l a 1 0 0 ® w a s                          
demonstrated to not affect the solubility, water 
absorption, depth of cure or flexural strength of 
the light-cured resin composite materials.          
However, the cytotoxicity and biocompatibility 
of this local hemostatic agent have not been 
investigated. Therefore, the purpose of this study 
was to examine the cytotoxic effect of Dent- 
Chula100® on primary human gingival and pulpal 
fibroblasts. The biocompatibility of this local 
hemostatic prototype on gingival tissue was also 
investigated using an animal model.

	 The pH of the local hemostatic agents 
was measured with a pH meter (Orion 420A pH 
Meter, Orion Research Inc., Boston, MA, USA). The 
measurements were repeated 3 times. The results 
were expressed as mean and standard deviation.

	 Following a protocol approved by the 
Human Research Ethics Committee of the         
Faculty of Dentistry, Chulalongkorn University, 
Thailand (HREC-DCU 2012-043), pulpal and       
gingival tissues were obtained from non-carious, 
impacted third molars and adjacent non-inflamed 
healthy gingiva of 18 - 25 year-old healthy donors. 
The tissues were washed 3 times with phosphate 
buffered saline solution (PBS), cut into 1 - 2 mm3 

pieces and placed into 35-mm culture dishes. 
The explants were incubated with growth media 
(Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) 
supplemented with 10 % fetal bovine serum, 
10,000 IU/ml penicillin G sodium, 100,000 µg/ml 
streptomycin sulfate, 25 µg/ml amphotericin B, 
and 1 % L-glutamine) at 37°C in a 5 % CO2            
atmosphere. The media was replaced every two 
days. When the cells reached confluence, the 
cells were subcultured using 0.25 % trypsin - EDTA 
solution. All materials were obtained from        
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA. In the present 
study, the experiments were performed using 

	 The hemostatic agent Racestyptine    
(Septodont, PA, USA;  25 % aluminum chloride, 
oxyquinol and hydroalcoholic excipient) was used 
as the reference material compared with our 
local hemostatic agent prototype Dent-Chula100® 
(Research Unit of Herbal Medicine, Biomaterial 

and Material for Dental Therapy, Faculty of   
Dentistry, Chulalongkorn University, BKK, Thailand; 
25 % aluminum chloride, 30 % ethanol and 
distilled water). The Racestyptine’s expiration 
date was at least 6 months after the experiments 
were performed.

Introduction

Materials and Methods

In vitro study
pH measurement

Cell culture
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cells from the third - fifth passages. Three donor 
lines were evaluated.

	 The MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5- 
diphenyltetrazolium bromide) assay was performed 
as previously described.6 Briefly, 5 x 104 cells per 
well were seeded in 24-well plates for 24 h. The 
cells were then washed twice with PBS and 
treated with the local hemostatic agents at   
concentrations of 0.1, 1.0, 2.5, 5.0 or 10.0 % (v/v) 
in growth media for 15 minutes. The pH of each 
final concentration of the hemostatic agents in 
DMEM is shown in Table 1. Cells incubated with 
growth medium alone served as the control 
group. Subsequently, the cells were washed 3 

times with PBS and incubated with growth media 
for 24 h.
	 To assess cell viability, the cells were 
washed twice with PBS and incubated with         
0.5 mg/ml MTT solution for 10 minutes.                 
The precipitated formazan crystals were dissolved 
using dimethyl sulfoxide (DMSO). The optical 
density was determined by measuring the light 
absorbance at 570 nm with an Epoch Microplate 
Spectrophotometer (BioTek Instrument,               
Winooski, VT, USA). The background DMSO        
absorbance was subtracted from the sample 
absorbance. The experiments were repeated 3 
times.

Table 1 pH of the hemostatic agents in DMEM

MTT viability assay 

Note: pH of DMEM = 7.23 ± 0.04

Concentration of the hemostatic

agent in DMEM (V/V)

pH

Dent - Chula100
®

Racestyptine

100.0 1.79 ± 0.01 0.97 ± 0.09

10.0 3.70 ± 0.02 3.56 ± 0.06

5.0 4.00 ± 0.02 3.85 ± 0.03

2.5 4.80 ± 0.02 4.50 ± 0.07

1.0 6.85 ± 0.01 6.44 ± 0.03

0.1 7.22 ± 0.07 7.20 ± 0.03
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	 Following a protocol approved by the 
Animal Research Ethics Committee of the          
Faculty of Dentistry, Chulalongkorn University, 
Thailand (Protocol No. 1132001), twelve male 
Sprague Dawley rats (8 weeks old, average weight 
350 g) were obtained from the National               
Laboratory Animal Center, Nakhon Pathom,  
Thailand. The rats were kept on a 12-h light/12-h 
dark cycle, fed a standard pellet diet and allowed 
access to water and food ad libitum. The animals 
received general anesthesia consisting of                
80 mg/kg Zoletil® (chloral hydrate tiletamine and       
chloral hydrate zolazepam; Virbac Laboratories, 
Carros, France). The twenty-four lower incisors 
were washed with normal saline and randomly 
divided into 3 groups: normal saline (control), 
Racestyptine-, and Dent-Chula100®-treated groups. 
Fifteen mm of retraction cord (No. 000, Ultrapack, 
Ultradent Products, Inc., UT, USA) were soaked 
with 100 µl of the respective group’s material 
for 10 minutes. The free gingival margins of the 
incisors were temporarily displaced by the soaked 
retraction cord for 15 minutes and the cords were 
then removed.
	 Seven days after treatment, the animals 
were sacrificed. The lower jaws were dissected, 
fixed in 10 % neutral formalin buffer and             
demineralized in 10 % formic acid. The tissues 
were dehydrated using graded ethanol-acetone 

	 Histomorphometric analysis was performed 
on the stained sections using the Image Pro-Plus 
program, version 6.0 (Media Cybernetics, USA). 
The examined area was localized as shown in 
Fig. 1. The a line was parallel to the root  surface. 
The apical border (b line) and occlusal border  
(c line) of the localized area were set by the  
lines drawn through the lowest point of the                 
junctional epithelium and the highest point of 
the free gingival margin, respectively. The b and 
c lines were perpendicular to the a line (Fig. 1).   
	 Four histopathological indexes (Table 2) 
consisting of degree of sulcular epithelium     
damage, collagen fiber appearance and                 
orientation, inflammation and vascular reaction 
were modified from Akca et al.7 and used to 
evaluate each stained section.

solutions, followed by paraffin embedding.      
Five-µm thick serial sections were prepared in 
the sagittal (labio-lingual) plane. Three sections 
were selected from each specimen. The first 
section was obtained from the center of the 
tooth. The 2nd and 3rd sections were obtained 100 
µm mesially and distally to the first section,  
respectively. The sections were stained with 
hematoxylin and eosin (H&E), scanned and     
captured using the OLIVIA program (Olympus, 
Tokyo).

	 Histomorphometric analysis

In vivo study



      Chantarawaratit et al., 2016 	  99

Figure 1

Table 2 Histopathological index [modified from Akca et al.7]

Score Degree of sulcular epithelium damage

0 No damage (epithelium is attached to the connective tissue.)

1 Slight damage (epithelium attachment to connective tissue is disrupted.)

2 Moderate damage (epithelial desquamation is evident.)

3 Severe damage (epithelium is completely detached from the connective 
tissue.)

Score Collagen fiber appearance and orientation

0 No alteration in connective tissue (collagen fibers intact and orientation 
normal)

1 Minor alteration in the connective tissue (collagen fibers intact but         
orientation disrupted)

Schematic illustration of the localized area of the gingival sulcus and surrounding               
periodontium. J = junctional epithelium, S = sulcular epithelium, O = oral epithelium, B = 
alveolar bone, P = periodontal ligaments, R = root surface. The a line is parallel to the 
root surface, b line = apical border of the localized area that was set at the lowest point 
of the junctional epithelium, c line = occlusal border of the localized area that was set at 
the highest point of the free gingival margin, b and c lines are perpendicular to the a line.
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	 The data were collected and analyzed 
using the SPSS program for Windows, version 17.0 
(SPSS, Chicago, IL, USA). For the in vitro study, 
the results were expressed as mean ± standard    
deviation. The percentage of cell viability was 
statistically analyzed by two-way analysis of 

variance (ANOVA) and the Bonferroni multiple 
comparison test. For the in vivo study, the results 
were expressed as median and interquartile range. 
The scores of each index were analyzed by the 
Kruskal-Wallis test to evaluate the differences 
between groups. Values of p < 0.05 were          
considered as significant.

Table 2 Histopathological index [modified from Akca et al.7] (continue)

Score Collagen fiber appearance and orientation (Continue)

2 Moderate alteration in connective tissue (collagen fibers disrupted and 
fragmented, but identifiable; orientation of fibers disrupted)

3 Severe alteration in connective tissue (collagen fibers are not identifiable; 
the region appears as an amorphous mass)

Score Inflammation (Cells were counted under a 40X object magnification)

0 No inflammation

1 Slight inflammation [minor inflammatory cells in the region, < 10 cells/
localized area (40X)]

2 Moderate inflammation [identifiable inflammatory cells in the region,     
10 - 50 cells/localized area (40X)]

3 Severe inflammation [abundant inflammatory cells in the region, > 50 
cells/localized area (40X)]

Score Vascular reaction (Cells were counted under a 40X object magnification)

0 Normal, no vasodilation, no congestion

1 Small amount of congested blood vessels [< 10 vessels/localized area 
(40X)]

2 Moderate amount of congested blood vessels [10 - 20 vessels/localized 
area (40X)]

3 Large amount of congested blood vessels [> 20 vessels/localized area 
(40X)] or dilated blood vessels

Statistical Analysis
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Results

	 At concentrations of 0.1 % and 1.0 % 
(v/v), the pulpal fibroblast viability in both local 
hemostatic agent groups was not significantly 
different from the untreated group. However,    
at higher concentrations, a significant difference 
was detected. Dent-Chula100® and Racestyptine   

significantly decreased pupal cell viability at 
concentrations of 2.5 %, 5.0 % and 10.0 % (v/v) 
compared with the control (p < 0.05, Fig. 3). 
However, there were no significant differences 
between the Dent-Chula100® and Racestyptine 
groups at any concentration (Fig. 3).

Cytotoxicity of the local hemostatic agents 
on gingival fibroblasts

	 The mean pH of Dent-Chula100® and 
Racestyptine was 1.79 ± 0.01 and 0.97 ± 0.09, 
respectively (Table 1). Racestyptine significantly 
decreased the gingival fibroblast cell viability at 
concentrations of 2.5 %, 5.0 % and 10.0 % (v/v), 

while Dent-Chula100® significantly decreased cell 
viability at concentrations of 5.0 % and 10.0 % 
(v/v), compared with the untreated group              
(p < 0.05, Fig. 2). Moreover, at concentrations of 
2.5 %, 5.0 % and 10.0 % (v/v), the viability of 
Dent-Chula100®-treated gingival fibroblast group 
was significantly higher than that of the                                  
Racestyptine-treated group (p < 0.05, Fig. 2). 

Figure 2 Percentage of cell viability of human gingival fibroblasts treated with the local hemostatic 
agents for 15 minutes and incubated with growth medium for 24 h (MTT assay). Bars labeled 
with # indicates statistically significant difference between treated and control groups         
(p < 0.05, N = 3). Bars labeled with different letters (a, b) indicates statistically significant 
difference between the Dent-Chula100® and Racestyptine-treated groups (p < 0.05, N = 3).
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Gingival and periodontal tissue response to 
the local hemostatic agents

	 No animals died during or after the        
experiment. Seven days after treatment,                
clinically healthy gingiva was observed in all 
groups. The histopathologic assessment was 
evaluated based on 4 criteria; degree of sulcular 
epithelium damage, collagen fiber appearance 
and orientation, inflammation and vascular      
reaction.
	 The percentages of normal sulcular      
epithelium observed in the control group, 
Dent-Chula100® and Racestyptine groups were 
50 %, 37.5 % and 37.5 %, respectively. The scores 
of the degree of sulcular epithelium damage 

were not significantly different between the 
control, Dent-Chula100® and Racestyptine groups  
(Table 3). In all the groups, 100 percent normal 
collagen fiber appearance and orientation was 
observed (Table 4, Fig. 4). The Dent-Chula100® 
and Racestyptine groups demonstrated slightly 
more inflammation and amount of congested 
blood vessels than those of the control group. 
However, the scores of the inflammation and 
vascular reaction of the control, Dent-Chula100® 
and Racestyptine groups were not significantly 
different (Tables 5 - 6, Fig. 4). Taken together, 
these results indicate that the control group had 
a slightly healthier tissue appearance than that 
of the Dent-Chula 100® and Racestyptine groups. 

Figure 3 Percentage of cell viability of human pulpal fibroblasts treated with the local hemostatic 
agents for 15 minutes and incubated with growth medium for 24 h (MTT assay). Bars labeled 
with # indicates statistically significant difference between treated and control groups         
(p < 0.05, N = 3). Pulpal fibroblast cell viability was not significantly different between the 
Dent-Chula100® and Racestyptine-treated groups at any concentration (N = 3).
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Table 3 Sulcular epithelium damage

Table 4 Collagen fiber appearance and orientation

Table 5 Inflammation

Groups Degree of sulcular epithelium damage

Score = 0

(N)

Score = 1

(N)

Score = 2

(N)

Score = 3

(N)

Median Interquartile

range

Control

(N = 8)

4 3 1 0 0.5 1

Dent-Chula100
®

(N = 8)

3 4 1 0 1 1

Racestyptine

(N = 8)

3 3 2 0 1 1.25

Groups Degree of sulcular epithelium damage

Score = 0

(N)

Score = 1

(N)

Score = 2

(N)

Score = 3

(N)

Median Interquartile

range

Control

(N = 8)

8 0 0 0 0 0

Dent-Chula100
®

(N = 8)

8 0 0 0 0 0

Racestyptine

(N = 8)

8 0 0 0 0 0

Groups Degree of sulcular epithelium damage

Score = 0

(N)

Score = 1

(N)

Score = 2

(N)

Score = 3

(N)

Median Interquartile

range

Control

(N = 8)

5 3 0 0 0 1

Dent-Chula100
®

(N = 8)

4 4 0 0 0.5 1

Racestyptine

(N = 8)

3 5 0 0 1 1
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Table 6 Vascular reaction

Groups Degree of sulcular epithelium damage

Score = 0

(N)

Score = 1

(N)

Score = 2

(N)

Score = 3

(N)

Median Interquartile

range

Control

(N = 8)

2 1 3 2 2 1.5

Dent-Chula100
®

(N = 8)

0 2 3 3 2 1.25

Racestyptine

(N = 8)

0 2 2 4 3 1

Figure 4 Representative histopathological images of the gingival sulcus of the control group (a, d), 
Racestyptine group (b, e) and Dent-Chula100® group (c, f) 7 days after treatment at 10X 
magnification (a - c) and 40X magnification (d - f). Normal appearance of the sulcular and 
junctional epithelium is present in all groups. Normal appearance of the collagen fiber 
orientation is also seen. Inflammatory cells are rarely seen in any group. Dilated and       
congested capillaries are present in the Racestyptine and Dent-Chula100®-treated groups. 
J = junctional epithelium, S = sulcular epithelium, O = oral epithelium, C = connective 
tissue, R = root surface, black arrowheads = congested capillaries, scale bar = 100 µm       
(a - c), 50 µm (d - f).

