
Inadequate marginal fit of complete cast metal or ceramic crow-
ns, porcelain fused to metal restorations and inlays/onlays is one 
of the most important shortcomings that can affect the wash-out 

of a luting agent resulting in bacterial penetration between resto-
ration and dentin, thus increasing the risk of recurrent caries and 
pulp inflammation, which in turn may compromise the durability 
of a restoration (1). As demonstrated by Piwowarczyk et al (2) the 
choice of an appropriate cementing agent may be a determining 
factor concerning the degree of microleakage. Zinc phosphate 
cement has historically been the cement of choice for cemen-
tation of indirect cast restorations. The phosphoric acid and zinc 
oxide react ionically to form a low pH amorphous mass. However, 
the cement does not bond to dentin and due to its solubility, 
chemical dissolution occurs leading to higher microleakage sco-
res than other cements (3,4). In order to overcome this problem, 
glass-ionomer cements, resinmodified glass ionomer cements 
and resin composite cements were developed in recent last de-
cades (5). More recently, new improved self-adhesive resin-based 
or resin-modified glassionomer cements were introduced and are 
currently being used by the dental profession. Resin-based luting 
cements can penetrate into the dentin tubules and exposed col-
lagen network and bond to dentin through micro-mechanical 
interlocking (6). Resinmodified glass-ionomer cements are hybrid 
formulas and composed of fluoroaluminosilicate glasses, polyac-

Nieodpowiednia szczelność brzeżna pełnych koron metalo-
wych lub ceramicznych przeznaczonych do całkowitego 
pokrycia zęba, odbudowy na porcelanie łączonej z metalem 

oraz wypełnień inlay/onlay są jednymi z najważniejszych błędów, 
które mogą wpłynąć na wymywanie się materiału cementujące-
go. Może to skutkować penetracją bakteryjną między odbudową 
protetyczną a zębiną, zatem zwiększa się ryzyko próchnicy wtórnej 
oraz zapalenia miazgi, co z kolei może zagrozić trwałości całego 
wypełnienia (1). Jak wykazał Piwowarczyk i współpracownicy (2), 
wybór materiału do cementowania pracy może mieć znaczący 
wpływ na stopień mikroprzecieku. Historycznie patrząc, cement 
fosforanowo-cynkowy był najczęściej stosowanym cementem przy 
cementowaniu prac pośrednich z prefabrykowanych elementów. 
Kwas fosforowy oraz tlenek cynku łączą się w reakcji jonowej, two-
rząc amorficzną masę o niskim pH. Jednakże cement ten nie wiąże 
z zębiną, a dzięki swojej rozpuszczalności powoduje rozpad pro-
wadzący do wyższego współczynnika mikroprzecieków niż w przy-
padku innych cementów (3, 4). Aby przezwyciężyć ten problem, 
cementy glasjonomerowe, cementy na bazie glasjonomeru mody-
fikowanego żywicą, cementy z żywicy kompozytowej w ostatnich 
latach zostały bardzo rozwinięte (5). Współcześnie wprowadzono 
nowe, ulepszone cementy samoadhezyjne, oparte na żywicy lub 
glasjonomerach z modyfikowaną żywicą, które to są obecnie uży-
wane w stomatologii. Oparte na żywicy cementy łączące mogą 
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penetrować kanaliki zębinowe i odsłonięte włókienka kolagenowe 
oraz wiązać się z zębiną przez mikromechaniczne zazębianie się (6). 

Glasjonomery modyfikowane żywicą są hybrydowymi formuła-
mi składającymi się ze szklanych wypełniaczy z krzemianu fluoroa-
luminiowego, kwasu poliakrylowego i żywic kompozytowych oraz 
zwierających foto- albo chemiczne inicjatory, a także monomery 
metakrylanowe (7). Wiążą się one z zębiną przez wiązanie jonowe 
pomiędzy kwasem poliakrylowym a hydroksyapatytem poprzez 
mikromechaniczne zazębianie się z kolagnenem w kanalikach zę-
bowych. Poprzednie badania wykazały, że materiały wiążące opar-
te na żywicy oraz glasjonomerach modyfikowanych żywicą prze-
wyższają swoimi właściwościami mechanicznymi konwencjonalne 
cementy cynkowo-fosforanowe (8-10), co może stanowić czynnik 
wpływający na szczelność, jak również na odporność na przemiesz-
czenie się (8, 9). W tym względzie wszystkie wymienione klasy 
preparatów wiążących zostały poddane rozległym badaniom (11), 
ale do tej pory zdolność do samouszczelniania nowej ulepszonej 
generacji materiałów łączących, samoadhezyjnych żywic czy gla-
sjonomerów modyfikowanych żywicą, przeciwko mikroprzeciekowi 
nie została w pełni zbadana. Dlatego też obecne badania in vitro po-
równały (z użyciem testu mikroprzecieku bakteryjnego) właściwości 
samouszczelniające dwóch materiałów wiążących: glasjonomerów 
modyfikowanych żywicą oraz współczesnego samoadhezyjnego 
cementu wiążącego opartego na żywicy z konwencjonalnym ce-
mentem fosforanowo-cynkowym w technice cementowania pre-
fabrykowanych złotych koron. Wstępna hipoteza zakłada, że nie 
ma znaczącej różnicy w zakresie brzeżnego mikroprzecieku bak-
teryjnego pomiędzy testowanymi materiałami.

