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RESUMEN

La utilizacién del laser en el ambiente odontolégico esté teniendo cada vez mas difusién gracias al hecho que
éste puede conciliar un elevado standard de confort para el paciente con la eficacia terapéutica.

El presente estudio ha evaluado la eficacia bactericida de la radiacién laser asociada al empleo del agua
oxigenada respecto a cinco cepas bacterianas cominmente presentes en las bolsas periodontales activas y
resistentes al empleo separado del laser y del agua oxigenada.

Las cinco bacterias estudiadas son: Haemophilus actinomycetemcomitans, Bacteroides forsytus, Porphyro-
monas gingivalis, Micromonas micron y Fusobacterium nucleatum.

La metodologia de laboratorio utilizada preveia el siguiente protocolo: 30 ml de cada suspensién bacterianas,
expuestas o no al agua oxigenada a distintas concentraciones del 0,5% o del 3%, han sido irradiadas separa-
damente con el laser por 5 o 10 segundos, utilizando tubos estériles “Eppendorf” de 1,5 ml. Por lo tanto ha
sido comparada la actividad bactericida de solo agua oxigenada a concentraciones del 0,5% y del 3%, de solo
irradiacion laser y de los dos tratamientos asociados.

En todos los cultivos bacterianos en examen, el empleo del agua oxigenada en concentracién del 3% asociada
a la exposicién de la irradiacion laser por 10 segundos ha llevado a la ausencia o a una marcada disminucién
del nimero de colonias bacterianas, mientras que la disminucién ha sido menos evidente, o ausente, en el
caso de los tratamientos utilizados separadamente.

Los resultados confirman la mayor eficacia bactericida de la accién combinada de agua oxigenada y laser.

Palabras clave: Laser Nd:YA, bacterias, peréxido de hidrégeno.

SUMMARY

The use of laser in the odontological field is every day more spread thanks to the fact that it manages to reach
a high standard of comfort for the patient in the therapeutic efficiency.

The goal of this study is to test the efficiency of a protocol that foresees the associated use of laser irradiation
and hydrogen peroxide to reduce the bacterial charge of stocks commonly present in active periodontal
pockets. The five bacterial stocks studied are: Haemophilus actinomycetemcomitans, Bacteroides forsytus,
Porphyromonas gingivalis, Micromonas micron, Fusobacterium nucleatem.

The laboratory method used foresees the following protocol: 30ml of each bacterial suspension has been
exposed to hydrogen peroxide at diverse concentrations at 0.5% or at 3% and it has been irradiated separately
with laser for 5 seconds or 10 seconds, using sterile 1.5 ml Eppendorf tubes. It has been compared thus the
bacterial activity of the hydrogen peroxide alone at the concentrations of 0.5% and 3%, the bacterial activity of
the laser irradiation alone and of the two associated treatments.

In every bacterial cultivation examined the use of hydrogen peroxide at 3% concentration associated with the 10
second laser irradiation exposure led to the absence or a marked decrease of the number of bacterial colonies,
while the decrease has been less evident or absent in the case of the two treatments used separately.

The results confirm the higher bactericide effectiveness of the combined action of hydrogen peroxide and laser.
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INTRODUCCION

La utilizacién del 14ser en el ambiente odontolégico
esté teniendo cada vez maés difusién gracias al he-
cho que éste puede conciliar un elevado standard
de confort para el paciente con la eficacia terapéu-
tica.

La palabra laser deriva del Ingles Light Amplification
by Stimulated of Radiation, que significa amplifica-
cién de la luz por emisién estimulada de radiacion.
Comunmente indica un dispositivo capaz de emitir
un rayo laser, una particular radiacién caracterizada
de alta monocromaticidad, muy baja divergencia y
elevada coherencia.

El empleo del l&ser en el tratamiento de la patologia
periodontal ha sido particularmente estudiado en los
ultimos anos y numerosos trabajos cientificos han
demostrado la eficacia bactericida de la terapia laser
asistida.