d e fa b c
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	 Local hemostatic agents have been used 
in operative and prosthodontic dentistry for  
hemostasis and in retraction cord used in the 
temporary displacement of the free gingival 
margin. Both clinical and animal studies have 
shown that gingival retraction methods tend to 
produce transient damage to the gingival sulcus 
epithelium, junctional epithelium and the          
underlying gingival tissue.7,8 Consequently,           
gingival fibroblasts can be directly exposed to 
local hemostatic agents via the disruption of the 
epithelial layer by the retraction procedure.9-13   
In addition to its use in retraction cord for the 
temporary displacement of the gingival margin, 
local hemostatic agents are also used to control 
pulp bleeding before direct pulp capping and 
pulpotomy procedures.14-16 Therefore, the             
cytotoxicity of the hemostatic agents on human 
gingival fibroblasts and dental pulp fibroblasts 
was evaluated in our study.
	 The clinical application of gingival             
retraction cord is usually not longer than 10 
minutes.17 However, local hemostatic agents can 
remain in the gingival sulcus after removing the 
retraction cord. To confirm the toxicity and     
biocompatibility of the two hemostatic agents in 
our study, we used an exposure time of 15    
minutes in our in vitro and in vivo studies.
	 Cytotoxicity evaluation is necessary to 
assess the biocompatibility of dental materials6. 
According to ISO 10993-5, the MTT assay is an 
acceptable method to evaluate the cytotoxicity 
of a biomaterial. This assay measures the          
conversion of a yellow water-soluble MTT dye 

into a purple formazan crystal that is produced 
by active mitochondria.6 This colorimetric        
method is recommended as an economic,          
accurate and reliable test for cytotoxicity            
determination.18,19 The MTT test not only evaluates 
cell - biomaterial interaction, but also relates to 
the number of viable cells.6,20 In our study, the 
MTT assay was used to determine the viability 
of cells after exposure to local hemostatic agents.  
Aluminum chloride, the active ingredient in 
Dent-Chula100® and Racestyptine, has been  
reported to be an effective and commonly used 
hemostatic agent.17,21,22 The hemostatic effect of 
aluminum chloride is due to its aluminum ions, 
which act primarily by precipitating tissue proteins 
and inhibiting the transcapillary movement of 
plasma proteins.2,21 Moreover, aluminum ions have 
no systemic contraindications and few effects on 
vasoconstriction.2,23 

	 The cytotoxicity of Dent-Chula100® and 
Racestypine likely results from their active           
ingredient, aluminum chloride.4,7,16 Acidity is an 
important property of aluminum chloride. To 
prepare a hemostatic agent, aluminum chloride 
is dissolved in alcohol. This reaction turns the 
neutral pH of alcohol into a powerful acidic 
solution. Thus, higher concentrations of aluminum 
chloride results in increased acidity of that       
solution. Indeed, we observed that cell                   
proliferation was not affected at aluminum   
chloride pH levels near physiologic pH. In contrast 
when the aluminum chloride pH dropped        
precipitously at concentrations of 2.5 % and 
above, cell cytotoxicity rose in kind. The results 
of our study indicated that the local hemostatic 
agents, at concentrations of 2.5, 5.0 and 10.0 % 

Discussion
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(v/v) reduced the cell viability of gingival and 
pulpal fibroblasts. These results are consistent 
with those of Kopac et al. who found that 10 %, 
50 % and 100 % (v/v) of 25 % aluminum chloride 
in culture medium reduced cell viability.3,4

	 In previous animal and clinical studies, 
aluminum chloride has been reported to have a 
deleterious effect on tissue.7,8,13 Used as a             
hemostatic agent, aluminum chloride caused 
hydrotropic degeneration, hyperemia and an 
inflammatory cell infiltration.13 However, aluminum 
chloride is still the most popular gingival                
retraction agent.2,9 In our study, histomor-             
phometric analysis showed that 25 % aluminum 
chloride was biocompatible with the sulcular 
epithelium and underlying connective tissue 
compared with normal saline.
	 We found that inflammatory cells were 
rarely detected in the tissue sections of any group 
7 days post-treatment. From our review of the 
literature, studies on the effect of aluminum 
chloride on the inflammatory cell response are 
inconclusive.7-9 Kopac et al. reported that        
Racestypine-treated gingival tissue in animals 
showed a severe inflammatory cell infiltration 7 
days after treatment.8 In contrast, an animal study 
by Acka et al. found that aluminum chloride only 
induced a slight inflammatory cell infiltration into 
the gingival tissue.7 Moreover, a clinical study by 
de Gennaro et al. revealed that there was no 
significant difference in gingival inflammation 
between the untreated control group and        
aluminum chloride-treated group 7 days post-           
treatment.9 A possible explanation for this         
variation is the differences in immune responses 
among rats, dogs and humans.7 

	 A vascular reaction was the only sign of                     
inflammation present in our histologic results.    
A vascular reaction is an early sign of acute      
inflammation.24 Vasodilation and increased blood 
vessel permeability occurring after a chemical 
stimulus results in decreased blood flow and 
dense packing of red blood cell in capillaries.23-25 
In our study, more congested and dilated         
capillaries were found in the Dent-Chula100® and 
Racestyptine groups than that of the control 
group; however, the difference was not significant. 
	 In our in vivo study, the power analysis 
of the four histopathological indices; degree of 
sulcular epithelium damage, collagen fiber       
appearance and orientation, inflammation and 
vascular reaction, were varied. For the                       
inflammation and vascular reaction indexes,      
the power analysis, 0.85 and 1.00, respectively, 
were acceptable. However, the power analysis 
of the collagen fiber appearance and orientation 
and degree of sulcular epithelium damage were 
low (0 and 0.27, respectively). The reason for this 
is that none or very slight differences were       
observed between the groups. To achieve the 
appropriate power of all 4 indices, 180 animals 
for the experimental, commercial and control 
groups were required. Therefore, to minimize the 
number of animals used in our study, the sample 
size was set as eight for each group.
	 Dent-Chula100® has demonstrated in vivo 
biocompatibility at 7 days post-treatment and 
did not affect the physical and mechanical   
properties of light-cured resin composite filling 
materials.5 Future clinical studies on the safety 
and effectiveness of Dent-Chula100® are still 
required.
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Conclusion
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Dimensional Accuracy and Surface Detail Reproduction of     
Polyvinylsiloxanether Impression Material Tested in Dry, Moist 
and Wet Conditions

	 The purpose of this study was evaluated dimensional accuracy and surface detail reproduction 
of polyvinylsiloxanether impression (Identium®light) tested in dry, moist and wet conditions and 
compared with addition silicone (Panasil®contact plus X-light) and polyether (ImpregumTMPentaTMSoft). 
Ninety samples for each impression were replicated using stainless steel metal die according to 
American dental association (ADA) specification No. 19, 30 samples of each condition. Then, (1)          
dimensional accuracy of dry and moist samples was done by measuring the average length of the 
middle horizontal line of each impression by measuring microscope with 0.001 milimeters accuracy. 
Two-way analysis of variance (ANOVA) was used to compare the mean dimensional change of three 
impressions in dry and moist condition (α = 0.05) and studied about time factor by compared length 
of line between 1 hours and 24 hours by Paired t-test. (2) Surface detail reproduction of all above 
conditions was evaluated following the criteria specified in ADA standard for details reproduction: 
clear continuous replication at least 2 of 3 horizontal lines. Furthermore, this research also compared 
the amount of defects on impression. The change of length of dimension accuracy test after 24 hours 
compare with original model in each impression was signification and condition in dry and moist 
impression are not affected to dimensional change. ImpegumTMPentaTMSoft impression in moist        
condition was found the most dimensional change value at 24 hours and there is difference in        
dimensional accuracy after 24 hours and 1 hours in all types of impression (p < 0.05). In dry conditions, 
all impressions showed a definitive continuous horizontal line with no deformities. In moist conditions, 
Identium®light, Panasil®contact plus X-light and ImpegumTMPentaTMSoft showed a continuous line      
86.7 %, 63.3 % and 100 % respectively. There were no difference in deformities in all three impression 
materials. In wet conditions, only the ImpegumTMPentaTMSoft impression passed the ADA standard, 
however many deformities were seen. This study shows dimensional change accuracy for three      
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impression materials was within ADA standard (< 0.5 %) and the polyvinylsiloxanether impression 
showed excellent detail reproduction in dry condition but not as well as ImpegumTMPentaTMSoft in 
moist conditions.
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การคงเสถียรภาพเชิงมิติ และการลอกรายละเอียดของวัสดุพิมพ์ปาก               
พอลิไวนิลไซลอคเซนอีเทอร์ในสภาวะแห้ง ชื้นและเปียก

	 วัตถุประสงค์ของการศึกษาเพื่อประเมินการคงเสถียรภาพเชิงมิติ และการลอกรายละเอียดของวัสดุพิมพ์ปาก
พอลิไวนิลไซลอคเซนอีเทอร์ (ไอเด็นเทียม®ไลท์) เมื่อพิมพ์ในสภาวะแห้ง ชื้น และเปียก โดยเปรียบเทียบกับวัสดุพิมพ์
ปากแอดดชินัซลิโิคน (พานาซลิ®คอนแทคพลสัเอก็ซ์ไลท์) และพอลอิเีทอร์ (อมิพกุิม™เพน็ตะ™ซอฟต์) โดยวสัดพุมิพ์ปาก                
ชนดิละ 90 รอยพมิพ์จะถกูพมิพ์บนโมเดลโลหะต้นแบบตามมาตรฐานการประเมนิคณุสมบตัขิองวสัดพุมิพ์ปาก เบอร์ 19 
ของทันตแพทย์สมาคมอเมริกา สภาวะละ 30 รอยพิมพ์ โดยศึกษา (1) ความแม่นย�ำของการคงเสถียรภาพของรอยพิมพ์    
ทั้ง 3 ชนิดในสภาวะแห้ง และชื้น โดยวัดความยาวของเส้นแนวราบบนรอยพิมพ์ท่ีพิมพ์แบบจากโมเดลต้นแบบด้วย           
เครือ่งวดัมติวิสัด ุความละเอียด 0.001 มิลลเิมตร โดยหาความแตกต่างของค่าเฉลีย่ของเสถยีรภาพทีเ่ปลีย่นแปลงไปจาก
โมเดลต้นแบบของวัสดุทั้ง 3 ชนิด ภายหลังเก็บรอยพิมพ์ไว้ 24 ชั่วโมงด้วยสถิติการวิเคราะห์ความแปรปรวนแบบ         
สองทางที่ระดับนัยส�ำคัญ 0.05 และเปรียบเทียบความยาวของเส้นบนรอยพิมพ์ที่เวลา 1 ชั่วโมงและ 24 ชั่วโมง ด้วยการ
ทดสอบทีชนิดจับคู่ และศึกษา (2) ความสามารถของการลอกรายละเอียดของวัสดุพิมพ์ปากท้ัง 3 ชนิดในทุกสภาวะ   
การพิมพ์ข้างต้น โดยใช้มาตรฐานตามข้อตกลงของทันตแพทย์สมาคมอเมริกาคือ การปรากฏของเส้นแนวราบบน          
รอยพิมพ์ที่ต่อเนื่องตลอดความยาวของเส้นอย่างน้อยสองในสามเส้น และนอกจากนั้น การวิจัยครั้งนี้ได้เปรียบเทียบ
จ�ำนวนต�ำหนิที่เกิดขึ้นจากรอยพิมพ์ทั้ง 3 ชนิดในสภาวะการพิมพ์เดียวกัน ผลการศึกษาพบว่า ความยาวบนรอยพิมพ์ที่
เปลี่ยนไปจากโมเดลต้นแบบของวัสดุทั้ง 3 ชนิดเมื่อวัดที่ 24 ชั่วโมงมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ                
(p < 0.05) สภาวะการพิมพ์แห้งและชื้นไม่มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงของเสถียรภาพเชิงมิติของวัสดุพิมพ์ปาก รอยพิมพ์
ของวสัดพุมิพ์ปากอมิพกุิมเพน็ตะซอฟต์ในสภาวะชืน้มค่ีาเฉลีย่ของการเปลีย่นแปลงความยาวจากโมเดลต้นแบบมากทีส่ดุ 
และพบว่าเวลาเป็นปัจจยัหนึง่ทีม่ผีลต่อเสถยีรภาพ เนือ่งจากความยาวบนรอยพมิพ์ของวสัดแุต่ละชนดิเมือ่วดัที ่24 ชัว่โมง
มีความแตกต่างกับเมื่อวัดที่ 1 ชั่วโมงอย่างมีนัยส�ำคัญ ในสภาวะแห้งรอยพิมพ์ทุกชนิดมีการลอกเลียนรายละเอียดโดย
ปรากฎเส้นแนวราบทีต่่อเน่ืองชดัเจน ไม่พบต�ำหนิใด ๆ  ในสภาวะการพมิพ์ทีช่ืน้ วสัดพุมิพ์ปากไอเดน็เทยีม®ไลท์ พานาซลิ®คอนแทค
พลสัเอก็ซ์ไลท์ และอมิพกิมุ™เพน็ตะ™ซอฟต์ สามารถลอกรายละเอยีดคิดเป็น ร้อยละ 86.7, 63.3 และ 100 แต่ไม่พบ
ความแตกต่างของต�ำหนิที่เกิดในวัสดุทั้ง 3 ชนิด และเมื่อพิมพ์ในสภาวะเปียกมีเพียงวัสดุพิมพ์ปากอิมพิกุม™ที่                         
ผ่านเกณฑ์ตามมาตรฐานทันตแพทย์สมาคมอเมริกา แต่พบต�ำหนิบนรอยพิมพ์หลายต�ำแหน่ง สรุปว่า การเปลี่ยนแปลง
เสถียรภาพของรอยพิมพ์ของวัสดุพิมพ์ปากทั้ง 3 ชนิดมีค่าไม่เกินตามที่มาตรฐานก�ำหนด (น้อยกว่าร้อยละ 0.5) และวัสดุ
พิมพ์ปากไอเด็นเทียม®ไลท์สามารถลอกรายละเอียดได้ดีในสภาวะแห้ง แต่ในสภาวะชื้นวัสดุชนิดนี้ยังมีการลอกเลียน     
รายละเอียดได้ต�่ำกว่าอิมพิกุม™เพ็นตะ™ซอฟต์
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	 การบูรณะฟันด้วยครอบฟันหรือการทดแทนฟัน
ที่สูญเสียไปด้วยสะพานฟัน ทันตแพทย์ไม่สามารถสร้าง
ชิ้นงานโดยตรงในช่องปากได้ ดังน้ัน คุณสมบัติของวัสดุ
พิมพ์ปากที่สามารถลอกรายละเอียดของฟันหลัก (detail 
reproduction) ได้อย่างชัดเจน ครบถ้วน และความ
สามารถคงเสถียรภาพเชิงมิติของวัสดุพิมพ์ปาก (dimen-
sion accuracy) คอื การคงรปูร่างและเกดิการเปลีย่นแปลง
ขนาดของรอยพมิพ์น้อยทีส่ดุเมือ่เวลาผ่านไป ซึง่คณุสมบัติ
ดังกล่าวเป็นคุณสมบัติที่ต้องการในอุดมคติของวัสดุ       
พิมพ์ปาก1,2 ที่ส่งผลให้กระบวนการทางห้องปฏิบัติการ             
ทันตกรรมแลปสามารถสร้างชิ้นงานที่ได้ขอบครอบฟัน 
และสะพานฟันที่แนบสนิทกับฟันหลักในผู้ป่วย3,4 ปัจจัย   
ที่มีผลต่อการคงเสถียรภาพเชิงมิติของวัสดุพิมพ์ปาก5-7 
ได้แก่ ความชื้น ช่วงเวลาภายหลังการผสมวัสดุพิมพ์ปาก
จนเทแบบปูน ความหนาของวัสดุพิมพ์ปากในถาด          
พมิพ์ปาก สารทีเ่กดิขึน้จากกระบวนการเปลีย่นแปลงเป็น       
สารพอลิเมอร์ที่มีองค์ประกอบของสารที่ระเหยได้ 
(sub-product in polymerization) การสูญเสียน�้ำ       
การสูญเสียความยืดหยุ่นของวัสดุพิมพ์ปาก8 และสารที่มี
ฤทธิใ์นการท�ำลายเชือ้โรคบนพืน้ผวิรอยพมิพ์9 การประเมนิ
เสถียรภาพเชิงมิติของวัสดุพิมพ์ปากมีหลายวิธี เช่น          
การวดัโดยตรงจากรอยพมิพ์ของวสัดพิุมพ์ปากทีเ่ปลีย่นแปลง
จากแม่แบบโลหะต้ังต้นที่ใช้ในการพิมพ์10,11 การวัดการ
เปลี่ยนแปลงจากแบบปูนภายหลังการเทแบบพิมพ์จาก
วัสดุพิมพ์ปาก7,12 การประเมินการเปลี่ยนแปลงจากแบบ
พมิพ์เป็นการวัดท่ีแม่นย�ำ โดยไม่น�ำปัจจยัเรือ่งการหดขยาย
ของปนูมาเกีย่วข้อง ตามมาตรฐานการประเมนิคณุสมบัติ
ของวัสดุพิมพ์ปากชนิดยืดหยุ่นเบอร์ 19 ของทันตแพทย์
สมาคมอเมริกา (American Dental Association    
Specification No. 19; ADA)13 และองค์กรระหว่างประเทศ
ว่าด้วยมาตรฐานของวัสดุพิมพ์ปากชนิดยืดหยุ่น (ISO 
4823)14 ได้ก�ำหนดมาตรฐานของวัสดุพิมพ์ปากไปทาง
เดยีวกนัคอื วสัดพิุมพ์ปากชนิดยดืหยุน่ท่ีมีความหนดืน้อย 
(low viscosity) มเีสถยีรภาพเชงิมติทิีเ่ปลีย่นแปลงได้จาก

