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            Abstract
          
        

        
          본 연구는 불소바니쉬에 글루타르알데하이드와 하이드록시에틸 메타크릴산(HEMA)과 같은 접착성 성분을 혼합하였을 때 Streptococcus mutans에 대한 항균의 지속성이 증가되는지를 평가하고자 하였다. 실험용 불소바니쉬(EX1)를 제작 후, EX1군에 HEMA를 혼합(EX2), 글루타르알데하이드를 혼합(EX3), HEMA와 글루타르알데하이드를 혼합(EX4)하여 접착성 성분이 들어간 불소바니쉬를 제작하였다. 직경 6 mm polyethylene terephthalate 필름 디스크에 각 실험군을 5 µL씩 적용하였고, 증류수에 넣은 후 37℃ 진탕배양기에서 각각 1시간, 3시간, 8시간, 12시간, 1일, 5일, 10일동안 보관하여 불소바니쉬가 용출되도록 하였다. 각 시간 별로 필름 디스크를 꺼내어 S. mutans균에 대한 한천배지시험을 실시하여 항균력이 지속되는지 평가하였다. 모든 불소바니쉬는 10일까지 항균 능력을 보였고, EX3군과 EX4군은 8시간에서 10일까지 유의성있게 높은 항균 능력을 보였으며, 10일에서는 EX2군과 유의성 있는 차이가 없었다. Glutaraldehyde와 HEMA 혹은HEMA 첨가 시 불소바니쉬의 항균의 지속성을 증가시킬 수 있다. 

        

        
          
            초록
          
        

        
          The purpose of this study was to evaluate the sustainability of antibacterial effect against Streptococcus mutans of experimental fluoride varnish mixed with 2-hydroxyethyl methacrylate (HEMA) and/or glutaraldehyde. Experimental fluoride varnish (EX1) was fabricated. To make fluoride varnish with adhesive materials, EX1 was mixed with 5 wt% of glutaraldehyde (EX2), 35 wt% of HEMA (EX3) or both 5 wt% of glutaraldehyde and 35 wt% of HEMA (EX4). 5 μL of each experimental group was applied to 6 mm diameter polyethylene terephthalate film discs. Disks were stored in distilled water in a shaking incubator at 37℃ for 1 hour, 3 hours, 8 hours, 12 hours, 24 hours, 5 days and 10 days. The antibacterial activities against S. mutans were evaluated by agar diffusion test with the discs at each time. The antibacterial activities were sustained up to 10 days in all groups. The antibacterial activities of EX3 and EX4 were significantly higher than other groups from 8 hours to 10 days and there were no significant differences from EX2 at 10 days. HEMA with and without glutaraldehyde can be applied to fluoride varnish to increase the sustainability of antibacterial activities.
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      서 론
      치아우식은 세계적으로 가장 흔한 만성질환의 하나로 구강 통증과 치아 상실의 주된 원인이다(1). 치면세균막 내에 있는 Streptococcus mutans (S. mutans) 등의 균은 탄수화물을 대사시켜 산을 생성하여 pH를 낮추고, 치아의 표면 법랑질의 탈회를 일으켜 치아우식증이 진행된다(2).

      불소는 치아우식 예방에 효과적인 물질로 알려져 있다(3). 불소를 이용하는 방법은 저농도의 불소 이온을 음료를 통해 복용시키는 불소이온복용법과 고농도의 불소화합물을 치아 표면에 직접 바르는 국소도포법으로 나뉜다(4). 치과진료실에서 실시되는 불소 국소도포방법으로는 산성불화인산염(Acidulated phosphate fluoride, APF) 겔을 이용한 방법, 2% 불화나트륨을 이용한 이온도입법 등이 있으며(5), 최근 불소바니쉬가 널리 사용되고 있다(6).

      불소바니쉬는 치아에 부착성이 높은 천연 레진에 불소를 결합하여 치아에 장기적으로 불소를 방출하는 물질이다(7). 시술 방법이 간편하고 겔에 비해 도포량이 적다는 장점이 있다(8). 불소바니쉬의 주된 치아우식 예방 기전은 치아와 치태 표면에서 재광화를 촉진하고 탈회를 방지하는 것이지만(9), 또한 S. mutans 성장을 억제해 산 생성을 억제하는 역할도 한다(10).