OBJETIVO DEL TRABAJO

El presente estudio ha evaluado la eficacia bacterici-
da de la radiacion laser asociada al empleo del agua
oxigenada respecto a cinco cepas bacterianas co-
munmente presentes en las bolsas periodontales
activas y resistentes al empleo separado del laser y
del agua oxigenada.

Las cinco bacterias estudiadas son:

— Haemophilus actinomycetemcomitans CIP
52.103T.

— Bacteroides forsytus CIP 105219T.

— Porphyromonas gingivalis CIP 103683T.

— Micromonas micros CIP 105294T.
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— Fusobacterium nucleatum CIP 101130T.

Proveedor: Instituto Pasteur Paris.
Conservacion: suspensiéon en DMSO al 10% conser-
vado a —-20°C.

MATERIALES Y METODO

Las colonias de las cinco cepas bacterianas toma-
das en estudio han sido realizadas en tampones a
pH 7 y el recuento de cada una de las suspensio-
nes ha sido realizada en terreno agar tipo “gelose
Schaedler” + 5% de sangre de carnero en filtrado
con membrana. Los reactivos utilizados para reali-
zar el estudio fueron peréxido de hidrégeno al 3% y
al 0,5% y “gelose Schaedler” + 5% de sangre de
carnero.

Han sido testadas distintas condiciones, por lo tan-
to se realizaron diferentes test con exposicién a la
radiacién léser por tiempos variados y contacto
con distintas concentraciones de agua oxigenada.
Ademas por cada cepa bacteriana ha sido incuba-
da una suspension (test de estudio) con el fin de
testar la esterilidad del sistema reactivo y ha sido
realizada una prueba sobre los diferentes cultivos
bacterianos sin ningun tratamiento (test de con-
trol).

Para cada cepa bacteriana, 30 ul de suspensiéon han
sido filtrados sobre “gelose schaedler” + 5% de san-
gre de carnero. Las suspensiones han sido expues-
tas al agua oxigenada al 0,5% y al 3% y sucesiva-
mente incubadas en condiciones de anaerobiosis por
2 dias a la temperatura de 37° C.

Cada una de las suspensiones bacterianas, expues-
tas o no al agua oxigenada, han sido irradiadas se-



Caccianiga G, Urso E, Monguzzi R, Gallo K, Rey G
Efecto bactericida del laser Nd:YAP. Estudio in vitro

Concentracién de H,O,

Sin irradiacion laser

Irradiacion laser por 5 seg.

Irradiacion laser por 10 seg.

Sin contacto

15 minutos de contacto

15 minutos de contacto

15 minutos de contacto

15 minutos de contacto

0,5% 40 ul H,0O, 40 ul H,0, 40 ul H,0O,
15 minutos de contacto | 15 minutos de contacto 15 minutos de contacto
3% 30 ul H,0, 30 ul H,O, 30 ul H,0,

15 minutos de contacto

15 minutos de contacto

paradamente con el laser, utilizando tubos estériles
“Eppendorf” de 1,5 ml. Las distintas suspensiones

han sido irradiadas por 5 o por 10 segundos.

Cada prueba ha sido realizada por duplicado.

Los resultados de los diferentes test han sido repre-
sentados en las tablas de 1 a 5.

Los valores corresponden a la media de los resulta-
dos de las 2 pruebas independientes.

TABLA 1.- HAEMOPHILUS ACTINOMYCETEMCOMITANS
Titulo de la suspension utilizada: 1,54 x 108 UFC/ml por 46,2x10¢ UFC/30 ul
Test realizado en un tubo conteniendo 50 ul de suspensién

Haemophilus Sin irradiacion laser Irradiacion laser Irradiacion laser
actinomycetemcomitans por 5 seg por 10 seg
UFC/30 ul | Reduccion | UFC/30 ul Reduccién | UFC/30 ul | Reduccion
en log en log en log
Sin H,0, ND / 0 8,19 0 8,19
H,0, 0,5% 7,5 5,79 0 8,19 0 8,19
H,O, 3% 0 8,19 0 8,19 0 8,19

ND= No demostrable; / = Sin de reduccion logaritmica del niimero de bacterias.