การหดตวัระหว่างเกดิปฏกิิรยิาและภายหลงัเอารอยพมิพ์
ออกจากช่องปาก แต่ไม่ควรมค่ีาการเปลีย่นแปลงมากกว่า
ร้อยละ 0.5 เมื่อวัดรอยพิมพ์ที่ 24 ชั่วโมง นอกจากนี้เป็น
ที่รู้กันว่า การพิมพ์ในสภาวะการพิมพ์ที่แห้งจะท�ำให้วัสดุ
พิมพ์ปากสามารถลอกเลียนรายละเอียดได้ดีและชัดเจน 
แต่เนือ่งจากการพิมพ์ปากในผูป่้วยอาจมคีวามจ�ำเป็นต้อง
วางแผนให้ขอบของครอบฟันอยูใ่ต้เหงอืกเพือ่ความสวยงาม 
ซึ่งมีความชื้นจากน�้ำเหลืองเหงือก (ginigival crevice 
fluid) หรืออาจมีเลือดออกขณะพิมพ์ ซึ่งท�ำให้การ          
ลอกเลียนรายละเอียดท�ำได้ไม่ชัดเจน ปัจจุบันผู้ผลิตจึง
พฒันาวสัดพุมิพ์ปากให้มคีณุสมบตัใินการวิง่เข้าหาน�ำ้หรือ
ไฮโดรฟิลกิ (hydrophilic) เพือ่ให้การพมิพ์ปากในบรเิวณ
ท่ีไม่สามารถกนัความชืน้ได้ วสัดุพมิพ์ปากสามารถวิง่เข้าหา
บริเวณส่วนใต้เหงือกซึ่งมีความช้ืนเพ่ือลอกรายละเอียด
ของเส้นสิน้สดุ (finishing line) บนฟันหลกัได้อย่างชดัเจน4,15 
แต่คุณสมบัตินี้อาจเกิดปัญหาการดึงน�้ำจากบรรยากาศ 
หรือในสภาวะทีม่คีวามชืน้สงูได้หากวสัดพิุมพ์ปากถูกเกบ็
ไว้ในสภาวะไม่เหมาะสม ตัวอย่างเช่น สภาวะแวดล้อมที่
มคีวามชืน้สมัพัทธ์มากกว่าร้อยละ 5016 สามารถท�ำให้วัสดุ
พิมพ์ปากพอลิอีเทอร์ (polyether impression) มีการ
บวมหรือขยายขนาดของรอยพิมพ์ได้ (hygroscopic      
expansion) ส่งผลต่อความเสถยีรภาพของรอยพมิพ์8 วสัดุ
พมิพ์ปากพอลอิเีทอร์ และวสัดพุมิพ์ปากพอลไิวนลิไซลอค
เซน (polyvinylsiloxane impression) หรือที่รู้จักกันใน
ชื่อ แอดดิชันซิลิโคน (addition silicone) วัสดุทั้ง 2 กลุ่ม
เป็นวสัดุพิมพ์ปากอลีาสโตเมอร์ทีน่ยิมใช้กนัอย่างแพร่หลาย
ในการพิมพ์ปากขั้นสุดท้าย (final impression)6,11,16,17 
เนื่องจากเป็นวัสดุที่มีความแม่นย�ำในการคืนรูปของวัสดุ 
(elastic recovery) ถ่ายทอดลกัษณะพืน้ผวิฟันทีก่รอแต่ง
ได้ครบถ้วน มีการคงเสถียรภาพเชิงมิติที่ดี เนื่องจาก       
ภายหลังการเกิดปฏิกิริยาพอลิเมอไรเซชันไม่เกิดผลลัพธ์
ของสารทีร่ะเหย ซึง่เป็นปัจจยัหน่ึงทีก่ระทบกบัเสถยีรภาพ
ที่เปลี่ยนแปลงของวัสดุพิมพ์ปาก3 ได้มีการพัฒนาวัสดุ    
พมิพ์ปากชนดิยดืหยุน่ขึน้ส�ำหรบัการพมิพ์ปากขัน้สดุท้าย 
วัสดุกลุ่มนี้ถูกเรียกว่า “พอลิไวนิลไซลอคเซนอีเทอร์” 
(polyvinylsiloxanether)12,18,19 เป็นวสัดพุมิพ์ปากทีม่กีาร
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รวมโครงสร้างเคมขีองวสัดุพมิพ์ปากพอลไิวนลิไซลอคเซน 
และวัสดุพมิพ์ปากพอลอิเีทอร์ ท�ำให้พอลไิวนิลไซลอคเซน
อีเทอร์มีความแข็งแรงต้านต่อการฉีกขาด (high tear 
strength) มีความยืดหยุ่นสูง ดึงวัสดุพิมพ์ปากออกจาก
ส่วนคอดได้ง่าย มเีสถียรภาพเชงิมติทิีแ่ม่นย�ำ (dimension           
accuracy) ไม่เกิดผลลัพธ์ของปฏิกิริยา สามารถเท         
แบบปนูได้ทนัท ีต้านทานต่อการเปลีย่นรปูร่างอย่างถาวร 
(deformation) มีการไหลแผ่ดีมาก (excellent flow) 
และมีคุณสมบัติไฮโดรฟิลิกในขณะที่วัสดุพิมพ์ปาก            
ยังไม่ก่อตัวจากปฏิกิริยาพอลิเมอไรเซชัน รวมถึงภายหลัง
การก่อตัวจากปฏิกิริยาพอลิเมอไรเซชันซ่ึงท�ำให้วัสดุ        
มกีารไหลแผ่ทีด่โีดยเฉพาะในบรเิวณทีม่คีวามชืน้ เนือ่งจาก
มีค่ามุมสัมผัสที่กระท�ำกับพื้นผิว (contact angle)         
น้อยกว่า 10 องศาเซลเซียส ในเวลา 1 วินาที มีระยะเวลา
การท�ำงานในช่องปากท่ีเพียงพอ มรีะยะเวลาก่อตวัในช่อง
ปากสั้น ไม่มีกลิ่น ไม่มีรสชาติขมเหมือนพอลิอีเทอร์ เอา
ชิน้งานออกจากแบบปนูง่าย มกีารศกึษาไม่มากทีก่ล่าวถงึ
วัสดุกลุ่มนี้ จากการศึกษาเสถียรภาพเชิงมิติของวัสดุพอลิ
ไวนลิไซลอคเซนอเีทอร์ชนดิหนึง่พบว่า เมือ่พมิพ์แบบจาก
แบบพมิพ์หลกัและน�ำมาเทปนูเพือ่เปรยีบเทยีบความแตก
ต่างของขนาดจากระยะอ้างอิงบนแม่แบบหลักในแต่ละ
ด้านพบว่า ขนาดของแบบปนูในบางด้านมรีะยะทีแ่ตกต่าง
กบัแม่แบบหลักอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ และพบว่าวัสดุ
พมิพ์ปากพอลไิวนลิไซลอคเซนอเีทอร์นีม้เีสถยีรภาพแม่นย�ำ
มากทีสุ่ดเมือ่เทรอยพมิพ์ทนัทีเม่ือดงึวัสดอุอกจากแม่แบบ
หลักที่ใช้พิมพ์และมีการเปลี่ยนแปลงเสถียรภาพเชิงมิติ
เพิม่ขึน้ภายหลงัเกบ็แบบพมิพ์ 1 วนั โดยการเปลีย่นแปลง
เสถียรภาพที่วัดจากแบบปูนของวัสดุชนิดนี้มีค่าใกล้เคียง
กับวัสดุแอดดิชันซิลิโคน12,15 แม้ว่าวัสดุแอดดิชันซิลิโคน 
และพอลอิเีทอร์เป็นวสัดทุีไ่ด้รับการยอมรบัจากหลายงาน
วิจัยว่า มีเสถียรภาพที่ดี แต่พบว่าในสภาวะที่มีความชื้น 
ความสามารถของวสัดใุนการลอกเลยีนรายละเอยีดยงัคง
ให้ผลไม่แน่นอน11,15 โดยมีผิวขรุขระและเกิดฟองอากาศ
เลก็ ๆ  บรเิวณรอยพิมพ์11 ดงันัน้ จุดประสงค์ของการศกึษา
ของงานวิจัยนี้คือ เพื่อประเมินการคงเสถียรภาพเชิงมิติ 
และการลอกเลียนรายละเอียดของวัสดุพิมพ์ปากพอลิไว

นิลไซลอคเซนอีเทอร์ เมื่อถูกพิมพ์ในสภาวะแห้ง ชื้น และ
เปียก โดยเปรยีบเทยีบกบัวสัดพุมิพ์ปาก  แอดดชินัซลิโิคน 
และพอลิอีเทอร์ในสภาวะการพิมพ์เดียวกัน

	 วัสดุพิมพ์ปาก ทั้ง 3 ชนิด จ�ำนวน 270 รอยพิมพ์ 
ประกอบด้วยวัสดุพิมพ์ปากพอลิไวนิลไซลอคเซนอีเทอร์  
ยี่ห้อไอเด็นเทียม®ไลท์ (Identium®light, Kettenbach, 
Germany) วสัดพุมิพ์ปากแอดดชินัซลิโิคนยีห้่อพานาซลิ® 

คอนแทคพลสั (Panasil®contact plus X-light, Ketten-
bach, Germany) และวัสดุพิมพ์ปากยี่ห้ออิมพิกุม™ 
(Impregum™Penta™ Soft, 3M ESPE, Germany) โดย
วสัดพิุมพ์ปากทัง้สามมคุีณสมบัตติามตารางที ่1 วสัดพิุมพ์
ปากชนิดละ 90 ชิ้น พิมพ์ในสภาวะแห้ง 30 ชิ้น สภาวะ
ชื้น 30 ชิ้น และเปียก 30 ชิ้น โดยพิมพ์บนแม่แบบโลหะ 
(apparatus for detail reproduction) ตามมาตรฐาน
การประเมินคณุสมบตัขิองวสัดพุมิพ์ปากตามทีท่นัตแพทย์
สมาคมอเมริกาก�ำหนด ซึ่งประกอบด้วยเส้นที่มีขนาด 
0.020 มิลลิเมตร จ�ำนวน 3 เส้น โดยมีเส้นแนวดิ่งตัดผ่าน
เส้นแนวราบเพื่อเป็นจุดเร่ิมต้นและส้ินสุดของการวัด 
ท�ำความสะอาดพืน้ผวิก่อนการพมิพ์ด้วยแอลกอฮอล์ และ
เป่าลมพื้นผิวให้แห้งก่อนการฉีดวัสดุบนแบบพิมพ์ทุกครั้ง 
ในการพมิพ์สภาวะแห้ง และก่อนการเตรยีมพืน้ผวิในสภาวะ
การพิมพ์ชื้นและเปียก ผสมส่วนเบส (base) และคะตะ
ลิสต์ (catalyst) ของวัสดุพิมพ์ปากพอลิอีเทอร์ด้วยเครื่อง
เพน็ตะมกิซ์ (pentamix, 3M ESPE, Germany) และวัสดุ
พิมพ์ปากพานาซิลคอนแทคพลัส และไอเด็นเทียม®ไลท์ 
ด้วยเครื่องออโตมิกซ์ (automix, Kettenbach,              
Germany) เพ่ือลดการเกิดฟองอากาศที่อาจเกิดข้ึน       
การพมิพ์ท�ำโดยให้ส่วนปลายหวัฉดีกดลงบนแม่แบบโลหะ 
ฉดีวสัดพุมิพ์ในทศิทางเดยีวกนั ต่อเนือ่งจนสิน้สดุการพิมพ์ 
ฉดีวสัดใุห้มคีวามหนา 3 มลิลเิมตรจนพอดกีบัขอบบนของ
แท่นพิมพ์ น�ำแท่นโลหะหนัก 300 กรัมกดทับบนผิวของ
วัสดุพิมพ์ปาก รอวัสดุเซ็ตตัวตามที่บริษัทผู้ผลิตก�ำหนด  
น�ำวัสดุพิมพ์ปากออกจากแบบมาตรฐาน การพิมพ์จะ     
ท�ำในห้องปรับอากาศที่มีอุณหภูมิห้อง 26 องศาเซลเซียส 

วัสดุ อุปกรณ์และวิธีการ
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และความชื้นสัมพัทธ์อยู่ระหว่างร้อยละ 45 - 50 โดยการ
พิมพ์ในสภาวะแห้งผิวโมเดลแม่แบบส�ำหรับพิมพ์จะแห้ง
จากการเป่าลม การพิมพ์ในสภาวะชื้น (รูปที่ 1) ผิวโมเดล
แม่แบบส�ำหรบัพมิพ์จะมคีราบน�ำ้ตกค้างร่วมกบัละอองน�ำ้
ขนาดเล็กมากบนพื้นผิว จากการเช็ดผิวต้นแบบพิมพ์ด้วย
กระดาษเปียก (babywipe) ถูไปกลับ 2 ครั้ง และการ
พิมพ์ภายใต้สภาวะเปียก (รูปที่ 2) จะท�ำการพิมพ์ขณะที่
โมเดลแม่แบบพิมพ์อยู่ใต้น�้ำ โดยมีระดับน�้ำเหนือส่วน   
ขอบบนของแม่แบบพิมพ์ 0.5 เซนติเมตร ฉีดวัสดุพิมพ์
ปากใต้น�ำ้โดยมลีกัษณะการพมิพ์เหมอืนการพมิพ์ในสภาวะ
แห้งและชื้น เมื่อวัสดุก่อตัว น�ำวัสดุพิมพ์ปากออกจาก    
แม่แบบ เป่าน�้ำและลมให้แห้ง และติดหมายเลขด้านหลัง
และท�ำการสุ่มรอยพิมพ์จากสภาวะแห้ง และชื้นของวัสดุ
พิมพ์ปากทั้งสามชนิดเพื่อเปรียบเทียบเสถียรภาพเชิงมิติ
ที่เปลี่ยนแปลงไปโดยประเมินการเปลี่ยนแปลงจากความ
ยาวของเส้นแนวราบบนรอยพมิพ์เมือ่พมิพ์แบบไปแล้ว 24 
ชั่วโมง เปรียบเทียบกับความยาวบนเส้นเดียวกันจาก      
แม่แบบต้น โดยการวัดระยะด้วยเคร่ืองวัดมิติวัสดุ        
(measurement microscope, Nikon measurescope 
MM-11, Tokyo, Japan) ความละเอยีด 0.001 มลิลเิมตร 
หรือ 1 ไมครอน การหาความยาวของเส้นบนรอยพิมพ์จะ        
หาจากค่าเฉล่ียของเส้นที่ปรากฏให้เห็นความต่อเนื่อง
เท่านั้น หาความแตกต่างของค่าเฉลี่ยของเสถียรภาพท่ี
เปลี่ยนแปลงไปของรอยพิมพ์ทั้ง 3 ชนิดที่พิมพ์แบบจาก
แม่แบบต้นในสภาวะแห้งและชื้นด้วยสถิติการวิเคราะห์
ความแปรปรวนสองทาง (two-way analysis of variance; 
ANOVA) ที่ระดับนัยส�ำคัญ 0.05 และหาร้อยละ                
การเปลีย่นแปลงของเสถียรภาพ (dimensional change)
(%) = (A-B)/A X 100 เมื่อ A คือ ความยาวที่วัดจาก     
แม่แบบต้น และ B คือ ความยาวที่วัดจากรอยพิมพ์ และ
ศึกษาปัจจัยของเวลาโดยการเปรียบเทียบความยาวของ
เส้นแนวราบบนรอยพิมพ์ที่เวลา 1 ชั่วโมงและ 24 ชั่วโมง
ด้วยสถิติการทดสอบทีแบบจับคู่ (Pair t-test) และศึกษา
ความสามารถของการลอกรายละเอยีดของวสัดพุมิพ์ปาก
ทั้ง 3 ชนิดจากรอยพิมพ์ที่ถูกพิมพ์ในสภาวะแห้ง ชื้น และ