      치아 표면과 레진의 접착을 도와주는 성분으로 유기인산 에스테르, 4-META (4-methacryloxyethyl trimellitate anhydrate), NPG-GMA (N-phenyl glycine), isocyanate, HEMA, glutaraldehyde 등이 사용된다(11, 12). 이 중 2-hydroxyethyl methacrylate (HEMA)는 상아질에 대한 친화성과 침투성을 가지고 있어 상아질 접착제의 결합강도를 증가시키는 효과를 가진다(13). Glutaraldehyde는 레진 접착시스템에서 콜라겐 섬유 네트워크를 안정시키는 역할뿐 아니라 소독제와 지각과민처치제의 역할을 한다(14). HEMA와 glutaraldehyde는 주로 상아질 접착제, 상아세관을 폐쇄하는 지각과민처치제, 항균제로 응용이 되었다(15, 16) 하지만 HEMA와 glutaraldehyde와 같은 접착성 성분을 불소바니쉬에 첨가하여 지속적인 불소 방출로 인한 항균 효과의 지속성을 평가한 논문은 없었다.

      본 연구의 목적은 HEMA와 glutaraldehyde 같은 치아와의 접착성 성분을 실험용 불소바니쉬에 첨가하였을 때 시간에 따라 S. mutans에 대한 항균의 지속성이 증가되는지를 평가하고자 하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 불소바니쉬 제작
        실험용 불소바니쉬(EX1)는 45 wt% 로진(KR-610, Arakawa, Osaka, Japan)과 5 wt% NaF (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)을 50 wt% Ethanol (absolute, Merck, German)에 혼합하였다. 교반기(RCH-3, Tokyo Rikakikai Co., Ltd, Tokyo, Japan)위에서 90℃ 물중탕을 하여, overhead stirrer (RW20DZM.n, IKA Korea. Ltd., Seoul, Korea)를 사용해 240 rpm으로 30분간 혼합하여 제작하였다(17).

      

      
        2. 불소바니쉬와 접착성 성분의 혼합
        실험용 불소바니쉬(EX1)에 접착성 성분을 혼합하여, 5 wt% glutaraldehyde(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 첨가군(EX2), 35 wt% HEMA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 첨가군(EX3), 35 wt% HEMA와 5% glutaraldehyde를 혼합한 군(EX4)를 제작하였다(Table 1). 접착성 성분은 EX1과 같은 방법으로 혼합하였다. 시중에 시판되는 불소바니쉬와 비교하기 위해서 V-Varnish (Vericom, Chuncheon, Korea; VV)를 사용하였다. 

        
          Table 1. 
				
          

          
            Classification of experimental groups in the study
          
          

        

        
          
            
              	CODE
              	Experimental group
            

          
          
            	EX1
            	Experimental fluoride varnish
          

          
            	EX2
            	Experimental fluoride varnish + 5 wt% glutaraldehyde
          

          
            	EX3
            	Experimental fluoride varnish + 35 wt% HEMA
          

          
            	EX4
            	Experimental fluoride varnish + 5 wt% glutaraldehyde + 35 wt% HEMA
          

          
            	VV
            	V-varnish (Vericom, Chuncheon, Korea) 5% NaF, tricalcium phosphate, rosin, xylitol
          

        

        

      

      
        3. 항균의 지속성 시험
        S. mutans (ATCC 25175)를 3.7% BHI broth에 접종하여 24시간 동안 37℃ 배양기(JSGT-100T, JSR, Cheongwon, Korea)에서 1차 배양했다. 1차 배양한 균액을 3.7% BHI broth에 접종하여 6시간 2차 배양하였다. S. mutans를 1×105 CFU/mL로 희석하여 한천배지에 접종하였다. 

        직경 6 mm polyethylene terephthalate (PET) film disc에 불소바니쉬를 각각 5 μL 도포하고 건조하였다. 증류수에 불소바니쉬를 도포한 디스크를 담고, 37℃ 진탕배양기(JSSI-100C, JSR, Cheongwon, Korea) 1시간, 3시간, 8시간, 12시간, 24시간, 5일, 10일 동안 120 rpm으로 진탕하여 보관하였다. 보관 후 물질이 도포된 면이 한천에 닿도록 균이 접종된 한천배지 위에 위치시켰다. 이후 24시간 동안 37℃로 배양하여 디스크 주변에 형성된 S. mutans 억제대(inhibition zone)의 직경을 직각 방향으로 각각 측정하여 평균을 구하여 항균의 지속성을 평가하였다(18).

      

      
        4. 통계처리
        통계 분석은 SPSS 프로그램(IBM SPSS Statistics version 24; IBM Corp., Armonk, NY, USA)를 이용하였다. 접착 성분이 들어간 실험용 불소바니쉬의 항균 능력을 비교하기 위해 One-way ANOVA를 시행하였고, 사후분석으로 Duncan’s test를 시행하였다(α= 0.05).