Materiały i metody 
Wybór i przygotowanie próbek – opisane badanie zostało dopusz-
czone przez Komitet Etyczny  Argentyńskiego Stowarzyszenia Den-
tystów (AO367-2013). W badaniu użyto czterdziestu nietkniętych 
przez próchnicę stałych przedtrzonowców górnej i dolnej szczęki, 
o w pełni rozwiniętych korzeniach, usuniętych z powodów ortodon-
tycznych i wykazujących podobną długość i rozmiar części korono-
wej. Wszystkie zęby zostały przygotowane przez jednego operatora, 
jak opisał Pameijer et al. (11). Próbki zębów zostały przygotowane 
odręcznie z użyciem szybkoobrotowego diamentowego wiertła 
fazowanego (#4138) przy użyciu do chłodzenia strumienia wody 
wolnej od substancji oleistych. Powierzchnia okluzyjna została zre-
dukowana prostopadle do długiej osi, penetrując zębinę, podczas 
gdy średnia linia fazowa wykończenia została obwodowo ustalo-
na w zębinie i ulokowana około 0,5 mm poza łączeniem cementu 
ze szkliwem. Wszystkie preparacje miały wysokość +/-5 mm z cał-
kowitym kątem konwergencji około 12 stopni, podczas gdy wszyst-
kie krawędzie zostały zaokrąglone. Nowe wiertło było używane dla 
każdej z 3 preparacji.

Z  każdego pojedynczego zęba pobrano wstępne wyci-
ski z  masy Putty Soft, typ I  złożone z  winylu polisiloksanowe-
go (President (b)) z użyciem wykonanych na zamówienie indy-
widualnych łyżek wyciskowych. Ostateczne wyciski wykonano 
z  lekkiej masy winylowo-polisiloksanowej typu III (President), 

rylic acid and resin composites and contain photo or chemical 
initiators and methacrylate monomers (7). They bond to dentin 
through a combined ionic bond between polyacrylic acid and 
hydroxyapatite and a micro-mechanical interlocking with colla-
gen and dentin tubules.

Previous studies have shown that resin-based and resinmo-
dified glass-ionomer luting materials possess superior mechani-
cal properties over conventional zinc phosphate cements (8-10), 
which may be a factor in sealing capacity as well as in resistance 
to displacement (8, 9). In this respect, all of these classes of luting 
agents have been extensively investigated (11), but to date the 
self-sealing ability against bacterial leakage of this new improved 
generation of self-adhesive resin or resin-modified glass-ionomer 
luting materials has not been fully investigated. Therefore, the 
present in vitro study compared the selfsealing property of two 
resin-modified glass ionomers and a contemporary self-adhesive 
resin-based luting agent with a conventional zinc phosphate ce-
ment in complete cast gold crowns by means of a bacterial micro-
leakage test. The null hypothesis tested was that there is no signi-
ficant difference with respect to marginal bacterial leakage among 
the tested materials.

Materials and Methods
Specimen selection and preparation – The present study received 
exemption from the Ethics Committee of the Argentine Dental As-
sociation (AO367-2013). Forty intact caries-free permanent human 
maxillary and mandibular premolars with fully developed roots, 
extracted for orthodontic reasons and showing comparable crown 
length and size, were used. All teeth were prepared by a single 
operator as described by Pameijer et al (11). Briefly, the teeth were 
prepared free-hand using a #4138 high-speed diamond chamfer 
bura using copious oil-free water-cooling. The occlusal surface was 
reduced perpendicular to the long axis, penetrating the dentin, 
while a medium chamfer finish line was circumferentially estab-
lished in dentin and was located approximately 0.5 mm beyond 
the cemento-enamel junction. All preparations had a height of ± 
5 mm with a total angle of convergence of approximately 12° 
while all line angles were rounded. A new bur was used for every 
three preparations.

From each individual tooth, preliminary impressions were made 
in Putty Soft, Type I body vinyl polysiloxane (Presidentb) using in-

Inadequate marginal fit of complete cast 
metal or ceramic crowns, porcelain fused 

to metal restorations and inlays/onlays is one 
of the most important shortcomings that can 
affect the wash-out of a luting agent resulting 
in bacterial penetration between restoration 
and dentin
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a kostki (kikuty) odlano w typie IV ekstra twardy kamień (Densel 
Mix (c)), postępując według instrukcji producenta. Kikuty zębo-
we zostały pokryte jedną warstwą lakieru dystansowego (Ren-
fert Pico-Fit (d)) – została ona zaaplikowana bardzo ostrożnie, 
aby pozostawała oddalona od krawędzi preparacji o +/- 1,5 mm. 
Podobnie wytworzono woskowe wzorcowe modelowanych ko-
ron o grubości +/- 0,5 mm i mające płaskie powierzchnie styczne. 
Używając standardowych laboratoryjnych technik, woskowe wzory 
zanurzono w związanym z fosforem roztworze (f ) i w złocie typu III 
(g). Korony zostały odebrane i sprawdzone pod kątem zgodności 
dopasowania pod 20-krotnym powiększeniem stereomikrosko-
powym (h).

Wewnętrzne powierzchnie uzupełnienia zostały zmatowione 
tlenkiem aluminium50 μm. Przez cały okres (oprócz momentu, 
kiedy były opracowywane) zęby były przechowywane w sterylnym 
roztworze buforu fosforanowego (SPB). Po sprawdzeniu dopasowa-
nia i retencji każdego zęba do matrycy wszystkie zostały ponume-
rowane, indywidualnie zapakowane i sterylizowane w autoklawie. 
Po sterylizacji 10 próbek zostało losowo przypisanych do każdej 
z czterech badanych grup.