เปียก โดยประเมินรอยพิมพ์ทันที และประเมินผลจาก     
2 วิธี คือ 1) ใช้มาตรฐานตามข้อตกลงของทันตแพทย์
สมาคมอเมรกิาซึง่มลีกัษณะเดยีวกับมาตรฐานการรบัรอง
คุณภาพ คือ เห็นเส้นแนวราบท่ีมีขนาดตามมาตรฐาน
ก�ำหนด คือ การปรากฏของเส้นแนวราบที่ยาวต่อเน่ือง
ตลอดความยาวอย่างน้อยสองในสามเส้น แต่จากการพมิพ์
ในการทดลองแนวน�ำในสภาวะการพมิพ์ทีม่คีวามชืน้และ
เปียกพบลกัษณะความขรขุระ (roughness) เช่น การเกิด       
พื้นผิวขรุขระไม่เรียบเป็นผิวคลื่นจากคราบน�้ำ หรือหลุม
ฟองอากาศขนาดเลก็เกดิขึน้บ้างบนรอยพมิพ์ในส่วนทีไ่ม่ใช่
สามเส้นหลกั (รปูที ่3) ซึง่หากเกดิขึน้ในสภาวะการท�ำงาน
ในต�ำแหน่งที่ส�ำคัญของฟันหลักมักส่งผลต่อรอยพิมพ์ที่  
ไม่อาจยอมรับได้ ดังน้ัน การประเมินความสามารถของ
วัสดุในการลอกรายละเอียดจึงใช้เกณฑ์เพิ่มเติมคือ           
การเปรียบเทียบปริมาณขอ้บกพร่องหรือต�ำหนิ (defect) 
ทีเ่กดิขึน้บนรอยพมิพ์ ได้แก่ ลกัษณะผวิทีข่รขุระ เป็นรอย
ไม่เรียบบนรอยพิมพ์ เกิดหลุมเล็ก ๆ หรือฟองอากาศที่
ท�ำให้รอยพิมพ์ไม่สมบรูณ์ ประเมนิโดยน�ำแผ่นใสทีป่ระกอบ
ด้วยช่องขนาด 1 มิลลิเมตร จ�ำนวน 400 ช่องตีเป็นตาราง 
(รูปที่ 4) ซึ่งครอบคลุมพื้นที่ของรอยพิมพ์ทั้งหมด น�ำมา
ทาบบนรอยพิมพ์เพ่ือนับจ�ำนวนข้อบกพร่องหรือต�ำหนิที่
เกดิขึน้บนชิน้รอยพมิพ์ทัง้หมดภายใต้กล้องจลุทรรศน์ก�ำลงั
ขยายวัตถุ 2.5 เท่า (polarized microscope, E-400 
pol, Japan) เนื่องจากรอยพิมพ์มีรูปร่างเป็นวงกลม        
ดงันัน้ กรณีทีต่�ำหนอิยูบ่นพืน้ทีไ่ม่เตม็ช่องของตารางบรเิวณ
ใกล้ขอบวงกลมจะพิจารณาคดิเป็นครึง่ช่องหรอื 0.5 ตาราง
มิลลิเมตร เพื่อให้เป็นค่ากลางมากที่สุด และหาค่าเฉลี่ย
ของพื้นที่ต�ำหนิบนรอยพิมพ์และค�ำนวณเป็นร้อยละของ
ต�ำหนิที่เกิดขึ้นบนรอยพิมพ์โดยเปรียบเทียบกับพื้นที่ของ
วงกลมของรอยพมิพ์ทีเ่กดิต�ำหน ิ(ตารางที ่4) การนบัต�ำหนิ
บนรอยพิมพ์ท�ำโดยผู้วัดที่ไม่ทราบวัสดุชนิดของวัสดุ      
พิมพ์ปาก และไม่ใช่ผู้พิมพ์วัสดุพิมพ์ปากและไม่ใช่ผู้วัด
เสถียรภาพเชิงมิติที่เปล่ียนแปลงของรอยพิมพ์ (triple 
blind technique)
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Figure 1 Moist impression with water stain and spray on mold’s surface

Figure 2 Wet impression with 0.5 centimeters underwater edge

รูปที่ 1 การพิมพ์ในสภาวะชื้นซึ่งมีคราบน�้ำและละอองน�้ำขนาดเล็กมากบริเวณพื้นผิวแม่แบบ

รูปที่ 2 การพิมพ์ในสภาวะเปียกที่มีส่วนขอบบนของแม่แบบอยู่ใต้ระดับน�้ำ 0.5 เซนติเมตร

Table 1 Properties of three impression materials used in this study
ตารางที่ 1 คุณสมบัติของวัสดุพิมพ์ปากทั้ง 3 ชนิด ที่ใช้ในการทดสอบ

Product Manufacturer Chemical
Type

Lot Working 
time
23

o
c

(mins)

Intraoral
setting 

time 35
o
c

(mins)

ISO 4823
(Type)

Color Consistency
(mm.)

Identium
®

Light 
Kettenbach 

GmbH
Vinylsiloxanether

(VSXE)
140121 2.00 2.30 3 Violet 42

Panasil
®

contact plus 
X-light

Kettenbach 
GmbH

Vinylpolysiloxane
(VPS)

140951 2.00 2.00 3 Violet 42

Impregum
TM

Penta
TM

Soft
3M ESPE Polyether

(PE)
31792 2.45 3.30 3 Violet 36
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Figure 3 Impression defects affecting line clarity, i.e. rough surface, void or water stain

Figure 4 Grid for counting defects

รูปที่ 3 รอยพิมพ์ที่มีต�ำหนิ เช่น ผิวไม่เรียบ มีหลุม ฟองอากาศ หรือคราบน�้ำที่ท�ำให้ขาดความชัดเจนของเส้น

รูปที่ 4 ตารางแผ่นใสเพื่อใช้นับจำ�นวนข้อบกพร่องหรือตำ�หนิที่เกิดขึ้น

Figure 5 Clear and continuous impression of lines with no defect on surface
รูปที่ 5 รอยพิมพ์ที่ปรากฏของเส้นแนวราบที่ต่อเนื่องชัดเจนและไม่พบตำ�หนิหรือข้อบกพร่องบนรอยพิมพ์
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ผลการวิเคราะห์ด้านเสถียรภาพเชิงมิติ

	 จากการวัดเสถียรภาพเชิงมิติจากความยาวของ
เส้นบนรอยพิมพ์พบว่า รอยพิมพ์ที่พิมพ์ในสภาวะเปียก
น้ันไม่สามารถอ่านค่าความยาวของเส้นอ้างอิงได้             
อยา่งชดัเจนภายใต้เครือ่งวัดมิติวัสดุ ดังน้ัน การวัดเสถยีรภาพ
เชิงมิติของรอยพิมพ์ จึงเป็นการสุ่มวัสดุพิมพ์ปากแต่ละ
ชนิดที่พิมพ์ในสภาวะแห้ง 30 ชิ้นและสภาวะชื้น 30 ชิ้น
มาศึกษา การพิมพ์ในสภาวะเปียกจะถูกนำ�มาใช้ในการ
ศึกษาคุณสมบัติการลอกเลียนรายละเอียดของวัสดุพิมพ์
ปากเพื่อเปรียบเทียบกับรอยพิมพ์ในสภาวะแห้งและชื้น

	 จากการวัดความยาวของเส้นบนรอยพิมพ์เมื่อ
ผ่านไป 24 ชั่วโมงกับความยาวของเส้นบนโลหะของ       
แม่แบบพิมพ์ ค่าการเปลี่ยนแปลงเสถียรภาพเชิงมิติ หรือ 
ค่าเดลต้า (∆L) ของวัสดุพิมพ์ปากทั้ง 3 ชนิดหาได้จาก

L1 = ระยะทางบนเส้นแนวราบระหว่างจุดเริ่มต้นถึง         
จุดสิ้นสุดบนแม่แบบพิมพ์
L2 = ระยะทางบนเส้นแนวราบระหว่างจุดเริ่มต้นถึง         
จุดสิ้นสุดบนรอยพิมพ์

∆L = |L1 - L2|

	 ใช้สถิติวิเคราะห์ความแปรปรวนสองทางในการ
ทดสอบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยของการเปลี่ยนแปลง
ของเส้นความยาวบนรอยพิมพ์จากโลหะต้นแบบของ     
รอยพมิพ์ (คา่เดลตา) ในสภาวะแหง้และชืน้ของวสัดพุมิพ์
ปากทั้ง 3 ชนิด และใช้การวิเคราะห์ด้วยสถิติเทมเฮน 
(Tamhane’s T2) โดยเมื่อวิเคราะห์รอยพิมพ์ที่ 1 ชั่วโมง
ภายหลังการพิมพ์ (ตารางที่ 2) พบว่า ผลของชนิด          

ของวัสดุพิมพ์ปากต่อค่าเฉลี่ยของค่าเดลตาและผลของ
สภาวะในการพิมพ์ต่อค่าเฉลี่ยของค่าเดลตามีค่าระดับ   
นัยสำ�คัญมากกว่า 0.05 แสดงว่า เม่ือศึกษารอยพิมพ์ที่   
1 ชั่วโมง พบว่า ชนิดของวัสดุพิมพ์ปาก และสภาวะ       
การพิมพ์ไม่มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงของเสถียรภาพ        
เชิงมิติอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ แต่พบว่า วัสดุพิมพ์ปาก
และสภาวะการพมิพม์ปีฏสิมัพนัธก์นัอยา่งมนียัสำ�คัญทาง
สถิติ (p < 0.05) ที่ระดับนัยสำ�คัญ 0.05 คิดเป็นร้อยละ 
13.3 แตเ่มือ่ศกึษาการเปล่ียนแปลงของรอยพมิพภ์ายหลงั
การพิมพ์ 24 ชั่วโมง (ตารางที่ 2) พบว่า ผลของชนิดของ
วัสดุพิมพ์ปากต่อค่าเฉลี่ยของเดลตาให้ค่าระดับนัยสำ�คัญ
น้อยกว่า 0.05 (p < 0.05) แสดงว่า ชนิดของวัสดุพิมพ์
ปากมีผลต่อค่าการเปลี่ยนแปลงเสถียรภาพเชิงมิติอย่าง  
มีนัยสำ�คัญ โดยพบความแตกต่างกันในวัสดุพิมพ์ปาก     
ทั้ง 3 กลุ่ม โดยวัสดุพิมพ์ปากอิมพิกุมเมื่อพิมพ์ในสภาวะ
ชืน้ใหค้า่เฉล่ียของการเปล่ียนแปลงเสถยีรภาพจากตน้แบบ
มากท่ีสุดเม่ือวัดรอยพิมพ์ที่ 24 ชั่วโมง (ตารางที่ 3)           
แต่จากผลการวิเคราะห์ความแปรปรวนสองทางในเรื่อง
สภาวะการพิมพ์พบว่า การวัดผลที ่1 ชัว่โมงและ 24 ชัว่โมง
การพมิพใ์นสภาวะแหง้และชืน้ไมม่ผีลตอ่การเปลีย่นแปลง
ของเสถียรภาพเชิงมิติอย่างมีนัยสำ�คัญเช่นกัน และพบว่า 
วัสดุพิมพ์ปากและสภาวะการพิมพ์มีปฏิสัมพันธ์กันอย่าง
มีนยัสำ�คัญทางสถิตท่ีิระดบันยัสำ�คัญ 0.05 คิดเปน็รอ้ยละ 
8.5 และเมื่อใช้สถิติการทดสอบผลต่างค่าเฉลี่ยประชากร
แบบจับคู่ พบว่า ความยาวของเส้นที่ปรากฏบนรอยพิมพ์
เมื่อเวลาผ่านไป 24 ชั่วโมง มีความแตกต่างจากความยาว
เมือ่วดัที ่1 ชัว่โมงอยา่งมนียัสำ�คญัทางสถติใินทกุชนดิของ
รอยพิมพ์ (p < 0.05) ซึง่แสดงวา่ เวลาทีผ่า่นไป 24 ชัว่โมง
มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงเสถียรภาพทางมิติของวัสดุพิมพ์
ปากทั้ง 3 ชนิด

ผล
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Table 2 Two-way ANOVA (Test of Between-Subjects Effects) 

Table 3 Showing dimensional change of three impression at two different time 

ตารางที่ 2 ผลการทดสอบความแปรปรวนสองทาง (ปัจจัยของตัวแปรต้นที่มีผลต่อตัวแปรอื่นและตัวแปรตาม)

ตารางที่ 3 การเปลี่ยนแปลงเสถียรภาพเชิงมิติของรอยพิมพ์ทั้ง 3 ชนิด เมื่อรอยพิมพ์ถูกวัดใน 2 ช่วงเวลา

Test of Between-Subjects Effects

Source Type III Sum
of Squares

df Mean square F Sig Partial Eta 
Squared

1 Hour
        Impression
        Condition
Impression*condition

0.001
1.100
0.003

2
1
2

         
          0
          1.1
          0.002

2.787
0.306
13.37

0.064
0.581
0.000

0.031
0.002
0.133

24 Hours
        Impression
        Condition
Impression*condition

0.007
4.827
0.003

2
1
2

         
          0.004
          4.827
          0.001

20.58
0.572
8.033

0.000
0.450
0.000

0.191
0.003
0.085

Impegum Panasil Identium

Material Hours N Condition Mean ± SD Mean ± SD Mean ± SD

1 Hour 30 dry 0.0212 ± 0.0170 0.0188 ± 0.0065 0.0098 ± 0.0064

1 Hour 30 moist 0.0108 ± 0.0079 0.0209 ± 0.0089 0.0208 ± 0.0158

24 Hours 30 dry 0.0267 ± 0.0165 0.0127 ± 0.0096 0.0286 ± 0.0094

24 Hours 30 moist 0.0350 ± 0.0150 0.0184 ± 0.0152 0.0191 ± 0.0107

ผลการวิเคราะห์การลอกเลียนรายละเอียดของวัสดุ
พิมพ์ปากในสภาวะแห้ง ชื้นและเปียก

	 ในสภาวะแห้งรอยพิมพ์ของวัสดุพิมพ์ปากทั้ง       
3 ชนิดมีการปรากฏของเส้นแนวราบที่ต่อเน่ืองชัดเจน    
ทุกเส้น ทุกรอยพิมพ์ และไม่พบตำ�หนิใด ๆ บนรอยพิมพ์
ทั้ง 3 ชนิด (รูปที่ 5) ในสภาวะการพิมพ์ที่ชื้น วัสดุพิมพ์
ปากไอเด็นเทยีม พานาซลิ และอมิพกิมุ สามารถลอกเลยีน
รายละเอียดได้โดยปรากฏความต่อเนื่องของเส้นมากกว่า
สองในสามเสน้ได ้คดิเปน็ รอ้ยละ 86.7 รอ้ยละ 63.3 และ 
ร้อยละ 100 ตามลำ�ดับ แต่ไม่พบความแตกต่างของพื้นที่
ของตำ�หนิท่ีเกิดในวัสดุทั้งสามชนิดเมื่อทดสอบด้วยสถิติ
ความแปรปรวนทางเดียว เมื่อพิมพ์ในสภาวะเปียก วัสดุ
พิมพ์ปากไอเด็นเทียม® และพานาซิล® พบการปรากฏ        