TABLA 2.- BACTEROIDES FORSYTHUS

Titulo de la suspension utilizada: 7,2x 106 UFC/ml por 2,16x 10> UFC/30 ul
Test realizado en un tubo conteniendo 50 ul de suspension

Bacteriodes Sin irradiacion laser Irradiacion laser Irradiacion laser
forsytus por 5 seg por 10 seg
UFC/30 ul | Reduccion | UFC/30 ul Reduccién | UFC/30 ul | Reduccién
en log en log en log
Sin H,0, ND / ND / ND /
H,O, 0,5% ND / ND / ND /
H,0, 3% ND / ND 2,63 24 3,95

ND = No demostrable; / = Sin de reduccion logaritmica del niimero de bacterias.
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TABLA 3.- PORPHIROMONAS GINGIVALIS

Titulo de la suspension utilizada: 4,02 10° UFC/ml por 1,21x10° UFC/30 ul
Test realizado en un tubo conteniendo 50 ul de suspension

Porphiromonas

Sin irradiacién laser

Irradiacion laser

Irradiacion laser

gingivalis por 5 seg por 10 seg
UFC/30 ul | Reduccion | UFC/30 wl | Reduccién | UFC/30 ul | Reduccién
en log en log en log
Sin H,0, ND / 328 2,57 52 3,37
H,O, 0,5% ND / 229 2,72 2 4,78
H,O, 3% 104 3,06 250 2,68 0 6,60

TABLA 4.- MICROMONAS MICRON
Titulo de la suspension utilizada: 7,05x 107 UFC/ml por 2,25x10° UFC/30 ul
Test realizado en un tubo conteniendo 50 ul de suspension
Micromonas Sin irradiaciéon laser Irradiacion laser Irradiacion laser
micron por 5 seg por 10 seg
UFC/30 ul | Reduccion | UFC/30 ul Reducciéon | UFC/30 ul | Reduccion
en log en log en log

Sin H,0O, ND / ND / ND /
H,0, 0,5% ND / ND / ND /

H,O, 3% ND / 368 3,79 95 4,37

TABLA 5.- MICROMONAS MICRON

Titulo de la suspension utilizada: 4,4x 106 UFC/ml por 1,32x 10> UFC/30 ul
Test realizado en un tubo conteniendo 50 ul de suspension

Micromonas

Sin irradiacién laser

Irradiacion laser

Irradiacion laser

micron por 5 seg por 10 seg
UFC/30 ul | Reducciéon | UFC/30 ul Reduccién | UFC/30 ul | Reduccion
en log en log en log
Sin H,0, ND / ND / ND /
H,O, 0,5% ND / ND / 750 2,25
H,O, 3% ND / 244 2,73 42 3,5

ND = No demostrable; / = Sin de reduccion logaritmica del niimero de bacterias.
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RESULTADOS
Haemophilus actinomycetemcomitans

El empleo exclusivo de agua oxigenada al 0,5% dio
como resultado una reducciéon logaritmica de 5,79,
mientras que el empleo de agua oxigenada al 3%, la
exposicién a la irradiacion laser por 5 y por 10 se-
gundos y el uso de los dos tratamientos asociados
han llevado a una reduccién logaritmica igual a 8,19
con un valor de UFC igual a 0.

Bacteroides forsytus

El empleo de agua oxigenada al 0,5% o al 3% y la
irradiacién laser separadamente, no han sido efica-
ces. En cambio, la asociacién de los dos tratamien-
tos ha potenciado su eficacia; en particular se ha
observado una reduccién logaritmica igual a 2,63
asociando el uso del agua oxigenada al 3% y la irra-
diacién laser por 5 segundos, mientras se ha obteni-
do una reduccién logaritmica igual a 3,95 con el uso
del agua oxigenada e irradiacién por 10 segundos
con un nimero de UFC/30 ul de 500 y 24 respecti-
vamente.

Porphyromonas gingivalis

El agua oxigenada ha sido mas eficaz a la concentra-
cién del 3% con una reduccién logaritmica de 3,06 y
de UFC/ 30 ul igual a 104; la irradiacién laser ha
dado resultados mejores al ser utilizada por 10 se-
gundos, mientras que los dos tratamientos asocia-
dos han demostrado una buena eficacia con una
reduccién logaritmica igual a 6,60 y un nimero de
UFC/ 30 ul igual a 0.