Cementowanie – środkami wiążącymi użytymi w tym badaniu 
były: Cement/Podkład/Liner Activa BioActive (i) (ABC) i FujiCem2 
(j) (FC2), dwa modyfikowane żywicą cementy glasjonomerowe; 
Embrace Wetbond (j) (EWB) samoadhezyjny cement żywiczny i ce-
ment fosforowo-cynkowy (k) (ZPC), później użyty jako próbka kon-
trolna. Przed cementowaniem zęby zostały dokładnie opłukane 
sterylnym, pozbawionym substancji oleistych sprayem wodno-po-
wietrznym i osuszone filtrowanym skompresowanym powietrzem. 
Uważano, by uniknąć nadmiernego przesuszenia. Cementowanie 
wykonano w warunkach aseptycznych przez jednego operatora, 
według ścisłych instrukcji producenta. Matryce wypełniono zmie-
szanym cementem i natychmiast osadzono. Wszystkie próbki zace-
mentowane na ABC, FC2 i EWB, zaaplikowano je również żelem z in-
hibitorem tlenowym (DeOx (1)) na marginesach cementowanych 
próbek, by zapobiec wytworzeniu się warstwy inhibicji tlenowej. 
Próbki poddawano naciskowi wywieranemu palcem przez 3 mi-

dividual custom-made acrylic trays. Final impressions were made 
with light body vinyl polysiloxane type III (President) and dies 
poured in type IV extra-hard stone (Densell Mixc) following the 
manufacturer’s instructtions. The stone dies were trimmed and one 
coat of die relief (Renfert Pico-Fitd) was applied taking care to stay 
± 1.5 mm short of the margins of the preparation. Subsequently 
wax patternse were fabricated to model copings ± 0.5 mm thick 
with flat occlusal surfaces. Using standard laboratory techniques, 
the wax patterns were invested in phosphate-bonded investmentf 
and cast in Type III gold.g The castings were divested and the fit 
checked for accuracy under a stereomicroscopeh at ×20 magnifi-
cation. The internal fitting surface was air abraded with 50 μm alu-
minum oxide. At all times, other than when they were worked on, 
the teeth were stored in a sterile phosphate buffer (SPB) solution. 
After checking for fit and retention each tooth and matching co-
ping were numbered, individually bagged and autoclaved. After 
sterilization, 10 samples were randomly assigned to each of the 
four treatment groups.

Cementation – The luting agents used in this study were ACTI-
VA BioACTIVE-CEMENT/BASE/LINERi (ABC) and FujiCem2j (FC2), 
two resin-modified glass ionomer cements; Embrace WetBondi 
(EWB) a self-adhesive resin-based cement; and a zinc phosphate 
cementk (ZPC) the latter used as a control. Prior to cementation 
the teeth were thoroughly rinsed with a sterile oil-free air/wa-
ter-spray and dried with filtered compressed air. Care was taken 
to avoid excessive drying. Cementation was performed under 
aseptic conditions by a single operator and strictly according to the 
manufacturer’s instructions.

The castings were filled with the mixed cement and immedia-
tely seated. All samples cemented with ABC, FC2 and EWB had 
an oxygen inhibition gel (DeOxl) applied to the margins to pre-
vent the formation of an oxygen-inhibited layer. They were then 
kept under finger pressure for 3 minutes. The gel was left in place 
for 4 minutes, and then excess cement was removed with a scaler. 
After bench setting for an additional 10 minutes, the marginal fit 
was checked by visual examination and a probe and the samples 

MATERIAŁ TYP MATERIAŁU SKŁAD

Activa BioActive-Cement/
Base/Liner

Pasta/pasta, podwójna strzykawka, 
bezpośrednia aplikacja za pomocą 

końcówki mieszającej

Pasta A: diuretan dimetakrylanu i inne monomery i oligomery oparte na 
metakrylanie, kopolimery kwasu poliakrylowego/kwasu maleinowego, woda, szkło 

borokrzemianu baru, krzemionka, reduktory, fotoinicjatory, barwniki
Pasta B: diuretan dimetakrylanu i inne monomery i oligomery oparte na 

metakrylanie, glasjonomery krzemianu fluoroaluminionowego, krzemionka, środki 
utleniające

FujiCem2
Pasta/pasta w cartridgu,

bezpośrednia aplikacja za pomocą 
końcówki mieszającej

Pasta A: szkło glinokrzemianu, HEMA, UDMA
Pasta B: kwas poliakrylowy, kwarc, woda

Embrance Wetbond
Pasta/pasta podwójna strzykawka, 
bezpośrednia aplikacja za pomocą 

końcówki mieszającej

Pasta A: diuretan dimetakrylanu i inne monomery i oligomery oparte na 
metakrylanie, woda, szkło borokrzemianu baru, krzemionka, reduktory, fotoinicjatory, 

barwniki
Pasta B: diuretan dimetakrylanu i inne monomery i oligomery oparte na 
metakrylanie, szkło borokrzemianu baru krzemionka, środki utleniające

Cement cynkowo-
fosforanowy

Proszek/płyn
Proszek: tlenek cynku, tlenek magnezu

Płyn: kwas fosforowy

Tab. 1. Opis środków cementujących wykorzystanych w badaniu
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nuty. Żel został pozostawiony na miejscu przez 4 minuty, a potem 
jego nadmiar usunięto za pomocą skalera. Po 10-minutowym odpo-
czynku próbki sprawdzono pod kątem dopasowania marginesów 
poprzez oględziny, następnie próbnik z próbkami przechowywa-
no przez 24 godziny w roztworze SPB o temperaturze 37°C. Na-
stępnie próbki poddano kolejnym 2000 cykli termalnych w kąpieli 
wodnej w temperaturze 5 i 55°C w cyklach trwających 35 sekund 
i ponownie przechowywano je w roztworze SPB w temperaturze 
37°C przez 7 dni. 

W preparacji do testu na przeciek bakteryjny powierzchnie oklu-
zyjne złotych matryc zredukowano za pomocą szybkoobrotowego 
wiertła z drobnym nasypem, przy lekkim nacisku i chłodzeniu wod-
nym, aż zębina została odkryta. Następnie wykonano piaskowanie 
okluzyjnej powierzchni mokrym papierem ściernym, o ziarnistości 
400 i 600, by usunąć złoty nalot, który mógł pozostać po opracowa-
niu wiertłem diamentowym. Następnie cała powierzchnia korzenia 
jeden milimetr pod marginesem matrycy została pokryta dwoma 
warstwami lakieru do paznokci i tak próbki były przygotowane 
do testu mikroprzecieku bakteryjnego. 