ของเส้นที่ไม่ต่อเนื่องไม่ผ่านตามข้อกำ�หนดของมาตรฐาน
ทุกชิ้น แต่พบว่า วัสดุพิมพ์ปากอิมพิกุม™ผ่านเกณฑ์ตาม
มาตรฐานกำ�หนดได้คิดเป็น ร้อยละ 90 อย่างไรก็ตาม     
ยังพบตำ�หนิบนรอยพิมพ์ท่ีผ่าน และไม่ผ่านเกณฑ์บน    
รอยพิมพ์ซึ่งมีขนาดเล็กและใหญ่ครอบคลุมพื้นที่ดังแสดง
ในตารางที ่4 โดยคา่เฉลีย่ของพืน้ทีข่องตำ�หนทิีเ่กดิขึน้พบ
ในสภาวะการพมิพเ์ปียกมากกวา่สภาวะชืน้ และพบตำ�หนิ
เกดิขึน้มากท่ีสดุในรอยพิมพ์พานาซิลท่ีพิมพ์ในสภาวะเปยีก 
ไม่พบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยของพ้ืนที่ของตำ�หนิ         
ที่เกิดขึ้นบนรอยพิมพ์ทั้งสามกลุ่มในสภาวะเดียวกัน และ
ผลการวิจัยพบว่า พ้ืนท่ีของตำ�หนิท่ีเกิดขึ้นพบสูงสุด         
คิดเป็นร้อยละไม่เกินร้อยละ 1.1 (ตารางที่ 4)



    	      Vimonkittipong 2016 	  119

	 วัสดุพิมพ์ปากอีลาสโตเมอร์ทุกชนิดเกิดการ
เปลี่ยนแปลงเสถียรภาพขณะก่อตัวได้ด้วยปฏิกิริยา          
พอลิเมอไรซ์ซึ่งท�ำให้เกิดการเปลี่ยนแปลงการจัดเรียงตัว
ของการเชื่อมต่อกันภายในและระหว่างสายโซ่พอลิเมอร์
ขณะเกดิปฏกิริยิาพอลเิมอไรเซชนัและจะมกีารเปลีย่นแปลง
มากขึน้หากมผีลลพัธ์จากปฏกิริยิาทีท่�ำให้เกดิองค์ประกอบ
ของสารที่ระเหยได้ เช่น น�้ำหรือเอทานอลหรือการขยาย
ตัวจากการดูดน�้ำจากสภาวะแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม1 เช่น 
การขยายตัวของวัสดุพิมพ์ปากพอลิอีเทอร์จากการดูดน�้ำ
จากสภาวะแวดล้อมท่ีมีความชื้นสัมพัทธ์มากกว่าร้อยละ 
5016 หรือในอุณหภูมิที่เปลี่ยนแปลงไป16 อุณหภูมิที่       
เหมาะสมในการเก็บวัสดุพิมพ์ปากชนิดยืดหยุ่น คือ           
19 - 23 องศาเซลเซียส21 การเก็บแบบพิมพ์ในสภาวะ
แวดล้อมเหมาะสม จะสามารถเก็บแบบพิมพ์พอลิอีเทอร์
ได้ถึง 14 วัน22 ตามมาตรฐานการประเมินคุณสมบัติของ

วัสดุพิมพ์ปากชนิดยืดหยุ่นได้ก�ำหนดมาตรฐานของวัสดุ
พมิพ์ปากชนดิยดืหยุน่ทีมี่ความหนืดน้อย (low viscosity) 
ว่า เมือ่วัดรอยพิมพ์ท่ี 24 ชัว่โมงไม่ควรมค่ีาการเปลีย่นแปลง
เสถียรภาพเชิงมิติมากกว่าร้อยละ 0.513,14 จากงานวิจัยนี้
พบว่า วัสดุอิมพิกุม พานาซิลและไอเด็นเทียม ให้ค่าการ
เปล่ียนแปลงเสถียรภาพที่ 24 ชั่วโมง (∆L = L1 - L2)             
ในสภาวะแห้งและชื้นสูงสุด คือ 0.0350, 0.0184 และ 
0.0286 หรือคิดเป็นร้อยละได้จาก ∆L% = 100 (L1 - L2)/
L1 ซึง่คดิเป็นร้อยละ 0.140, 0.074 และ 0.114 ตามล�ำดับ 
ซึ่งให้ค่าน้อยกว่าค่ามาตรฐานที่ก�ำหนด จากงานวิจัยของ 
Gonclave และคณะ3 พบว่า แอดดิชันซิลิโคนเกิดการ
เปลี่ยนแปลงเสถียรภาพน้อยท่ีสุดคิดเป็นร้อยละ 0.15 
และพอลิอีเทอร์ร้อยละ 0.2 ในการทดลองน้ีพบว่า        
อิมพิกุมเป็นวัสดุพิมพ์ปากที่มีเสถียรภาพดีที่สุดหรือ           
มีการเปลี่ยนแปลงเสถียรภาพน้อยท่ีสุดเมื่อวัดการ
เปลีย่นแปลงของความยาวไม่เกนิ 1 ชัว่โมง คอื ให้ค่าเฉลีย่ 
0.0108 มลิลเิมตรและให้ค่าเสถยีรภาพทีแ่ย่สดุเช่นกนัเม่ือ

บทวิจารณ์

Table 4 Numbers of defects on impressions in moist and wet conditions 
ตารางที่ 4 จำ�นวนข้อบกพร่องและตำ�หนิที่พบบนรอยพิมพ์ เมื่อพิมพ์ในสภาวะชื้นและเปียก

Number of defective impressions (pieces)

Moist Wet

Size of defect (mm.
2
) per 

area of impression (A) 
(A = 314 mm.

2
)

Identium
N = 30

Panasil
N = 30

Impregum
N = 30

Identium
N = 30

Panasil
N = 30

Impregum
N = 30

13 to 15 mm
2

0 0 0 0 3 0

10 to 12 mm
2

0 0 0 0 3 0

7 to 9 mm
2

0 0 0 3 1 1

4 to 6 mm
2

0 0 0 2 11 17

1 to 3 mm
2

2 4 4 25 12 12

Average area (mm
2
) of 

defects on one impression

0.13 0.33 0.22 2.6 3.5 3.37

Percentage (%)

0.04 0.11 0.07 0.82 1.11 1.07

A = πr2 = (3.14x102) = 314 mm2

χ = ∑X
N

100 (χ)
314
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วัดที่ 24 ชั่วโมง คือ ให้ค่าเฉลี่ย 0.0350 มิลลิเมตร ซึ่งเป็น
รอยพิมพ์ทีถ่กูพิมพ์ในสภาวะชืน้ ซ่ึงอาจเป็นผลจากความชืน้
ที่สะสมภายในตัวรอยพิมพ์ แม้ในการศึกษาผู้ทดสอบ      
จะท�ำการเป่าลมเบา ๆ เพื่อไล่เอาละอองน�้ำที่ติดอยู่ออก
ก่อนท�ำการวดัเสถียรภาพของรอยพมิพ์ การพมิพ์ในสภาวะ
เปียกไม่ได้ถกูน�ำมาศกึษาการเปลีย่นแปลงเสถยีรภาพเชงิ
มติ ิเนื่องจากการอา่นคา่ด้วยเครื่องวดัมติวิสัดุ ไม่สามารถ
วดัค่าได้อย่างแม่นย�ำ ขาดความชดัเจนของเส้นในรอยพิมพ์ 
ซึ่งอาจส่งผลต่อค่าเสถียรภาพเชิงมิติที่คลาดเคลื่อนได้   
หากท�ำการศึกษา ในงานวิจัยจึงต้องศึกษาเสถียรภาพ    
เชิงมิติจากการสุ่มรอยพิมพ์ในสภาวะแห้งและช้ืนเท่านั้น 
และจากสถิติการทดสอบความแปรปรวนแบบสองทาง   
ไม่พบความแตกต่างของเสถียรภาพบนรอยพมิพ์ในสภาวะ
แห้งและชื้น เช่นเดียวกับงานวิจัยของ Walker23 ที่พบว่า 
การพิมพ์ปากในสภาวะที่มีความชื้น ไม่มีผลต่อการ
เปลี่ยนแปลงเสถียรภาพเชิงมิติของวัสดุพิมพ์ปากของ     
พอลอิเีทอร์และพอลไิวนลิไซลอคเซน จากการเปรยีบเทยีบ
ระยะความยาวบนรอยพิมพ์ที่ 24 ชั่วโมงและ 1 ชั่วโมง 
พบว่ามีความแตกต่างกันทางสถิติ แสดงว่าปัจจัยเรื่อง
ของเวลามีผลต่อการเปลี่ยนแปลงเสถียรภาพเชิงมิติ          
ซึ่งแม้ว่าการเปลี่ยนแปลงนั้นไม่เกินค่ามาตรฐานก�ำหนด
ซึ่งก�ำหนดให้วัดที่ 24 ช่ัวโมง แต่ในการศึกษาต่อไปควร
ศึกษาในช่วงเวลาท่ีมากขึ้นเพ่ือหาเวลาที่เกิดการ
เปลี่ยนแปลงเกินมาตรฐานก�ำหนดเพ่ือหลีกเล่ียงสภาวะ
การทิ้งวัสดุพิมพ์ปากเกินช่วงเวลา จากงานวิจัยการคง
เสถยีรภาพเชงิมติขิองวสัดพุมิพ์ปากพอลไิวนลิไซลอคเซน
อเีทอร์จากการวัดในแบบพิมพ์ปนู12 พบว่า มกีารเปลีย่นแปลง
ใกล้เคยีงกบัแอดดชินัซิลิโคนเม่ือเก็บรอยพมิพ์ไว้ 1 สปัดาห์
และมกีารเปลีย่นแปลงไม่ต่างจากวัสดพุมิพ์ปากพอลอิเีทอร์
เมื่อเก็บไว้ 2 สัปดาห์ และวัสดุจะมีความแม่นย�ำที่สุดเมื่อ
เทแบบทันที12,19 แม้ในงานวิจัยนี้จะพบความแตกต่างของ
เสถียรภาพเชิงมิติที่เปลี่ยนแปลงในวัสดุทั้ง 3 ชนิด           
เม่ือเก็บรอยพิมพ์ 24 ชัว่โมง แต่ขนาดของการเปลีย่นแปลง
เป็นคา่ทีย่อมรับได้ในคลนิิกคือ มชีอ่งว่างบริเวณขอบของ
ครอบฟัน (marginal gap) น้อยกว่า 100 - 150 ไมครอน24,25 
แต่ในงานวิจยัพบว่า การพมิพ์ในชัว่โมงแรกให้ค่าเสถยีรภาพ

ทีด่กีว่าเมือ่ 24 ชัว่โมง เช่นเดยีวกับงานวิจยัก่อน12,19 คณุสมบตัิ
เร่ืองความสามารถของวัสดุพิมพ์ปากในการลอกเลียน   
รายละเอยีดของฟันทีท่นัตแพทย์กรอแต่งก็เป็นคณุสมบตัิ
ทีม่คีวามส�ำคญัทีท่�ำให้ครอบฟันมคีวามแนบสนทิ เนือ่งจาก
วัสดุพิมพ์ปากควรมีความสามารถในการเก็บรายละเอียด
ของเส้นสิ้นสุด (finishing line) บนตัวฟันหลักได้ ซึ่งเป็น
ต�ำแหน่งของการวางขอบของครอบฟันให้มีความแนบสนทิ
กับฟันหลัก และตามมาตรฐานของทันตแพทย์สมาคม
อเมริกา13 และตามมาตรฐานข้อก�ำหนดวัสดุพิมพ์ปาก14  
ได้ก�ำหนดว่า มาตรฐานของวัสดุพิมพ์ปากจะต้องสามารถ
ลอกเลียนรายละเอียดได้อย่างน้อย 25 ไมครอน โดยวัสดุ
พิมพ์ปากชนิดความหนืดน้อยและปานกลาง ควรมีความ
สามารถในการลอกเลียนรายละเอียดของพื้นผิวที่มี       
ความกว้างของเส้นที่มีขนาด 0.020 มิลลิเมตรได้ ซึ่งเป็น
ขนาดของเส้นทีอ่ยูบ่นแบบพมิพ์ต้นแบบ และหากปรากฏ
ให้เห็นความต่อเนื่องของเส้นสองในสามเส้นถือว่า            
วัสดุสามารถลอกเลียนรายละเอียดได้ผ่านตามเกณฑ์       
ในทางทฤษฎี26 การพิมพ์ปากครั้งสุดท้ายเพ่ือให้ได้            
รายละเอยีดของเส้นสิน้สดุทีช่ดัเจน วสัดพุมิพ์ปากควรถกู
พมิพ์ในสภาวะแห้งปราศจากความชืน้ ปัจจบุนัผูผ้ลติวสัดุ
พิมพ์ปากจะมีการเติมสารลดแรงตึงผิวที่ไม่มีประจุ       
(nonionic surfactant) เช่น โนนิลฟีนอคซีพอลิเอทอคซี
เอทานอล (nonylphenoxy polyethoxyethanol)      
ลงไปในวัสดุพิมพ์ปากหลายชนิด26,27 เพื่อลดมุมสัมผัสที่
กระท�ำต่อผิว (contact angle) ปรับปรุงความสามารถ
ของวสัดใุห้มคีวามสามารถของของเหลวในการรกัษาหน้า
สัมผัสกับพื้นผิวที่มีน�้ำ (wetting) ได้ดี ซึ่งเรียกว่า ไฮโดร 
ฟิลกิ (hydrophillic) เพือ่ให้วัสดพุมิพ์ปากสามารถเข้าใกล้
ในการสัมผัสกับฟันและเนื้อเยื่อมากที่สุด เพื่อประโยชน์
ในการลอกเลียนรายละเอียดของพื้นผิวได้ดีขึ้นและเกิด 
ข้อบกพร่อง (defect) หรือต�ำหนิบนรอยพิมพ์น้อยที่สุด
บนรอยพิมพ์วัสดุพิมพ์ปากตามอุดมคติควรมีคุณสมบัติ   
ไฮโดรฟิลิกท้ังก่อนและหลังการก่อตัว คุณสมบัติไฮโดร    
ฟิลกินัน้มอีทิธพิลกบัวสัดุพมิพ์ปากได้ 2 สภาวะ คอื สภาวะ
ทีว่สัดพุมิพ์ปากยงัไม่เกิดการพอลเิมอไรเซชนั ซึง่จะน�ำพา
ให้วัสดุพิมพ์ปากสามารถเข้าไปใกล้ผิวฟันและเนื้อเยื่อได้ 
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และสภาวะทีว่สัดุพิมพ์ปากมกีารก่อตวัแล้วซึง่ท�ำให้การเท
แบบจ�ำลองปูนท�ำได้โดยปราศจากฟองอากาศในเนื้อปูน          
ซึ่งท�ำให้การครอบฟันในห้องปฏิบัติการมีประสิทธิภาพ
และแม่นย�ำ28 การประเมินลักษณะไฮโดรฟิลิกสามารถจะ
ศกึษาจากต�ำหนทิีเ่กดิขึน้บนรอยพมิพ์ และจากแบบปูนที่
ถกูพมิพ์ หากค่ามุมสมัผสัซ่ึงเป็นมุมท่ีเกดิจากผวิสมัผสักบั
รอยพมิพ์น้อยกว่า 90 องศาเซลเซยีส วสัดจุะแสดงความเป็น         
ไฮโดรฟิลิก29 โดยพบว่า วัสดุพิมพ์ปากพอลิอีเทอร์แสดง 
ค่ามมุสมัผสัน้อยทีส่ดุคอื 35.2 องศาเซลเซยีส รองลงมาคอื            
พอลิไวนิลไซลอคซีน ซึ่งได้ 60.830 คุณสมบัติไฮโดรฟิลิก
เป็นคุณสมบัติท่ีมีความส�ำคัญระหว่างกระบวนการพิมพ์ 
เนื่องจากช่วยท�ำให้วัสดุไหลแผ่และเข้าไปใกล้แนบติดกับ
ส่วนของตวัฟันและเหงอืกซึง่อาจมบีางส่วนมกีารปนเป้ือน
จากความชื้น เช่น เลือด น�้ำลาย และน�้ำ เมื่อวัสดุพิมพ์
ปากมีความเป็นไฮโดรฟิลิก น�้ำหรือความชื้นจะเป็นตัวดึง
ให้วัสดุพิมพ์ปากมายึดติดกับพื้นผิวได้ หากวัสดุพิมพ์ปาก
มีลักษณะไฮโดรโฟรบิก (hydrophobic) หรือสภาวะ         
ไม่ชอบน�้ำ วัสดุจะสร้างหยดน�้ำเล็ก ๆ ซึ่งสุดท้ายจะท�ำให้
เกิดฟองอากาศบนรอยพิมพ์และเกิดช่องว่างหรือรูบน
แบบปูนที่เทจากรอยพิมพ์ ซึ่งหากพบต�ำหนิจากช่องว่าง
บรเิวณขอบจดุสิน้สุดของครอบก็ส่งผลต่อความแนบสนิท
ของครอบ15 จากการศึกษาเปรียบเทียบคุณสมบัติไฮโดร 
ฟิลิกที่เกิดข้ึนก่อนและหลังก่อตัวของวัสดุพิมพ์ปากพอลิ
อีเทอร์เปรียบเทียบกับพอลิไวนิลไซลอคเซนหลายยี่ห้อ  
พบว่า รอยพิมพ์และแบบปูนที่เทแบบจากวัสดุพิมพ์ปาก
พอลิอีเทอร์มีการเกิดรูพรุนน้อยที่สุดและพบว่า                 
พอลิอีเทอร์สามารถให้รายละเอียดของรอยพิมพ์ได้ดีกว่า
ไวนิลพอลิไซลอคเซนในสภาวะที่ชื้น29 การศึกษาของ 
Takahashi และ Finger15 พบว่าวัสดุพิมพ์ปากแอดดิชัน
ซิลิโคน และพอลิอีเทอร์นั้นสามารถพิมพ์ได้ดีในสภาวะที่
มีความชื้นปานกลางมีการศึกษา10 แนะน�ำว่าควรใช้        
พอลิอีเทอร์เมื่อต้องพิมพ์ในสภาวะที่ควบคุมความชื้น      
ได้ยาก อย่างไรกต็าม ความชืน้ท่ีมากเกินไปอาจเป็นปัญหา
ต่อการลอกเลียนรายละเอียดได้ จากงานวิจัยนี้พบว่า     