Micromonas micron

El agua oxigenada, ya sea al 0,5% o al 3%, y el uso
exclusivo del laser en forma separada no han sido
eficaces.

Por otro lado, la asociacién de los dos tratamientos
ha potenciado su eficacia solo en el caso del empleo
de H,O, al 3%; en particular el uso de H,O, al 3%
mas 5 segundos de laser ha llevado a una reducciéon
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logaritmica igual a 3,79 y un nimero de UFC/ 30 ul
de 368, mientras que la asociacién con irradiacién
por 10 segundos ha evidenciado una reduccién lo-
garitmica igual a 4,37 con un valor de UFC/ 30 ul
de 95.

Fusobacterium nucleatum

Tanto el agua oxigenada al 0,5% que al 3% como el
laser por 5 segundos separadamente no han sido
eficaces. El empleo exclusivo de la irradiacion laser
por 10 segundos ha llevado a una reduccién logarit-
mica de 2,25.

En cambio, la asociacién de los dos tratamientos ha
potenciado su eficacia; el empleo del agua oxigena-
da en concentracion del 3% asociada a la irradiacion
laser por 5 segundos ha obtenido una reduccién lo-
garitmica igual a 2,73 con un UFC/ 30 ul de 244,
mientras que los resultados mejores han sido obte-
nidos utilizando la asociacién del agua oxigenada en
concentracion del 3% con la irradiacion laser por 10
segundos con una reduccién logaritmica de 3,5 y un
UFC/ 30 ul de 42.

Los resultados principales estéan resumidos en la ta-
bla 6.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

El presente estudio ha comparado la actividad bac-
tericida del agua oxigenada en concentracién del
0,5% y del 3%, de la irradiaciéon laser y de los dos
tratamientos asociados respecto a cinco bacterias
periodontopatégenas (Haemophilus actinomyce-
temcomitans, Bacteroides forsytus, Porphyromo-
nas gingivalis, Micromonas micron, Fusobacterium
nucleatum).

En todos los cultivos bacterianos en examen, el em-
pleo del agua oxigenada en concentracion del 3%
asociada a la exposiciéon de la irradiacién laser por
10 segundos ha llevado a la ausencia o a una marca-
da disminucién del nimero de colonias bacterianas,
mientras que la disminucién ha sido menos eviden-
te, o ausente, en el caso de los tratamientos utiliza-
dos separadamente.
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TABLA 6
Bacterias testeadas Sin tratamiento | H,0,al 3% Irradiacion laser H,0,al 3%
por 10 segundos mas irradiacion laser
por 10 segundos
Haemophilus
actinomycetemcomitans SFaFRaF — — —
Bacteroides forsytus SR FFar AR r AF R R 3=
Porphyromonas gingivalis AR AF AR A ar Sk —
Micromonas micros AF A AR A AR A AR A A AR AFAF ++
Fusobacterium nucleatum Shishs AF A AF A A AFF ++
—  Ausencia de bacterias
+  Ix10° UFC/ml,
++  101x10? UFC/ml
+++ 10.001101%10° UFC/ml
++H+ 1.000.001 x10° UFC/ml
(nicamente en el caso del Haemophilus actinomy- BIBLIOGRAFIA

cetemcomitans el empleo exclusivo del agua oxige-
nada o de la irradiacién laser han llevado a una dis-
minucién de la actividad bacteriana comparable a la
de los dos tratamientos asociados.

En el caso del Bacteroides forsythus el empleo ex-
clusivo de la irradiaciéon lédser no ha llevado a una
disminucién de las colonias bacterianas mientras que
en los test con empleo exclusivo del agua oxigenada
se ha evidenciado un aumento del nimero de colo-
nias bacterianas.

Por otra parte, en las suspensiones de Fusobacte-
rium nucleatum tratadas exclusivamente con irradia-
cién laser se ha evidenciado un aumento de las co-
lonias bacterianas.

Los resultados confirman la mayor eficacia bactericida
de la accién combinada del agua oxigenada y el laser.
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