      

    

    

  
    
      결 과
      모든 불소바니쉬 군은 10일까지 항균 능력을 보였다. 또한 증류수에서의 보관 기간이 길어질수록 항균 능력은 감소하였다(Table 2, Figure 1). EX 3군과 EX 4군은 8시간에서 10일까지 항균력이 다른 군보다 유의성 있게 높았으나(P<0.05). 5일에서는 VV군과의 유의차가 없었고(P>0.05), 10일에서는 VV군과 EX2군과의 유의차가 없었다(P>0.05).

      
        Table 2. 
				
        

        
          Antibacterial effect of experimental fluoride varnish mixed with HEMA and/or glutaraldehyde at each time after cycling in distilled water
        
        

      

      
        
          
            	
            	0 h
            	1 h
            	3 h
            	8 h
            	12 h
            	24 h
            	5 d
            	10 d
          

        
        
          	EX1
          	20.80aA
          	18.77bAB
          	17.02aB
          	14.31bC
          	12.70bC
          	13.29bC
          	11.94cCD
          	9.84bD
        

        
          	(1.82)
          	(2.42)
          	(0.23)
          	(1.74)
          	(2.08)
          	(2.08)
          	(1.66)
          	(1.13)
        

        
          	EX2
          	22.18aA
          	22.18aA
          	17.83aAB
          	16.16bABC
          	13.38bBC
          	11.50bC
          	11.06cC
          	10.46abC
        

        
          	(10.76)
          	(2.35)
          	(3.37)
          	(1.09)
          	(0.54)
          	(0.82)
          	(1.24)
          	(0.78)
        

        
          	EX3
          	24.95aA
          	18.37bBC
          	18.74aB
          	18.69aB
          	17.37aBC
          	16.47aC
          	13.73abD
          	11.89aD
        

        
          	(2.27)
          	(0.51)
          	(1.02)
          	(1.68)
          	(1.05)
          	(1.28)
          	(1.89)
          	(1.21)
        

        
          	EX4
          	23.88aA
          	19.24bB
          	18.89aB
          	19.10aB
          	18.65aB
          	17.30aB
          	14.60aC
          	11.94aD
        

        
          	(1.88)
          	(0.69)
          	(1.06)
          	(1.85)
          	(0.88)
          	(1.81)
          	(0.87)
          	(1.39)
        

        
          	VV
          	20.27aA
          	14.43cBC
          	16.16aBC
          	13.80bCD
          	12.95bCD
          	15.58bBC
          	13.60abCD
          	11.94aD
        

        
          	(1.77)
          	(2.53)
          	(1.51)
          	(2.41)
          	(1.41)
          	(0.16)
          	(0.92)
          	(0.87)
        

      

      
        
          Different lowercase letters are significantly different among materials within each period time (column) and different uppercase letters are significantly different among period within materials (row) by one-way analysis of variance and Duncan’s test at a = 0.05.
        

      

      

      
        
        

        Figure 1. 
				
        

        
          Sustainability of the antibacterial activities of experimental fluoride varnishes mixed with HEMA and/or glutaraldehyde.
        
        

        

      

      
        
        

        Figure 2. 
				
        

        
          Inhibition zone of agar diffusion test. The inhibition zone is average of D1 and D2.
        
        

        

      

    

    

  
    
      고 찰
      본 실험에서는 접착성 물질인 HEMA와 glutaraldehyde를 실험용 불소바니쉬에 혼합하였을 때 시간에 따른 항균의 지속성이 증가되는지 한천배지시험으로 평가하였다. 그 결과 HEMA와 glutaraldehyde와 혼합된 불소바니쉬가 10일까지 더 높은 항균 능력을 보였으며 특히 초기 8시간, 12시간, 24시간에서 HEMA를 포함한 EX3군과 EX4군이 유의성 있게 높은 항균력을 보였다.