เมือ่น�ำเกณฑ์การปรากฏของเส้นทีต่่อเนือ่งมากกว่าสองใน
สามเส้น พบว่าวัสดุพิมพ์ปากทั้งสามชนิดสามารถให้    
รอยพิมพ์ที่ชัดเจนทุกชิ้นงานเม่ือพิมพ์ในสภาวะแห้ง         
แต่ในสภาวะช้ืนมีเพียงรอยพิมพ์ของวัสดุอิมพิกุมที่พบ   
ชิ้นงานทุกช้ินผ่านเกณฑ์และในการพิมพ์สภาวะเปียก   
อิมพิกุมเป็นวัสดุชนิดเดียวที่ผ่านตามเกณฑ์ (จ�ำนวน      
ร้อยละ 90) แม้จะพบว่ารอยพิมพ์จะมีต�ำหนิบ้างซึ่งคิด
เป็นร้อยละ 1 ของพืน้ที ่ในสภาวะชืน้วสัดพุมิพ์ปากไอเด็น
เทียมให้การลอกเลียนรายละเอียดได้ดีกว่าพานาซิลเมื่อ
เปรยีบเทียบจากจ�ำนวนร้อยละของการปรากฏเส้นต่อเนือ่ง
มากกว่าสองในสามและเกิดร้อยละของการเกิดต�ำหนิ     
บนรอยพมิพ์ แต่การพิมพ์ในสภาวะเปียกวสัดทุัง้สองชนดิ
ไม่สามารถให้รอยพิมพ์ที่ผ่านเกณฑ์ แม้ว่าจะมีร้อยละ   
การเกิดต�ำหนิไม่แตกต่างกัน แต่การไม่มีชิ้นตัวอย่างใด 
ผ่านเกณฑ์ย่อมแสดงให้เห็นถึงความสามารถของวัสดุใน
การลอกเลียนรายละเอียด อย่างไรก็ตามยังมีอีกหลาย
ปัจจัยที่มีผลต่อการลอกเลียนรายละเอียดของวัสดุ เช่น 
ความชื้นความหนืดของวัสดุ การผสมวัสดุ (handling 
properties) ทฤษฎีการไหลของวัสดุ (rheological    
theory) และความลกึในการผ่านได้ของวสัดุทีเ่ป็นของเหลว
ระหว่างกระบวนการพอลเิมอไรเซชันซ่ึงต้องท�ำการศกึษา
ต่อไป ดังนั้นในงานวิจัยในอนาคตอาจต้องท�ำการศึกษา
ความสามารถของวัสดุพิมพ์ปากพอลิไวนิลไซลอคเซน
อีเทอร์ในคุณสมบัติอื่น ๆ ทางอุดมคติหรือมีข้อก�ำหนด
ตามมาตรฐานการรบัรองคณุภาพโดยเปรยีบเทยีบกบัวสัดุ  
พิมพ์ปากในกลุ่มที่เป็นที่นิยมและเป็นที่ยอมรับในคลินิก 
และอาจต้องศึกษาวัสดุพิมพ์ปากพอลิไวนิลไซลอคเซน
อีเทอร์ในยี่ห้ออื่นที่เริ่มเข้ามาจ�ำหน่ายในประเทศไทย 
นอกจากนี้อาจต้องพัฒนาการทดลองให้เลียนแบบกับ
ลักษณะช่องปากหรือการใช้งานของวัสดุในทางคลินิก   
มากขึ้น เช่น การทดสอบการลอกเลียนรายละเอียดกับ  
ผิวเนื้อฟัน หรือการใช้สารซึ่งมีคุณสมบัติของสารคัดหล่ัง
ของร่างกายซ่ึงจ�ำลองสภาพในช่องปากมคีวามเหมอืนจริง
มากกว่าการใช้น�้ำ30
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Effect of Herbal Toothpaste Containing Piper betle, Psidium  
guajava and Garcinia mangostana on Dental Plaque and             
Gingivitis

	 The aim of this randomized controlled clinical study was to compare the efficacy of herbal 
toothpaste containing Piper betle, Psidium guajava and Garcinia mangostana with fluoridated           
toothpaste in the reduction of dental plaque and gingival inflammation. Fifty one healthy participants 
were randomly allocated to one of two groups, the control group (fluoridated toothpaste) and the 
test group (herbal toothpaste). The enclosed label toothpastes and new soft bristled toothbrushes 
were distributed to each participant according to their groups. All participants were instructed to 
brush their teeth with assigned toothpaste for 2 minutes, 2 times a day for 4 weeks. The plaque index 
and gingival index were examined and recorded on the first day (baseline), 14th day and 28th day 
(endpoint). The plaque index and gingival index scores were decreased statistically significant in both 
groups at the end of the study period (p < 0.05). However, these parameters were not statistically 
significant different between the groups.
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	 Plaque-induced gingivitis is an inflam- 
mation of the gingival tissues resulting from  
dental biofilm located at the gingival margin.      
If it left untreated with time, the inflammation 
may progress and eventually involve the entire      
periodontal attachment apparatus of the             
affected teeth.1-3 Although, it has been shown 
that gingivitis is reversible and the progression to 
be periodontitis is not predictable, the prevention 
of gingivitis in the population is still the first step 
toward preventing periodontitis.4

	 The mechanical plaque control is an 
effective method of controlling supragingival 
dental biofilm and gingival inflammation.               
To achieve sufficiently low levels of the dental 
biofilm, the antimicrobial toothpastes as an    
adjunct to tooth brushing are being used to   
improve the efficacy of self-performed                   
mechanical tooth brushing method.5 In addition, 
various herbal toothpastes are being marketed 
and have been used as adjunctive agents to 
prevent the gingival inflammation and dental 
biofilm accumulation.6-8

	 In Thailand, the local herbal ingredients 
are used in commercial toothpaste such as    
Piper betle, Psidium guajava and Garcinia       
mangostana. The microbiologic and experimen-
tal studies demonstrated that Piper betle extract 
can inhibit the adherence of dental plaque by 
reduction of dental pellicle formation on the 
tooth surface. It also increases hydrophobicity of 
the bacterial cell membrane resulting in decreased 
adherence to the acquired pellicle9,10 Furthermore, 
the experimental study of Piper betle and       

Psidium guajava extract revealed that the          
biological activities possessed by these extracts 
collectively contribute to their positive                   
antimicrobial effects on the early plaque             
bacteria as S. sanguinis, S. mitis and Actinomyces 
sp.11 According to the clinical trial of the gel form 
of Garcinia mangostana, there was a significant 
reduction in theperiodontal pocket depth in 
periodontitis patients.12 Besides, the herbal  
mouthwash containing pericarp of Garcinia     
mangostana demonstrated the reduction of 
volatile sulfur compound (VSC) in gingivitis        
patients.13  Anyway, there is unavailable scientific 
document about the effect of herbal toothpaste 
containing Piper betle, Psidium guajava and   
Garcinia mangostana in plaque control and  
reduction of gingival inflammation.
	 The primary purpose of this study was to 
compare the efficacy of herbal toothpaste       
containing Piper betle, Psidium guajava and             
Garcinia mangostana and fluoridated toothpaste 
in the plaque control. The secondary purpose 
was to compare the efficacy of the herbal       
toothpaste and fluoridated toothpaste in the 
reduction of gingival inflammation.

Introduction

	 The ethical approval of the study was 
provided by the Ethical Committee Board of 
Rangsit University (RSEC 04/2556). Participants’ 
age between 18 - 35 years, non-smoker and in 
good general health were enrolled in this study. 
All of the participants were given both verbal 
and written information of the study and signed 
a consent form. The participants were selected 
on the basis of having mild to moderate gingival 

Materials and methods
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inflammation. Thus, the inclusion criteria were 
defined as a whole mouth pre-brushing plaque 
index scores14 > 1.95 and gingival index15 > 0.95 
at the baseline. Participants must have no fixed 
or removable orthodontic appliance or removable 
partial denture. They all had at least 20 teeth 
which no large dental caries. The exclusion     
criteria included a medical condition with the 
history of antibiotic therapy or anti-inflam-          
matory medications less than 1 month before 
the study. The participants had to refrain from 
any non-emergency dental care including          
prophylaxis during the study.
	 Prior to start this clinical trial, a single 
examiner who had an experience in periodontal 
investigation performed a pilot examination of 
periodontal indices used in this study. During the 
study period, the random allocation of participants 
was generated and blinded from the examiner. 
Every one of ten participants was repeated the 
periodontal examination in each time point. The 
intra-class correlation coefficient test was           
calculated for overall. The following indices were 
recorded from the buccal and lingual aspects of 
each tooth.
	 1. The gingival index14 (Löe and Silness, 
1963): score 0 - 3
	 2. The plaque index15 (Tureskey modifica-
tion of the Quigley-Hein index, 1970): score 0 - 5
	 A randomized controlled clinical trial was 
performed in parallel group for 28 days home 
use protocol. Fifty one participants who fulfilled 
the entry criteria were randomly allocated in 2 
groups by simple random sampling method. Each 
participant used the soft bristled toothbrush 
(Systema®, the original, Lion Corporation) and 

they were also allowed to use dental floss during 
the study. The assigned toothpastes with enclosed 
label were distributed to each participant as 
following:
	 - Control group: fluoridated toothpaste 
(containing active ingredients as 1,000 ppm      
sodium monofluorophosphate 0.76 %, Colgate®, 
Colgate-Palmolive)
	 - Test group: herbal toothpaste (contain-
ing active ingredients as Piper betle, Psidium 
guajava and Garcinia mangostana, Abhaibhubejhr®)
	 All of the participants were instructed to 
brush for 2 minutes twice a day, in the morning 
and before bedtime. They were demonstrated 
to squeeze 1 cm (approximate 1.2 g) of toothpaste 
across the bristle of the toothbrush. During the 
28 days of this study, the participants were asked 
to refrain from using other tooth cleaning          
procedures or oral hygiene product. Instruction 
brochure and appointment card with contact 
number were given to all participants in case of 
any doubt or if they experienced any adverse 
effect from the toothpaste

Data Analysis

The indices were recorded for each participant 
in 3 phases.
	 1. Baseline: day 0
	 2. After the  initial use of the toothpaste: 
14th day 
	 3. End point: 28th day 
	 A whole mouth gingival index and plaque 
index, a buccal and a lingual score were              
calculated. The normality of data distribution 
was assessed with Kolmogorov-Smirnov test and 
the homogeneity of variance was tested with 
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Levene's test. The paired t-test and the indepen-
dent sample t-test were used for the comparisons 
within the groups and between groups in all three 
phases.

Results

	 Fifty one (29 males and 22 females) of 
the initial 66 participants completed the 28 days 
study period. There were fifteen participants 
drop-out throughout this trial. Three individuals 
were contacted but declared, they were "too 
busy" or "didn’t have time" to come to the 28th 
day exam, seven had discomfort using the     

herbal toothpaste, one had sinus tract opening 
in his mouth due to pulpal disease and four 
discontinued using the toothpaste by themselves. 
The drop-out subjects were examined and        
received a prophylaxis, but the pertaining data 
were not included in the statistical analyses. 
	 Table 1 shows the mean age and gender 
in the test group (N = 25) and control group       
(N = 26). The mean age of the control group was                  
25.27 ± 5.33 and 27.16 ± 7.05 in test group.   
There was no significant difference between the 
groups with regard to age (p = 0.46) and gender                  
(p = 0.284).

Table 1 Gender and means age of the participants in both groups

Table 2 Mean of Whole mouth plaque index score and comparisons within and between the groups
            at baseline, 14th day, and endpoint

Groups
Gender

Mean age
Female (N) Male (N)

Test group 12 13 27.16 ± 7.05

Control group 10 16 25.27 ± 5.33

PI score
Whole mouth
(Mean ± SD)

Herbal toothpaste
N = 25

Fluoridated toothpaste
N = 26

p (***)

Baseline 2.61 ± 0.71 2.74 ± 0.80 0.54

14th day  2.17 ± 0.67*  2.30 ± 0.65* 0.50

p (*) < 0.001 < 0.001

	 The mean PI of the control group and 
the test group at baseline, 14th and 28th days were 
shown in Table 2. The whole mouth PI                   
significantly decreased from baseline toward the 

endpoint in both groups (p < 0.05). However, 
there was no significant difference between the 
groups.
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Table 3	Means of Gingival index score and comparisons within and between the groups at baseline,  
	 14th day and endpoint

Table 2	Mean of Whole mouth plaque index score and comparisons within and between the groups  
	 at baseline, 14th day, and endpoint (continue)

PI score
Whole mouth
(Mean ± SD)

Herbal toothpaste
N = 25

Fluoridated toothpaste
N = 26

p (***)

Endpoint 2.05 ± 0.67** 2.14 ± 0.63** 0.62

p (**) < 0.001 < 0.001 0.50

	 Table 3 presented means of gingival index 
score and comparisons between the groups at 
baseline, 14th and 28th day (endpoint). The gingival 
index scores significantly decreased in the test 

Significant p < 0.05: * = pair sample t-test at baseline and 14
th
 day, ** = pair sample t-test at baseline and endpoint, *** = indepen-

dent sample t-test

Significant p < 0.05:  * = pair sample t-test at baseline and 14
th
 day, ** = pair sample t-test at baseline and endpoint, *** = indepen-

dent sample t-test

and the control groups, but the comparison 
between the groups revealed no statistical       
difference.