Przygotowanie do przecieku bakteryjnego – do tego ekspery-
mentu użyto lekko zmodyfikowanego aparatu dwukomorowe-
go opisanego przez Imura et al. (12). Końcówka plastikowej tuby 
1,5 ml Eppendorf (górna komora) została nacięta, a próbki zostały 
przepchnięte przez otwór (koroną do przodu) aż w przybliżeniu 
jedna druga korony wystawała z końcówki. Łączenie między prób-
ką a tubą zostało uszczelnione dwoma warstwami cyjanoakrylanu 
(Ciano (n)) i przykryte kleistym woskiem, po upewnieniu się, że mar-
gines korony był ulokowany w komorze górnej. Tuby umieszczono 
w szklanych fiolkach (w dolnej komorze) zawierającej 10 ml steryl-
nego bulionu tryptozowo-sojowego TSB tak, aby połączenie zębi-
na/cement był zanurzony w wywarze w dolnej komorze. Łączenie 
między tubą i fiolką zostało uszczelnione dwoma warstwami cyja-
noakrylanu i pokryte kleistym woskiem. Cały aparat testowy został 
wysterylizowany gazem tlenku etylenu przez 12 godzin, a potem 
inkubowany w temperaturze 37 stopni przez 72 godziny w celu 
weryfikacji sterylności. Jeśli bulion TSB wykazywał zbyt dużą męt-

were stored for 24 hours in SPB at 37°C. They were subsequently 
subjected to 2,000 thermal cycles in water baths at 5°C and 55°C 
with a dwell time of 35 seconds and once more stored in SPB for 
7 days at 37°C.

In preparation for the bacterial leakage test, the occlusal surfa-
ces of the gold copings were reduced until the dentin was expo-
sed using a fine high-speed diamond bur with light pressure and 
copious water-cooling. This was followed by sanding the occlusal 
surface on wet garnet paper of 400 and 600 gritm to remove gold 
flash that may have been caused by the diamond bur. Subsequen-
tly the entire root surface 1 mm below the margin of the copings 
was coated with two layers of nail polish and the samples were 
prepared for bacterial microleakage.

Bacterial leakage setup – For this experiment, a slight modi-
fication of the dual chamber test apparatus described by Imura 
et al (12) was used. The tip of 1.5 ml Eppendorf plastic tubes (up-
per chamber) was cut, and the samples were pushed (crown first) 
through the opening until approximately one-half of the crown 

MATERIAL MATERIAL TYPE COMPOSITION

Activa BioActive-Cement/
Base/Liner

Paste/paste, dual syringe 
Direct dispensing through a mixing tip

Paste A: Diurethane dimethacrylate and other methacrylate-based monomers and
oligomers, polyacrylic acid/maleic acid copolymer, water, barium borosilicate glass, 

silica, reducing agents, photoinitiators and colorants.
Paste B: Diurethane dimethacrylate and other methacrylate-based monomers and

oligomers, aluminoflurosilicate ionomer glass, silica and oxidizing agents.

FujiCem2
Paste/paste pack cartridge 
Direct dispensing through 

automixing tips

Paste A: Aluminosilicate glass, HEMA, UDMA 
Paste B: Polyacrylic acid, quartz, water

Embrance Wetbond
Paste/paste, dual syringe 

Direct dispensing through a mixing tip

Paste A: Diurethane dimethacrylate and other methacrylate-based monomers and
oligomers, water, barium borosilicate glass, silica, reducing agents, photoinitiators

and colorants.
Paste B: Diurethane dimethacrylate and other methacrylate-based monomers and

oligomers, barium borosilicate glass, silica and oxidizing agents.

Zinc phosphate cement Powder/liquid
Powder: Zinc oxide, magnesium oxide

Liquid: Phosphoric acid

Table 1. Description of the cementing agents tested in the study

Ryc. 1. Schematyczny 
układ użytej metody 
badania mikroprzecieku 
bakteryjnego 
UCB: górna komora 
zawierająca bulion TSB 
zawierająca E. faecallis; 
TP: spreparowany ząb;  
E: wyjście dla bakterii;  
CR: pełna korona; 
LC: dolna komora 
zawierająca bulion TSB

Fig. 1. Schematic set-up 
of the bacterial leakage 
system 
UCB: Upper chamber 
containing TSB broth 
with E faecalis; TP: Tooth 
preparation; E: Exit for 
bacteria; CR: Cast crown; 
LC Lower chamber 
containing TSB broth

9 / 2 0 1 6

99

t w ó j  p r z e g l ą d  s t o m a t o l o g i c z n y sto m ato lo g i a  o dt wó r c z a



ność, przygotowanie do testu było przerywane i roztwór przygo-
towywano ponownie, a proces był powtarzany.

Test na przeciek mikrobakteryjny – ta faza badania została prze-
prowadzona przez mikrobiologa w laboratorium mikrobiologicznym 
w ściśle sterylnych warunkach. Górna komora została wypełniona 
1 ml TSB zawierającym inkubowaną przez 24 godziny Enterococ-
cus faecalis ATCC 29212 (formujących 108 koloni jednostek na mili-
litr). Zaszczepiony aparat inkubowano przez 60 dni w temperaturze 
37°C. Górna komora była ponownie obstrzykiwana co 5 dni świeżymi 
kulturami mikroorganizmów. Zawiesina TSB w dolnej komorze była 
codziennie weryfikowana pod kątem mętności, zaobserwowanie jej 
obecności wskazywało, że przeciek bakteryjny nastąpił wzdłuż łącze-
nia korony/cementu bądź powierzchni cementu/zębiny. Kiedy zmia-
na mętności została stwierdzona – rejestrowano dzień spostrzeżenia 
zmiany. Próbki z obydwu komór inkubowano na płytkach Petriego 
z agarem zawierającym krew, by sprawdzić żywotność bakterii przez 
obserwację morfologiczną i zabarwienie Gramm (tzw. barwienie bak-
terii metodą Gramm). Dla każdej grupy rejestrowano liczbę zębów 
wykazujących przeciek bakteryjny oraz dzień, w którym on nastąpił.