      본 실험의 결과로 볼 때 glutaraldehyde보다는 HEMA가 항균의 지속성에 더 큰 영향을 미치는 것으로 보인다. HEMA 자체의 항균 능력이 있어(19), 레진 기질과 결합해서 장기적으로 항균 능력을 보이는 것으로 생각된다. Glutaraldehyde 또한 항균 능력이 있지만(20), 레진 기질과 결합할 수 없어 단기간 내에 용매로 용출된 것으로 보인다. 실험에 사용된 불소바니쉬(EX1)는 레진 베이스, 용매로 사용된 에탄올, NaF로 구성되어 있다. HEMA와 glutaraldehyde가 혼합되어 있을 때, glutaraldehyde는 치아의 유기성분의 아미노기와 결합하고, HEMA의 한쪽 그룹은 글루타르알데하이드와 다른 한쪽의 이중결합은 레진 성분과 결합한다(11, 21). Munksgaard와 Asmussen의 연구에 따르면 HEMA와 glutaraldehyde를 혼합해 dentin과의 결합강도를 보았을 때, 적절한 HEMA의 농도는 35%, glutaraldehyde는 3% 이상이라고 하였다(12). 또한 35 wt% HEMA와 5 wt% glutaraldehyde를 포함하는 Gluma desensitizer (Heraeus Kulzer, Germany) 제품이 오랫동안 지각과민처치제로서 임상에 쓰이고 있다(22). 따라서 본 실험에서는 35 wt%의 HEMA와 5 wt%의 glutaraldehyde로 농도를 결정하였다.

      실제 시판되는 제품과의 비교를 위해 VV군을 사용하였다. EX3, EX4군은 VV군과 비교하여 1 h, 8 h, 12 h, 24 h 등 초기 항균력이 더 높았다. 불소바니쉬에 들어있는 로진은 치아표면에 접착성을 부여하고, 불소와 같은 유효물질을 서서히 방출하는 역할을 해주는 물질로서 로진의 종류와 용매와의 비율에 따라 불소방출량 등 불소바니쉬의 성질이 달라진다(23). 그러므로 항균의 지속성 역시 불소바니쉬에 함유된 로진의 종류에 따라 달라질 것이라 생각된다.

      HEMA나 glutaraldehyde는 세포독성을 가지는 것으로 알려져 있다(24, 25). Sengun 등의 결과에 따르면 35 wt% HEMA와 5 wt% glutaraldehyde를 포함하는 Gluma desensitizer에서 Human gingival fibroblast에 대한 독성을 관찰할 수 있었다(26). 본 실험에서는 HEMA와 glutaral- dehyde를 불소바니쉬에 혼합하여 희석했기 때문에 직접적인 적용보다는 독성이 낮을 것으로 생각되나 보다 정확한 평가가 필요하다.

      본 실험에 사용한 불소바니쉬(EX1)는 우치 표면에서 30일 동안 0.03 ppm 이상의 유효 불소 농도를 방출한다는 특징이 있다(23). Son 등의 연구에 따르면 NaF가 들어있지 않은 로진제재 바니쉬 자체로도 항균 능력을 보였지만, NaF를 첨가했을 때 억제대가 증가하는 것을 보여 더 큰 항균 능력을 보였다(27). 본 실험에서 사용된 불소바니쉬는 PET film에 도포하여 한천배지시험을 한 결과 10일 동안 항균력이 지속되었지만 20일, 30일에는 항균력을 보이지 않았다(18).

      본 실험에서는 이전의 실험 결과를 토대로 실험용 불소 바니쉬의 항균의 지속성을 간단하게 평가하기 위해 PET film disc를 사용하였다(18). 불소바니쉬가 적용되는 실제 치아와는 차이가 있어 이와 유사한 실험을 위해서는 hydroxyapatite, 우치나 사람의 법랑질 시편에 불소바니쉬를 도포하여 항균의 지속성 시험을 평가할 필요가 있다. 추후 불소바니쉬에 대한 HEMA와 glutaraldehyde의 혼합이 불소바니쉬의 불소유리능력에 어떠한 영향을 미치는지에 대한 평가도 필요하다. 또한 HEMA나 glutaraldehyde의 혼합이 불소바니쉬의 물리·기계적 성질에 어떠한 영향을 주는지 평가도 필요하다.

      접착성 성분인 HEMA와 glutaraldehyde를 혼합한 실험용 불소바니쉬는 접착성 성분을 첨가하지 않은 불소바니쉬에 비해 10일까지 S. mutans에 대한 항균력을 더 강하게 보인다. Glutaraldehyde를 포함 또는 포함하지 않은 HEMA는 특히 초기단계인 8시간, 12시간, 24시간 이후의 항균력이 다른 군보다 높게 지속되었다. 그러므로 Glutaraldehyde와 HEMA 혹은 HEMA를 불소바니쉬에 혼합하면 불소바니쉬보다 더 지속적인 항균력으로 인해 임상적으로 치아우식의 예방에 더욱 효과적일 것으로 사료된다.
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