GI score
Whole mouth
(Mean ± SD)

Herbal toothpaste
N = 25

Fluoridated toothpaste
N = 26

p (***)

Baseline 1.76 ± 0.38 1.81 ± 0.39 0.63

14th day 0.81

p (*) < 0.001 < 0.001

Endpoint 0.87

p (**) < 0.001 < 0.001

1.52 ± 0.25*

1.46 ± 0.23*

1.53 ± 0.23*

1.44 ± 0.26*
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Discussion

	 Nowadays, the interest in alternative 
toothpaste based on plant extracts has increased. 
Previous in vitro studies shown the antimicrobial 
properties of several of herbal extracts.9-13         
However, there are limited clinical studies        
available regarding the efficacy of herbal          
toothpastes. This randomized controlled clinical  
trial aimed to compare the efficacy of containing 
Piper betle, Psidium guajava and Garcinia          
mangostana with fluoridated toothpaste on 
reduction of dental plaque and gingival                  
inflammation. The results demonstrated that 
plaque index and gingival index scores at            
baseline, 14th day and 28th day (endpoint) were                        
statistically significant decreased in both groups 
of herbal toothpaste and the conventional      
fluoridated toothpaste, but the statistical            
difference between groups was not found. This 
is in accordance with the previous clinical study 
by Ozaki et al.16, which assessed the efficacy of 
herbal toothpaste on the reduction of plaque 
and gingivitis for 28 days. The herbal toothpaste 
containing active ingredients as chamomile,  
Echinacea, sage, myrrh and peppermint oil    
(Parodontax®) was compared to the positive 
control group usage the fluoridated toothpaste 
with tricosan.16 They reported a significant            
reduction in plaque index and gingivitis in both 
groups, but there was no statistically significant 
difference between the groups. This is in          
agreement with the studies by Saxer et al.17, 
Mullaly et al.18 that the plaque index and gingival 
index were significantly reduced in the                 
herbal-based toothpaste (Parodontax®), as well 

as in the conventional toothpaste group, but 
there were no statistically significant difference 
was found between the groups. Pannuti                   
et al.19 performed a 21-day clinical study to      
evaluate the effect of herbal toothpaste          
(Parodontax®) and the standard toothpaste.     
Although, the result showed no significant          
reduction in plaque index within groups, but the 
herbal toothpaste product provided a significant 
reduction in gingivitis. Another herbal toothpaste 
study by George et al.20, presented that the  
herbal toothpaste containing eucalyptus and 
lemon extracts (Colgate® herbal) to be as              
effective as the non-herbal toothpaste in the 
reduction of gingivitis. Jayashankar et al.21                     

compared the efficacy between the mixture of 
Indian herbal toothpaste (Sudantha®) and           
placebo in terms of reduction on plaque index, 
bleeding on probing and probing depth. The 
result demonstrated that the evaluated                  
parameters were decreased significantly within 
herbal toothpaste group at 4, 8 and 12 weeks 
when compared to baseline, but the placebo 
group did not show any statistically significant 
improvement in all parameters.
	 Various clinical trials demonstrated the 
comparable effect of herbal toothpaste to      
conventional fluoridated toothpaste as mentioned 
above. The active ingredients in herbal toothpaste 
are claimed as anti-inflammatory effects, while 
the major property of fluoridated toothpaste is 
to prevent dental caries. As the reason of standard 
oral care, the control group in this study was 
allocated to use the fluoridated toothpaste.       
At the end of this study, the plaque index and 
gingival index score were decreased statistically 



130	 J DENT ASSOC THAI VOL. 66 NO. 2 APRIL - JUNE 2016

significant within both groups. The reason might 
be the benefit of mechanical plaque control 
combined with toothpaste. Thus the reduction 
of gingival inflammation was the consequence 
from the mechanical plaque control resulting in 
reduction of dental plaque.
	 In this study, seven participants had some 
discomfort after brushing with the assigned       
herbal toothpaste. They were advised to disuse 
the product at once and the oral examination 
were performed by the investigator. The oral sign 
and symptom were recorded including mucosal 
redness, dry mouth and alteration of taste      
sensation. After cessation of toothpaste, the 
unpleasant effects disappeared. These effects 
might be the allergic effects from the toothpaste 
ingredients. The review study by Zirwas and Otto22 
demonstrated that the most common allergen 
was the flavoring agents, especially cinnamon, 
spearmint, peppermint carvone and anethole. 
The fifth most common allergen is the parabens 
which be used as preservatives in many over the 
counter products. The herbal toothpaste used 
in this study contains methylparaben and          
propylparaben, which might cause the allergic 
reactions. While, the fluoridated toothpaste is 
paraben free. Nevertheless, these participants 
were not received the allergic test, thus the 
conclusion of allergy was still unclear.
	 Many clinical trials used multiple              
examiners to help collect data. In those situations, 
examiners need to be trained systematically and 
calibrated with each other to be a standard   
examiner. The reason that this study was carried 
out by one examiner was to avoid inter-                
examiner variable. Repetition measurement and 

intra-class correlation coefficient test (ICC) were 
also performed to assess the intra-examiner  
reliability. The present study demonstrated an 
overall ICC as 0.78 which is acceptable, but the 
ICC in each time point was not presented. The 
lacking of inter-observational due to single        
examiner might be the weakness point of present 
study. Moreover, using only one examiner is time 
consume and difficult in schedule arrangement.
	 In conclusion, the herbal toothpaste and 
the fluoridated toothpaste are effective in          
reduction of dental plaque and gingivitis, although 
there is no additional benefit of the herbal 
toothpaste over the fluoridate toothpaste could 
be observed. However, with the limitations of 
this clinical study, the more sample size and            
long-term study may be required to prove the 
effectiveness of this herbal toothpaste in             
reduction of plaque and gingivitis.
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Effectiveness of Caries Infiltration and CPP-ACP Containing Paste 
on Color Change and Surface Hardness of Artificial White Spot 
Enamel Lesions

	 Initial enamel caries is characterized as a whitish colored area with subsurface porosities that 
may have progressed to a more advanced lesion. Several approaches have been proposed to        
manage the non-cavitated enamel caries at different levels. This study aimed to determine the     
color improvement and surface hardness recovery of artificial white spot lesions after two                       
conservative treatments - caries infiltration (Icon) and CPP-ACP containing paste (Tooth Mousse). 
Enamel carious lesions on extracted human premolars were created and underwent the two               
respective treatments following each manufacturer’s instructions. Groups with or without lesion  
formation, but no further treatments, were included as negative and positive controls. All specimens 
were subjected to the demineralization-remineralization pH cycles at 37 °C for 8 weeks. At                   
designated time points, the surface microhardness of the lesions was assessed using Vickers diamond 
indenter and the difference in color of the lesions to the time before treatment was evaluated using 
a spectrophotometer. The lesions were also microscopically observed from both top and                          
cross-sectional views using SEM. Parametric and non-parametric statistics were conducted to analyze 
all data at 95% confidence level. Surface hardness of the lesions decreased significantly after artificial 
enamel caries formation. Following the caries infiltration treatment, hardness value recovered           
immediately and maintained throughout the period of pH cycles, even though not be comparable 
to that of the positive control. Difference in color of the lesions could be significantly detected after 
single treatment of the resin material. On the other hand, daily application of CPP-ACP containing 
paste did not regain the surface hardness of the lesions and the color change could not be                  
significantly observed within 8 weeks of pH cycle. In conclusion, the caries infiltration is superior to 
the CPP-ACP treatment in color and surface hardness improvements of artificial white spot enamel 
lesions.
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	 Dental caries is one of the major infectious 
diseases affecting oral health, especially in      
children and adolescent populations.1,2 The    
process of dental caries is initiated by an             
accumulation of a complex microbial                     
community, termed as ‘dental biofilm’, on the 
tooth surface, subsequently creating a unique 
microenvironment. Frequent consumption of 
high-sugar diet, for example, can increase the 
acidity of such an environment, which in turn 
disrupts the homeostasis of closely packed     
bacterial plaque.2 As supported by the ecological 
plaque hypothesis, a shift in the plaque                
microflora to the high proportion of acid-             
producing (acidogenic) and acid-resistant (aciduric) 
bacteria causes the decrease of pH at the tooth 
surface and therefore, initiates the caries-           
conducive conditions.3 If the pH of interstitial 
plaque fluid falls below the critical pH of 5.2 - 5.5, 
the dissolution of enamel minerals, mainly      
apatite crystals, can occur. Conversely, once the 
pH rises above the critical pH, dissolution will 
cease. Repeated demineralization process would 
then result in a formation of enamel caries, where 
increasing intercrystalline spaces and porosities 
of enamel surface can be detected.2,3

	 Characteristics of enamel carious lesions 
comprise the subsurface body of the lesion, which 
is porous and shows high degree of                                    
demineralization and the outermost surface 
layer, which contains high mineral content.4 Thus, 
initial enamel caries is usually non-cavitated and 
detected as a subsurface demineralized zone 
underneath the intact remineralized surface. The 

clinical signs of enamel caries are the so-called 
‘white spot’ lesions due to the difference of the 
refractive indices of adjacent sound enamel and 
air or electrolytes contained in the porosities of 
the lesion.2 A greater proportion of the incoming 
light is scattered, resulting to the whitish look of 
enamel caries compared with the surrounding 
normal enamel. The white spot lesions are an 
esthetic point of concern for the patients and 
several treatment methods have been proposed 
to manage this unpleasing appearance.5-7

	 Currently, the concept of minimal            
intervention in restorative dentistry has been 
widely accepted. Initial enamel caries should be 
detected as early as possible to promote the 
remineralization before a cavitation occurs as 
well as to stop the progression of the lesions by 
conservative treatments. A number of noninvasive 
or microinvasive procedures have been introduced 
to both arrest caries progression (or further    
remineralize the lesion) and also improve the 
esthetic appearance in a suitable period of time.2 

One modality is the use of casein phosphopep-
tide-amorphous calcium phosphate (CPP-ACP) 
containing agents. CPP-ACP nanocomplexes are 
milk-derived compounds, in which amorphous 
calcium phosphate is stabilized. CPP-ACP has 
been shown to reduce demineralization and 
promote remineralization of initial carious lesions 
by elevating the level of free calcium and       
phosphate ions at the tooth surfaces.8 Also,  
clinical studies have confirmed the efficacy of 
CPP-ACP containing paste in reducing the area 
of enamel white spot lesion after daily application 
for 4-12 weeks.6,7

	 Another conservative approach for the 

Introduction
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treatment of initial lesions is the caries infiltration. 
This technique aims to arrest the progression of 
the initial enamel caries by filling up the              
subsurface porosities of the lesions with a low- 
viscosity, light-curing material, so-called resin 
infiltrants.9 The conjugated features would block 
the diffusion pathways for acids to further dissolve 
the mineral contents of enamel, hence                
preventing the progression of caries.10 Moreover, 
caries infiltration of the initial enamel lesions is 
also useful for esthetic reasons. As the infiltrant 
has a visual appearance similar to normal         
enamel with the relatively slight difference      
between both refractive indices, light scattering 
at the surface can be modified and the white 
spot lesions can, therefore, be masked and     
become less noticeable.5,9,11

	 Regarding the previous information, the 
use of either CPP-ACP or caries infiltration       
treatment is likely to potentially protect the 
enamel caries from further acid challenge and                      
esthetically improve the appearance of the     
lesions. As there is still no literature comparing 
the effectiveness of both strategies, it is               
noteworthy to investigate such benefits of these 
two conservative approaches. The aims of this 
in vitro study, therefore, were to assess the 
masking ability on artificial white spot lesions by 
means of CPP-ACP remineralizing paste and the 
caries infiltration technique and also to evaluate 
the protective capability of both treatments to 
prevent the lesions from acid attack under pH 
cycle regimen. The null hypotheses were that 
there would be no difference in the color change 
and in the surface hardness of enamel white spot 

lesions, for either the use of CPP-ACP containing 
paste or caries infiltration, at different evaluating 
time points up to 8 weeks of pH cycle.

	 Figure 1 shows the overall flowchart    
illustrating the specimen preparation in the    
current observation. Intact, non-carious, non- 
restored human upper premolars extracted for 
orthodontic purposes were collected as the 
substrate with the protocol ethically approved 
by the Institutional Review Board (MU-DT/PY-IRB 
2014/DT 086). The teeth were stored in 0.1 % 
thymol solution at 4 °C and used within 6 months 
following extraction. Soft tissues and/or calculus 
were removed and the enamel surfaces were 
polished with pumice-water slurry using a rubber 
cup mounted in a slow-speed handpiece.         
Verification of enamel defects under magnification 
loupes (×3.5) was performed and the teeth with 
defects, previous demineralization or cracks were 
excluded from the study. Roots were cut at the 
cementum-enamel junction and the crowns were 
buccolingually sectioned into halves using a  
diamond blade under water coolant (IsoMet; 
Buehler, Lake Bluff, IL, USA). Each half was       
embedded in acrylic block with the proximal 
surface facing outside and then polished as little 
enamel as possible with wet 4000-grit silicon 
carbide (SiC) abrasive paper, exposing                       
approximately 1×1 mm2 flat area of the enamel 
surface. Two layers of acid-resistant nail varnish 
were coated, leaving a window of polished 
enamel surface.

Materials and methods
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Figure 1 Flowchart of specimen preparation 

1. Artificial white spot lesion formation
	 One group of the specimens was not 
processed to the formation of artificial white spot 
lesion, served as a positive control. For the      
remaining specimens, white spot lesion at the 
unprotected area was created by immersion of 
an individual in a 2 mL demineralizing solution, 
modified from Mukai and others12, containing 50 
mM acetic acid, 1.5 mM CaCl2 and 0.9 mM KH2PO4 

adjusted to pH 5.0 with 1M KOH, at 37 °C for 14 
days. After the period, the specimens were       
removed from the solution, rinsed with distilled 
deionized water (DDW) for 1 min and blot dried 
with absorbent paper. To produce a naturally 
mimicking surface layer of white spot lesions, the 
demineralized specimens were individually placed 
in a 2 mL remineralizing solution12 containing 1.5 
mM CaCl2, 0.9 mM KH2PO4, 130 mM KCl and 20 
mM HEPES adjusted to pH 7.0 with 1M KOH, at 

37 °C for further 7 days, then again rinsed           
thoroughly with DDW after immersion. The pH 
was periodically monitored using a pH meter 
(Orion 3-Star; Expotech USA, Houston, TX, USA), 
and the respective solutions were renewed    
daily after each immersion.

2. Treatments of the artificial white spot lesion
	 One group of the specimens with artificial 
white spot lesions was left untreated, served as 
a negative control. The remaining specimens 
after lesion formation were randomly treated by 
either resin infiltration material (Icon; DMG,    
Hamburg, Germany) or CPP-ACP containing paste 
(Tooth Mousse; GC Corporation, Tokyo, Japan) 
following each manufacturer’s instructions.     
Caries infiltration was done to the lesions only 
one time prior to the pH cycle as described  
below, while the CPP-ACP containing paste was 
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applied before the remineralization step of the 
pH cycle process at each day. The materials used, 

compositions and treatment procedures are 
listed in Table 1.

Table 1 List of materials used in the study

Material Compositions Treatment procedures

Resin infiltration material - Icon Icon-Etch: 15-20% hydrochloric acid

Icon-Dry: 99% ethanol

Apply Icon-Etch and leave undisturbed for 
2 min; remove using high-power suction 
and rinse thoroughly with air-water spray 
for 30 s.

(DMG, Hamburg, Germany) Icon-Infiltrant: TEGDMA-based resin, 
initiators, stabilizers

Apply Icon-Dry for 30 s and dry for 5 s. 
(repeat the etching process if the white 
spot lesions are still visible after the 
application of Icon-Dry)

Apply Icon-Infiltrant and let set for 3 min; 
remove excess material with microbrush 
and light-cure for 40 s; reapply and leave 
for 1 min; light-cure for 40 s; gently finish 
the surface using Astropol polishing 
system.

CPP-ACP containing paste - Tooth Mousse

(GC Corporation, Tokyo, Japan)

Recaldent
®
 CPP-ACP, glycerol, D-sorbitol, 

water, sodium carboxymethyl cellulose, 
propylene glycol, xylitol, sodium saccha-
rine, phosphoric acid, guar gum, silicon 
dioxide, titanium dioxide, zinc oxide, 
ethyl paraben, butyl paraben, propyl 
paraben

Apply 0.01 g of CPP-ACP containing paste 
and leave in place for 5 min; wipe away 
with cotton pellet.