Analiza statystyczna – czas, który upłynął zanim przeciek został 
wykryty, został porównany według testowanych cementów z uży-
ciem analizy przetrwania Kaplan-Maier. Znaczące różnice w parach 
zostały przeanalizowane za pomocą dokładnego testu Log Rank 
oraz dokładnego testu Fishera. Wyselekcjonowany poziom sta-
tystycznie istotny wyniósł P < 0,05. Obecność E. faecalis w niższej 
komorze została również zbadana.

Rezultaty
Dwie próbki zacementowane na FC2 oraz na EWB i jedna na ZPC 
wykazały oznaki zakażenia przed wykonaniem testu na przeciek 
bakteryjny. Zostały one ponownie wysterylizowane według pro-
cedury opisanej powyżej. 

Dwie próbki dla cementu ABC wykazały mętność, jedna z nich 
w 58., a druga w 59. dniu. W pozostałych ośmiu próbkach (80,0%) 
nie wykazano przecieku bakteryjnego. W grupie z użyciem FC2 
także dwie próbki wykazały mętność, jedna z nich w 57., a druga 
w 60. dniu. W tej grupie osiem próbek (80,0%) nie wykazało prze-
cieku. Próby dla EWB nie wykazało mętności do 55. dnia, po tym 
czasie wykazały ją jedna próbka w 55. dniu, a dwie w 58. dnia. W tej 
grupie przeciek nie nastąpił dla 7 próbek (70%). W grupie ZPC męt-
ność nastąpiła w 12., 14. i 18. dniu (po jednej próbce), 21. i 22. dniu 
(po jednej próbce), w 25. dniu (3 próbki) i po 42 dniach (jedna 
próbka). Przecieku nie zaobserwowano dla jednej próbki (10%). 

protruded through the end. The junction between the sample and 
the tube was then sealed with two layers of cyanoacrylate (Cia-
non) and covered with sticky wax making sure the crown margin 
was located in the upper chamber. The tubes were placed into 
glass vials (lower chamber) containing 10 ml of sterile trypticase 
soy brotho (TSB) in such a way that the occlusal dentin/cement 
interface was submerged in the broth of the lower chamber (Figu-
re). The junction between the tube and the glass vial was sealed 
with two layers of cyanoacrylate and finally covered with sticky 
wax. The entire test apparatus was sterilized with ethylene oxide 
gas for 12 hours and then incubated at 37°C for 72 hours to veri-
fy sterility. If the TSB broth showed turbidity, the test set-up was 
discarded and replaced by a new one and the process repeated.

Bacterial leakage test – This phase of the study was carried out 
by a microbiologist in a microbiology laboratory under strict steri-
le conditions. The upper chamber was filled with 1 ml of TSB con-
taining 24-hour growth of Enterococcus faecalis ATCC 29212 (108 
colony-forming units/ml). The inoculated apparatus was incubated 
for 60 days at 37°C. The upper chamber was re-inoculated every 
5 days with fresh cultures of the microorganism. The TSB broth 
in the lower chamber was checked daily for turbidity, which when 
observed, was an indication that bacterial leakage had occurred 
along the crown/ cement or cement/dentin interface. Once turbidi-
ty was detected the day of the observation was recorded. Samples 
from both chambers were then incubated on blood-agar plates 
to check bacterial viability by morphological observation and Gram 
staining. The number of teeth demonstrating bacterial leakage and 
the days on which leakage occurred were recorded for each group.

Statistical analysis – The length of time until leakage was de-
tected was compared among the tested cements using the Ka-
plan-Meier survival analysis. Significant pairwise differences were 
analyzed using the Log Rank test and Fishers’ exact test. The se-
lected level of statistical significance was P< 0.05. The presence 
of E. faecalis in the lower chamber was also checked.

Results
Before the bacterial leakage test, two samples cemented with FC2, 
one with EWB and one with ZPC showed evidence of contamina-
tion. They were sterilized again according to the procedure descri-
bed above. ABC revealed turbidity at 58 and 59 days (one sample 
each) whereas no leakage was observed in eight samples (80.0%). 
FC2 showed turbidity at 57 and 60 days (one sample each). In this 
group, eight samples (80.0%) did not show leakage. EWB did not 

PRZEDZIAŁ CZASU OBSERWACJI (DNI)/ 
OBSERVATION PERIOD (DAYS)

Grupa/materiał / Group/material N 1-20 21-40 41-60 Bez przecieków/ No leakage

ACTIVA BioACTIVECEMENT/
BASE/LINER

10 0 0 2 8 (80.0%)

FujiCem2 10 0 0 2 8 (80.0%)

Embrace WB 10 0 0 3 7 (70.0%)

Cement cynkowo-fosforanowy 10 3 5 1 1 (10.0%)

Tab. 2. Liczba próbek, które wykazały mętność w 20-dniowym przedziale czasu
Table 2. Number of samples showing turbidity per 20-day interval
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Średni czas przetrwania bakterii nie mógł zostać oszacowany dla 
ABC, FC2 ani EWB, ponieważ był wyższy od przedziału czasowego 
60 dni, czyli interwału czasu objętego przez eksperyment. Został 
on jednak ustalony dla ZPC i wyniósł 40 dni (z 95-proc. pewnością 
w przedziale czasowym od 30,1-49,9 dni) dla ZPC. Brak znaczących 
różnic (P > 0,05) wykrytych wśród ABC, FC2 i EWB, podczas gdy 
te materiały różniły się znacząco (P < 0,05) od rezultatów dla ZPC. 
Testy bakteriologiczne zawartości dolnej komory z próbkami wska-
zywały przeciek i obecność żywych bakterii E. faecalis.