CPP-ACP = Casein phosphopeptide-amorphous calcium phosphate; TEGDMA = Triethylene glycol 
dimethacrylate

3. Regimen of pH cycle
	 Each group of the specimens - intact 
enamel (positive control), white spot lesion 
(negative control) and white spot lesions treated 
with either resin infiltration material or CPP-ACP 
paste - was subjected to a pH cycle to simulate 
the demineralizing-remineralizing cycle in the 
oral cavity. For each one-day cycle, the specimens 
were separately immersed in the demineralizing 
solution for 6 h and in the remineralizing solution 
for 18 h at 37 °C. During each change, the          
specimens were rinsed with DDW for 1 min, blot 

dried with absorbent paper and then immersed 
in the new respective solutions. The pH cycle 
process was repeatedly performed for a total of 
8 weeks.

4. Evaluation of the color change of artificial 
white spot lesion
	 Twenty specimens of each group were 
employed in this part of the study. The color of 
each specimen was measured using a                    
spectrophotometer (Spectro Shade Micro; MHT 
Italy S.p.A, Verona, Italy) at each designated time 
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point. Each specimen was rinsed, blot dried and 
the lesion color was measured immediately to 
prevent any influences from surface dehydration. 
The images were captured at the same position 
and analyzed using the software (SpectroShade 
software version 2.40; MHT Italy S.p.A). The values 
of L* (difference in lightness), a* (green-red       
coordinate) and b* (blue-yellow coordinate) were 
recorded and the color change (ΔE*) was           
calculated according to the following equation:

where ΔE* is the color difference of artificial white 
spot lesion at each of the designated evaluating 
time points (Ta), i.e., immediate after treatment 
(T1), 1 day (T2), 1 week (T3), 2 weeks (T4), 4 weeks 
(T5), 6 weeks (T6), and 8 weeks (T7) after treatment, 
to the time before treatment (T0).

5. Measurement of surface hardness
	 One hundred and fifty specimens were 
used in this part - 35 each for white spot lesion 
groups with treatments and 40 each for positive 
and negative control groups. Prior to the test, 
baseline surface microhardness was assessed to 
verify that all specimens had Vickers hardness 
number (VHN) in the range of sound enamel 
(370-420 VHN).2 The specimens were then assigned 
to each subgroup in balanced manner (4 groups 
and 8 time points, in which the same specimens 
were used at both T0 and T1 for the positive and 
negative controls). The formation of artificial white 
spot lesion, the application procedures of each 
treatment and the pH cycle regimen were        
performed as described previously. At each time 

point, the surface microhardness was determined 
using a fully automatic tester with Vickers diamond 
indenter under a microscope at ×500                     
magnification (Model ARS 9000; Future-Tech 
Corporation, Kanagawa, Japan). A load of 100 g 
was applied onto the surface for 15 s. Three 
indentations, 100 μm apart, were made and the 
average VHN was calculated to represent hardness 
value of each specimen.

6. Scanning electron microscopic (SEM)           
assessment
	 The representative specimens from each 
tested subgroup were sectioned vertically into 
halves through the middle of the area of interest. 
One half was used to observe the surface        
morphology from top view. Cut surface of         
another half was lightly polished with a series of 
increasingly finer grit-size of SiC abrasive papers, 
followed by a diamond suspension down to 1 
μm and used to microscopically inspect the 
cross-sectional view of the surface. All specimens 
were rinsed with DDW, dried, mounted on          
aluminium stubs and sputter-coated with gold, 
then examined under a scanning electron             
microscope (JSM 6610 LV; JEOL, Tokyo, Japan).

7. Statistical analysis
	 Collected data were analyzed using a 
statistical software system (SPSS 17.0; SPSS,   
Chicago, IL, USA). The central tendencies of ΔE* 
and VHN values were calculated. Non-                  
parametric Kruskal-Wallis, Wilcoxon signed-rank 
and Mann-Whitney U tests were carried out for    
analysis of the color difference within and         
between subgroups as the Shapiro-Wilk test did 
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Results

1. Color change of artificial white spot lesion
	 Line graph presenting medians, including 
the first and third quartiles, of ΔE* values between 

each evaluating time to the time before treatment 
(T0) is shown in Figure 2. Immediately after the 
caries infiltration treatment, color of the lesion 
changed significantly and was statistically            
different from other groups during the period of 
pH cycle (p < 0.001). For CPP-ACP application, 
similarity in ΔE* values to those of the negative 
control was observed (p ≥ 0.057), indicating no 
significant color change of white spot lesion after 
treatment.

Figure 2 Color differences [median ΔE* (25th/75th percentiles)] of artificial white spot lesion at each 
designated evaluating time point to the time before treatment (T0). Same lowercase          
superscript letters indicate no statistically significant difference between subgroups in the 
same row (p > 0.05). Same uppercase superscript letters indicate no statistically significant 
difference between subgroups in the same column (p > 0.05)

not assume the normal distribution of all ΔE* 
data. For hardness values, parametric One-way 
ANOVA with Dunnett’s T3 multiple comparison 
test was used since Levene’s method indicated 
heterogeneity among the variances. The               
significance level was set at p < 0.05.
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2. Surface hardness
	 Figure 3 depicts the line graph displaying 
means and standard deviations of VHN for each 
subgroup at different evaluating time points. 
Baseline enamel surface hardness was noted at 
393.8 ± 10.2 VHN. After artificial white spot lesion 
formation, VHN decreased significantly to            
approximately 37-64 VHN (p ≤ 0.002). Throughout 
the pH cycle process, daily application of CPP-ACP 
containing paste did not improve the surface 

Figure 3 Means and standard deviations of enamel surface hardness (VHN) of each subgroup at 
different evaluating time points. Same superscript letters show no statistically significant 
difference between subgroups (p > 0.05)

hardness (p ≥ 0.999), which also was statistically 
similar to that of the white spot lesion with no 
treatment at every time points (p ≥ 0.596). On 
the other hand, a single application of resin    
infiltration material immediately increased VHN 
significantly (p = 0.026) and remained stable up 
to 8 weeks of pH cycle (p ≥ 0.137); however, such 
values were not comparable to those of intact 
enamel (p < 0.001).

3. SEM assessment
	 Figure 4 represents the surface                  
characteristics and cross-sectional microstructures 
of the enamel surfaces at immediately after each 
treatment (T1). Smooth and homogenous            

surfaces were discerned for the positive control 
group (Fig. 4A and 4B). Characteristics of white 
spot lesion, i.e., surface erosion and microcavities 
(Fig. 4C), including intact surface layer and        
subsurface demineralization (Fig. 4D) could be 
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Figure 4 Representative SEM micrographs (×500 magnification) of the surface characteristics (left) 
and cross-sectional microstructures (right) of enamel surfaces at immediately after each 
treatment (T1). (A and B) Positive control group; (C and D) Artificial white spot lesion without 
treatment (Negative control group); (E and F) Artificial white spot lesion treated with resin 
infiltration material; (G and H) Artificial white spot lesion treated with CPP-ACP containing 
paste

clearly observed for the negative control group 
with lesion depth of 30-40 μm. After immediate 
application of resin infiltration material, typical 
keyhole appearance of demineralized enamel 
surface was not apparent and seemed to be 
covered with resin material (Fig. 4E). The cross- 
sectional view of white spot lesion after caries 

infiltration also showed disappearance of          
subsurface lesion (Fig. 4F), which was similar to 
what has been detected in the group without 
lesion formation. For the CPP-ACP-treated group, 
similar features as compared to the untreated 
enamel white spot lesion were shown (Fig. 4G 
and 4H).
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Figure 5 Representative SEM micrographs (×500 magnification) of the surface characteristics (left) 
and cross-sectional microstructures (right) of enamel surfaces after pH cycle for 8 weeks 
(T7). (A and B) Positive control group; (C and D) Artificial white spot lesion without treatment 
(Negative control group); (E and F) Artificial white spot lesion treated with resin infiltration 
material; (G and H) Artificial white spot lesion treated with CPP-ACP containing paste

	 Microscopic characteristics of enamel, 
both top and cross-sectional views, after pH 
cycle for 8 weeks (T7) are shown in Figure 5. In 
general, all subgroups showed similar enamel 
morphologies to those observed immediately 
after treatments. Enamel surfaces of both positive 
control and negative control groups seemed to 
not significantly alter after 8-week period of pH 

cycle (Fig. 5A-5D). Coverage of resin material to 
the artificial white spot lesions was still intact 
(Fig. 5E and 5F). For CPP-ACP application, similar 
features of both views of the lesions compared 
to those prior to the treatment were observed 
(Fig. 5G and 5H), in spite of the daily application 
of Tooth Mousse throughout the pH cycle period.
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Discussion

	 Typical characteristics of initial non-      
cavitated enamel caries are a whitish opaque 
appearance with loss of luster and micro-            
porosities at the surface, which extend deeper 
into the enamel as subsurface lesion.2 Such  
features not only affect the patient’s look,        
especially at the esthetically relevant teeth, but 
also facilitate the caries progression, even though 
the less acid-soluble surface zone is presented.2,4 
Currently, there are several approaches aimed 
to treat and prevent the caries process. The 
noninvasive and microinvasive measures are of 
interest in everyday dental practice as to promote 
maximum conservation of tooth structure and 
defer the operative intervention as long as      
possible. Casein phosphopeptide-amorphous 
calcium phosphate (CPP-ACP) remineralizing agent 
and the caries infiltration technique are two 
strategies, which claim to prevent enamel         
demineralization (or further promote                            
remineralization) and improve the teeth to their 
natural color.5-11 The results of the current            
investigation, however, clearly demonstrated that 
both approaches provided different results with 
positive outcomes derived from the caries          
infiltration. Only single application of resin        
material to the artificial enamel caries                      
immediately enhanced the surface hardness and 
improved color of the lesion compared with the 
daily use of CPP-ACP containing paste.            
Throughout the period of pH cycle for 8 weeks, 
both parameters were also maintained, wherein 
those after daily application of CPP-ACP seemed 
not to be ameliorated. The null hypotheses that 

there would be a similarity in the color change 
and in the surface hardness of enamel white spot 
lesions between the two treatments, therefore, 
were rejected.
	 The general principle behind caries         
infiltration is to penetrate the lesions with the 
low-viscosity, light-polymerizable resin material.9 
After the surface layer of enamel caries has been 
etched with hydrochloric acid gel (Icon-Etch) and 
is fully dried with ethanol (Icon-Dry), the TEGD-
MA-based resin (Icon-Infiltrant) is able to penetrate 
the lesions up to a few hundred micrometers.9,13 

Following photopolymerization, the resin seals 
the lesions externally and internally, as clearly 
observed from both views of SEM micrographs. 
Low-viscosity resin material then formed the 
diffusion barrier on and within the caries, and 
re-hardened the lesions by increasing the        
enamel surface hardness, confirming the results 
of previous investigations.14,15 However, the         
structure of TEGDMA molecule has low                  
molecular weight and is highly flexible.13,16           
Mechanical property of resin-infiltrated lesion 
would, therefore, not be comparable to that of 
the intact enamel. Nevertheless, infiltration of 
the lesions could prevent further acid                      
demineralization. Stability of enamel surface 
hardness was detected, at least during the 8-week 
period of pH cycle. It would hence affirm the 
efficacy of caries infiltration to arrest the             
progression of caries, as supported by a number 
of laboratory and clinical studies.10,14,15 Slight      
decrease of hardness value, but not statistically 
different, after a week of pH cycle might be due 
to the water softening of TEGDMA polymer     
networks.16
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	 An alternative avenue to improve the 
enamel lesion hardness is an enhancement of 
calcium and phosphate delivery, with the          
application of CPP-ACP containing paste. High 
concentrations of calcium and phosphate ions 
at the tooth surface after CPP-ACP treatment are 
freely bioavailable to diffuse down the                  
concentration gradients into enamel subsurface 
lesions, thereby promoting remineralization by 
recrystallization of existing crystal remnants.8 
However, throughout the period of pH cycle in 
this study, the surface of enamel carious lesion 
could not be strengthened despite the daily 
treatment of CPP-ACP. Typical characteristics of 
white spot lesions were still detected micro- 
scopically, which resemble those observed in 
the negative control group. These findings are 
not in agreement with the results of previous 
literature.17 The typical intact or pseudo-intact 
surface layer of initial enamel caries, which was 
created to mimic the natural carious lesion, might 
have blocked the diffusion of free calcium and 
phosphate ions into the subsurface body of the 
lesion4,18, especially if the CPP-ACP has been  
applied solely in the form of cream, rather than 
in slurry preparation as used in the former        
observations.8,17,19 Furthermore, this experimental 
study provided the absence of dental plaque, 
which is essential for the action of CPP-ACP  
molecules, no reservoir for a high concentration 
of both ions was available. It has been                   
previously claimed that sole use of CPP-ACP 
containing paste in the in vitro investigation might 
not be sufficient to demonstrate the                        
remineralizing potential of CPP-ACP.17

	 In addition to protecting the enamel  

lesions from acid challenge, esthetic improvement 
has also been a concern for the treatments of 
white spot appearance.5-7 It is clearly shown from 
the current outcomes that, immediately after 
the caries infiltration, the color of the lesion  
altered significantly. Lightness reduction was 
observed (data not shown) and the color             
difference could be noticed visually as median 
ΔE* value exceeded that considering clinically 
perceptible at higher than 3.3. Esthetic appearance 
hence can be significantly enhanced within a 
relatively short period of time. This improvement 
would confirm the masking ability of caries       
infiltration, based on the modification of light 
refraction within the enamel lesion.5,9,11 Greatly 
significant difference in color change after 1 day 
of pH cycle, however, were beyond expectation. 
It might be assumed that the resin-infiltrated 
enamel lesions would show improved appearance 
and better color mask after 1 day following 
treatment.11 Or else, it could possibly owing to 
some interactions between the resin material 
with demineralizing and remineralizing solutions 
during pH cycle regimen, even though the surface 
finishing was performed carefully to remove the 
outermost oxygen inhibition layer. Due to the 
hydrophilic nature of TEGDMA, impact on water 
sorption and discoloration during storage in 
aqueous solutions might be anticipated.16,20             

Clinically, final polishing after polymerization of 
the infiltrant material is therefore, important to 
avoid discoloration of superficial unpolymerized 
resin components.
	 On the other hand, CPP-ACP containing 
paste showed no significant influence on the 
color improvement of enamel white spot lesions. 
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Only slight difference in color change could be 
detected for the lesions in spite of the daily 
application of Tooth Mousse. Such difference 
could, however, not be noticeable (ΔE* ≤ 3.3), 
meaning that the white spot appearance was not 
significantly improved. The result is in contrast 
to what have been found in the previous clinical 
studies.6,7 As mentioned above, the sole use of 
CPP-ACP containing paste showed insufficient 
effect on enamel remineralization in the              
laboratory study.17 Color of the white spot lesions, 
therefore, may also not be recovered for similar 
reasons. The observation period of this study, 
however, was limited to 8 weeks with pH cycle 
protocols. Besides, the current regimen of acid 
challenge tends to favor the remineralizing   
model, which might influence the formation of 
intact surface layer to prevent the diffusion of 
calcium and phosphate ions.21 It is important to 
take these factors into account because the 
thickness of the outermost zone of enamel   
caries possibly affects the subsequent                     
demineralization and remineralization.4,18

	 Within the limitations of this                                   
experimental study, caries infiltration could     
stabilize the artificial enamel lesions by                    
infiltrating the subsurface porosities of the defects 
and increasing the surface hardness                                   
immediately after treatment. Enhanced                  
mechanical property of the resin-infiltrated lesions 
was maintained throughout the 8-week period 
of acid challenge. Color improvement of the 
white spot appearance was also detected          
following the single application of resin infiltration 
material. Daily treatment with CPP-ACP                 
containing paste, in contrast, was unable to regain 

the surface microhardness as well as failed to 
improve whitish discoloration of the initial        
enamel caries during pH cycle process for 8 weeks. 
Future investigations are needed to further     
elucidate these two minimal invasive treatments 
to enamel carious lesions in various conditions 
of laboratory models and most importantly in 
the clinical situations.
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