Dyskusja
W obecnym badaniu użyto metody in vitro, by przeanalizować 
penetrację bakterii na marginesach pełnych złotych koron zace-
mentowanych za pomocą ABC, FC2 i EWB. ZPC użyto jako próby 
kontrolnej, jako że był on używany w stomatologii przez wiele lat 
jako najchętniej wybierany materiał łączący do cementowania ko-
ron wykonanych ze złota oraz uzupełnień typu inlay ze względu 
na jego dobrze znane właściwości fizykochemiczne (3-5). W lite-
raturze jest jednak polemika odnośnie tego, czy testy in vitro oraz 
in vivo korelują ze sobą, czy też nie i czy rezultaty poprzednich eks-
perymentów mogą być łączone z zastosowaniem klinicznym (13). 
W praktyce klinicznej inne czynniki, takie jak: biokompatybilność 
materiałów, łatwość użycia i specyfika każdego indywidualnego 
przypadku (np. wysokość szczątkowej struktury zęba, kąt preparacji, 
umiejscowienie marginesów preparacji), mogą wpływać na decyzję 
o wyborze cementu (13).

E. faecalis zostały wybrane, ponieważ egzystują w warunkach 
normalnej ludzkiej flory bakteryjnej jamy ustnej i są często od-
najdywane w przypadku mieszanych infekcji z  innymi aerobami 
i fakultatywnymi anaerobami (14). Do oceny zostało wykorzysta-
ne podejście jakościowe (obecność lub brak mętności) w okresie 
60-dniowym w celu wykrycia obecności bakterii w dolnej komorze. 
Pomimo, że okres badania był podobny do tego, jaki jest często sto-
sowany w badaniach endodontycznych (15, 16), trzeba podkreślić 
fakt, że 60-dniowy okres jest wciąż dość krótki, zważywszy na dużo 
wyższe oczekiwania dla żywotności odbudowy protetycznej. Jak-
kolwiek różne rezultaty mogły być otrzymane z pomocą dłuższego 
okresu oceny klinicznej, prawdziwe zachowanie się glasjonomerów 
modyfikowanych żywicą i samoadhezyjnych cementów opartych 
na żywicy testowanych w tym badaniu wciąż musi zostać ustalone 
przy zastosowaniu długoterminowych testów klinicznych. Co wię-
cej, warunki eksperymentalne zastosowane w tym badaniu nie 
zawierały wszystkich czynników mogących wpłynąć na przeciek 
brzeżny prefabrykowanych koron w środowisku klinicznym (17). 
Jednakże test ten pozwala na porównanie różnych materiałów 
w ściśle kontrolowanych warunkach.

Trzeba zauważyć, że ukierunkowanym celem tego badania były 
jedynie marginesy koron nakładanych na zębinę. Jak wcześniej 
zademonstrowano (17, 18), stopień mikroprzecieku jest wyższy 
w obrębie zębiny niż szkliwa – zatem testowano gorszy scenariusz. 
Inną nietestowaną zmienną tego badania jest grubość cementu 
pomiędzy odbudową a zębiną. Według protokołu kostka separu-
jąca została użyta w celu zmniejszenia różnic w osiadaniu odlewów 

show turbidity until 55 (one sample) and 58 days (two samples). 
In this group no leakage occurred in seven samples (70%). In the 
ZPC group turbidity occurred at 12, 14 and 18 days (one sample 
each), 21 and 22 days (one sample each), 25 days (three samples) 
and 42 days (one sample). No leakage was observed in one (10%) 
sample. The median survival time (absence of bacterial leakage) 
could not be estimated for ABC, FC2 and EWB since it was greater 
than 60 days, the time interval covered by the experiment, while 
it was 40 days (with a 95% confidence interval of 30.1 – 49.9) for 
the ZPC. No significant differences (P> 0.05) were detected among 
ABC, FC2 and EWB, while these three materials significantly diffe-
red (P< 0.05) from the ZPC. Bacteriological testing of the contents 
of the lower chamber with the samples demonstrated leakage and 
revealed viable E. faecalis.

Discussion
In the present study, an in vitro method was used to analyze the 
penetration of bacteria at the margins of cast gold crowns luted 
with ABC, FC2 and EWB. A ZPC was used as control because it has 
been used by the dental profession for many years as the luting 
material of choice for gold crowns and inlays and because its physi-
cochemical characteristics are well known (3-5). Controversy exists 
in the literature whether or not in vitro and in vivo microleakage 
testing correlate and if results from the former experiments can 
be correlated with the clinical situation (13). In clinical practice 
other factors such as material biocompatibility, ease of use and spe-
cific requirements for each individual case (e.g. height of residual 
tooth structure, preparation angle and location of the preparation 
margins) may influence the choice of a cement (13).

E. faecalis was chosen because they exist in the normal oral flora 
in humans and are frequently found in mixed infections with other 
aerobes and facultative anaerobes (14). Some aspects of our proto-
col need to be considered. For evaluation, a qualitative approach 
(presence or absence of turbidity) during a 60-day period was used 
to detect the presence of bacteria in the lower chamber. Although 
this observation period was similar to what has been frequently 
used in endodontic research (15,16) it should be emphasized that 
60 days is still a short period considering much higher expectations 
of longevity of a restoration. Although different results might have 
been obtained using a longer evaluation period, the true perfor-

In clinical practice other factors such 
as material biocompatibility, ease of use 

and specific requirements for each individual 
case (e.g. height of residual tooth structure, 
preparation angle and location of the 
preparation margins) may influence the 
choice of a cement

9 / 2 0 1 6
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mance of the resinmodified glass-ionomers and the self adhesive 
resin-based cement tested in the current study still needs to be es-
tablished in long-term clinical trials. Furthermore, the experimen-
tal conditions used in this study did not include a complete range 
of factors that might affect marginal leakage of full cast crowns 
in a clinical environment (17). Nevertheless, the test allows for a com-
parison of different materials under strict controlled conditions.

It should be noted that the objective of this study focused only 
on crown margins placed on dentin. As has previously been de-
monstrated (17,18) the degree of microleakage is greater on dentin 
than enamel, therefore a worst-case scenario was tested. Another 
untested variable in this study was the cement thickness between 
the restoration and dentin. As per protocol, die-relief spacer was 
used in order to decrease the seating discrepancies of the castings 
(19,20) albeit it has been previously shown (21) that the marginal 
seal is not negatively influenced by the cement thickness (21). This 
is, however, a variable that deserves further research. Occlusal load 
stress, which normally occurs under in vivo conditions, is another 
variable that was not tested in the current study and should be ta-
ken into consideration when marginal leakage of cemented crow-
ns is tested. Prior to being subjected to bacterial microleakage, all 
samples were thermal cycled, which is a method to simulate the 
longterm stresses to which a restoration is exposed under clinical 
conditions (21-23). However, it has been reported that higher mic-
roleakage values were registered when thermocycling was followed 
by load-cycling (24), an issue that also needs to be investigated 
more extensively. Although we used a wellestablished protocol 
to simulate the oral environment, the real clinical scenario is too 
complex and difficult to reproduce by means of laboratory exper-
iments. The set-up used in this study however, constitutes a viable 
basis for comparison among the tested materials.

The results demonstrated that ABC, FC2 and EWB had signifi-
cantly lower leakage scores than the control ZPC, suggesting that 
they provided an acceptable marginal seal against bacteria for 
up to 60 days. These results are in agreement with Rossetti et al (25), 
with respect to the higher leakage values demonstrated by a zinc 
phosphate formulation. The results are also in agreement with a re-
cent investigation (23) reporting that resin-modified glass-ionomer 
and self-adhesive resin-based cements demonstrated a significant 
reduction in leakage scores.

ABC and FC2 are two recently introduced materials, thus limited 
information on their physicochemical characteristics is available 
in the literature. A previous investigation by Fabianelli et al (9) repor-
ted that FujiCem(j) a resin-modified glassionomer cement, exhibited 
good sealing properties and good adaptation with the dental sub-
strate. According to the manufacturer, the chemical composition 
of FC2 is comparable to that of FujiCem, however, the latter has 
improved flexural and bond strength properties. It would be spe-
culation to assume that the chemical similarity between FujiCem 
and FC2 automatically means that the physicochemical interaction 
with the tooth surface is similar; they may behave differently.

In  this study, the self-adhesive resin cement EWB resulted 
in bacterial leakage values comparable to ABC and FC2. In this 

(19, 20), aczkolwiek wcześniej wykazano (21), że uszczelnienie mar-
ginalne nie jest negatywnie naznaczone przez grubość cementu 
(21). Jest to jednakże zmienna, która zasługuje na dalsze badanie. 
Nasilenie nacisku na powierzchnie styczne, które normalnie wy-
stępuje w warunkach in vivo, jest następną zmienną, która nie była 
testowana w tym badaniu, a powinna zostać wzięta pod uwagę, 
kiedy testujemy przeciek brzeżny cementowanych koron. Przed 
poddaniem przeciekowi bakteryjnemu wszystkie próbki poddano 
cyklom termicznym, co jest sposobem na symulowanie długoter-
minowych naprężeń, na jakie poddana jest odbudowa w warun-
kach klinicznych (21-23). Jednakże zgłaszano, że wyższe wartości 
dla przecieków były odnotowane, kiedy termocykle były połączone 
z cyklami naprężeń (24), co stanowi problem, który także powinien 
być głębiej zbadany. Mimo że użyliśmy sprawdzonego protokołu 
do symulowania środowiska jamy ustnej, realistyczny scenariusz 
kliniczny jest zbyt kompleksowy i trudny, aby mógł zostać odtwo-
rzony w warunkach laboratoryjnych. Uwarunkowania wykorzystane 
w tym badaniu mimo wszystko stanowiły solidną bazę porównaw-
czą testowanych materiałów.

Przebadane cementy tj. ABC, FC2 i EWB wykazały  znacząco 
niższy współczynnik mikroprzecieku niż kontrolna próbka cemen-
tu cynkowo-fosforanowego, co sugeruje, że zapewniły one ak-
ceptowalną szczelność brzeżną przeciwko bakteriom w trakcie 60 
dni badań.Te rezultaty są w zgodzie z badaniami Rosetti et al. (25), 
w odniesieniu do wyższych wartości przecieku wykazanych przez 
formułę fosforanową. Rezultaty są w zgodzie również z ostatnimi 
badaniami (23) raportującymi, że glasjonomery modyfikowane 
żywicą i samoadhezyjne cementy oparte na żywicy wykazały zna-
czącą redukcję poziomu przecieku.

ABC oraz FC2 są dwoma niedawno wprowadzonymi materiała-
mi, a zatem w literaturze jest ograniczona informacja na temat ich 
właściwości fizyko-chemicznych. Wcześniejsze badania prowadzo-
ne przez Fabianelli et al. (9) donoszą, że FujiCem (j), glasjonome-
rowy cement modyfikowany żywicą, wykazuje dobre właściwości 
uszczelniające i dobrą adaptację z podłożem zębinowym. Według 
producenta skład chemiczny FC2 jest porównywalny z tym Fuji-
Cemu, jednakże ten drugi ma ulepszone właściwości wiążące czy 
odporność na odgięcie. Byłoby spekulacją wnoszenie, że podobień-
stwo chemiczne pomiędzy FujiCem i FC2 automatycznie oznacza, 
że fizjochemiczna interakcja z powierzchnią zęba jest podobna; 
mogą się one zachowywać w inny sposób.

W tym badaniu samoadhezyjny cement żywiczny EWB (Emb-
race WetBond Cement, Pulpdent) wykazał poziom przecieku po-
równywalny do ABC i FC2. W tym względzie rezultaty zdają się 
popierać wyniki Radovic et al. (5), który zasugerował, że hydrofil-
ność samoadhezyjnego cementu żywicznego zapewnia polepszo-
ną i satysfakcjonującą adaptację do podłoża zęba ze zwiększoną 
tolerancją na wilgoć, w efekcie przyczyniając się do znaczącej 
redukcji mikroprzecieku. Zatem mniej mikroorganizmów może 
penetrować kanaliki zębowe, co z kolei implikuje mniejsze po-
drażnienie miazgi.

W połączeniu ze swoją efektywną zdolnością samouszczelnia-
jącą możliwe korzyści antymikrobowe związane z uwalnianiem 
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fluoru przez samoadhezyjny cement żywiczny, jak również przez 
obydwa glasjonomerowe cementy modyfikowane żywicą, mogą 
być uznane jako czynnik przyczyniający się do obrony przed bak-
teriami, tak więc redukujący przeciek bakteryjny in vitro, co jest 
zgodne z doświadczeniami in vivo (26) i tym samym popiera wcześ-
niejsze obserwacje (2, 9), związane ze składem chemicznym ma-
teriałów wiążących jako czynnik wpływający na ich właściwości 
uszczelniające.

Wyższe wartości przecieku obserwowane dla ZPC są spójne 
z wynikami badań innych badaczy (9, 27-29), którzy sugerowali, 
że niska odporność tego cementu na penetrację bakteryjną jest 
związana z brakiem mikromechanicznego i chemicznego wią-
zania z zębiną i jest konsekwencją jego wysokiej rozpuszczalno-
ści (30, 31). Rezultaty tego eksperymentu są również w zgodzie 
z tymi prezprowadzonymi przez Philipsa et al (32) i studium kli-
nicznym White’a et al. (33), który zademonstrował brak wykrywal-
nej molekularnej dyfuzji lipoliaharydu i dekstranu pod prefabry-
kowanymi złotymi koronami łączonymi na ZPC. Przeczące sobie 
dane różnych laboratoriów mogą być tłumaczone przez wyko-
rzystanie różnych warunków eksperymentalnych, jak również 
innych zmiennych, takich jak: preparacja zęba, przeprowadzone 
postępowanie na powierzchni zębiny i aplikacja materiału wią-
żącego. Warto podkreślić, że – jak zademonstrowano we wcześ-
niejszych badaniach (36, 37) – wysoki poziom rozpuszczalności 
wykazany przez cementy ZPC niekoniecznie wykazuje klinicz-
ne implikacje – prace naprawcze mogą pozostawać użyteczne 
przez wiele lat.

W ramach ograniczeń czasowych eksperymentu wykazano, że 
korony zacementowane na cementy ABC, FC2 i EWB dają zado-
walające uszczelnienie brzeżne w okresie 60 dni, wykazując sta-
tystycznie znacząco niższy przeciek bakteryjny w porównaniu do 
cementów na bazie ZPC. A więc wstępna hipoteza postawiona na 
początku badania została odrzucona. Jednakże stabilność właściwo-
ści uszczelniających testowanych materiałów na powierzchni styku 
materiał/ząb musi zostać głębiej zbadana pod kątem zachowania 
na przestrzeni dłuższego okresu.�
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respect, the results tend to support those of Radovic et al (5) who 
suggested that the hydrophilicity of self-adhesive resin cements 
provides a satisfactory and improved adaptation to the tooth 
substrate with improved moisture tolerance, thus contributing 
to a significant reduction in microleakage. Therefore fewer mic-
roorganisms are available to penetrate the dentin tubules, which 
in turn implicates less pulpal irritation.

In addition to its effective self-sealing ability, the possible an-
timicrobial benefits of fluoride ion release from the selfadhesive 
resin cement (5) as well as from both resin-modified glass-ionomer 
cements can be considered as a contributing factor of defense 
against bacteria, thus reducing bacterial leakage in vitro, which 
is consistent with the in vivo findings (26) and support previous 
observations (2,9) related to the chemical composition of luting 
materials as a factor of influence in their sealing performance.

The higher leakage scores observed for the ZPC are in agre-
ement with the results of others (9,27-29) who suggested that 
the low resistance of this cement to bacterial ingress is attributed 
to the lack of micromechanical and chemical bond to dentin and 
is a consequence of its high solubility (30,31) The results of the 
current study are also consistent with those of Philips et al32 and 
a clinical study by White et al (33), but contradict those of Tung & 
Coleman (34) and Coleman et al (35) who demonstrated no de-
tectable molecular lypopolysaccharide and dextran diffusion 
beneath cast-gold crowns luted with a ZPC. The contradicting 
data from one laboratory to another may be explained on the 
basis of using different experimental conditions as well as variab-
les such as tooth preparation, treatment of the dentin surfaces 
and application of the luting material. It should be emphasized, 
however, that as demonstrated in earlier studies (36,37), the high 
rate of solubility manifested by ZPCs does not necessarily have 
clinical implications and restorations can remain functional for 
many years.

Within the limitations of this study, the results revealed that cast 
crowns cemented with ABC, FC2 and EWB provided an acceptable 
marginal seal up to 60 days and showed statistically significantly 
lower bacterial leakage when compared to ZPC. Therefore, the null 
hypothesis was rejected. However, the stability and the sealing 
properties of the tested materials at the restoration/tooth inter-
face need to be further investigated over longer time periods.�

W ithin the limitations of this study, 
the results revealed that cast crowns 

cemented with ABC, FC2 and EWB provided 
an acceptable marginal seal up to 60 days and 
showed statistically significantly lower bacterial 
leakage when compared to ZPC. Therefore, 
the null hypothesis was rejected.
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