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INTRODUCERE

Problematica abordata in cadrul tezei de doctorat este legata de o serie de aspecte fundamentale
din domeniul tehnologiei laser pentru aplicatii biomedicale si se Inscrie intre directiile principale ale
programelor de cercetare prin care se promoveaza cunoasterea stiintifica a laserilor folositi in
stomatologie.

Un domeniu important, prin prisma potentialului lucrativ dar si a sanatatii populatiei, este
reprezentat de dezvoltarea unor alternative terapeutice biocompatibile, cu functionalitate ridicata si
efecte secundare reduse in cazul aplicatiilor medicale, permitand terapii performante si tratamente de
succes.

Tratamentul neinvaziv al bolilor orale, obiectiv major al stomatologiei moderne, incurajeaza
studiul intens al sistemelor laser care pot oferi In prezent noi posibilitati terapeutice, cu potential de a
se stabili ca o alternativa mai buna sau ca factor adjuvant la terapia conventionala.

Am ales sa-mi efectuez cercetarea doctorala in acest domeniu, atat datorita interesului personal
pentru terapia cu laser cat si pentru ceea ce reprezintd aceasta noud tehnicd in abordarea complexa
tratamentelor endodontice.

Tratamentul endodontic se realizeazd prin combinarea agentilor fizici si chimici, iar unul dintre
scopurile acestuia este eliminarea resturilor pulpare, bacteriilor si produselor bacteriene din canalul radicular,
in acelasi timp cu dezinfectarea dentinei profunde si a retelei tubulare, elemente esentiale pentru succesul
tratamentului pe termen lung. Datoritd numarului mare de microorganisme care prezinta rezistenta crescuta
la tratamentele conventionale, dezvoltarea de noi produse antimicrobiene devine o necesitate.

Preocuparea personald in ceea ce priveste reusita tratamentelor endodontice m-a condus spre un
studiu aprofundat al aplicabilitatii laserului dioda cu lungimea de unda de 940 nm si evaluarea in vitro,
a eficientei acestuia asupra viabilitdtii unor specii microbiene frecvent intalnite n etiopatogenia
infectiilor endodontice. Prin studiul efectului sinergic bactericid al laserului cu solutii ale unor extracte
naturale din plante activate cu acest tip de laser cu dioda de 940 nm, de mare putere, am incercat sa
identific potentialul antimicrobian al unor extracte din plante tratate cu laserul dioda 940 nm in vederea
obtinerii unor noi solutii de irigare, biocompatibile, cu potentiale aplicatii in endodontie.

Teza mea de doctorat este structurata in doua parti, partea generala si partea personala si cuprinde
sapte capitole in care sunt prezentate studii din literatura si contributii personale privind efectele pe care
le are folosirea sistemelor laser ca adjuvant in tratamentul stomatologic si in special in tratamentul

endodontic.



Primele trei capitole sunt dedicate partii generale si fac referire la stadiul actual al cunoasterii in
domeniul complex al laserilor si utilizarea acestora in stomatologie si endodontie, iar urmatoarele patru
capitole evidentiazd metodologia generald a cercetdrilor experimentale, studiile propriu zise in
concordanta cu obiectivele de cercetare propuse, urmate la final de concluziile generale, contributiile

personale si anexe.

STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII
CAPITOLUL 1. NOTIUNI GENERALE DESPRE LASER

Primul capitol al tezei este unul introductiv in care este prezentata o scurtad incursiune in problematica
abordatd, notiuni generale despre laser si o serie de elemente legate de generarea luminii laser. Sunt
prezentate caracteristicile dispozitivelor laser, respectiv elementele componenete, proprietatile, clasificarea,

tipurile de actiune si efectele produse de laseri la interactiunea cu tesuturi tinta.

CAPITOLUL 2. MECANISMUL DE ACTIUNE AL LASERULUI LA NIVELUL
STRUCTURILOR BIOLOGICE

Descrierea amanuntita a aspectelor privitoare la stadiul actual al cunoasterii in domeniul laserilor
in ceea ce priveste mecanismul de actiune la nivelul structurilor biologice respectiv la nivelul tesuturilor
moi si dure, raspunsul celular precum si dozarea si securitatea utilizarii laserului, face obiectul

capitolului al doilea.

CAPITOLUL 3. APLICATIILE LASERULUI N STOMATOLOGIE SI
ENDODONTIE

In stomatologie, laserii au devenit un instrument aplicat in multe proceduri, inclusiv chirurgia
tesuturilor moi, decontaminare, asigurarea efectelor antiinflamatorii, prepararea cavitatilor,
prevenirea cariilor, decontaminarea leziunilor carioase si Indepartarea precisd a acestora, ca agenti
de gravare si agenti antibacterieni. Ei pot fi utilizati cu succes 1n terapia endodontica si 1n tratamentul
bolilor parodontale (Shanthala BM si colab., 2017). Tratamentele asistate de laser au potentialul de a
se stabili ca o alternativa mai buna la terapia conventionala. Cercetarea si utilizarea clinica, dupa
interesul initial pentru toate utilizarile terapeutice posibile ale laserilor in endodontie, se reduc la
curatarea si decontaminarea sistemului de canal radicular.

Utilizarea frecventa a laserului dioda in tratamentul endodontic a generat din ce In ce mai
frecvent in ultimii ani studii care au evaluat eficienta antibacteriana a laserului dioda cu lungimea de
unda de 940 nm, la diferite puteri de iesire.

In continuare, in capitolul trei, sunt sintetizate informatii legate de utilizarea si aplicatiile laserilor in

stomatologie si a laserului dioda in endodontie singular sau combinat cu solutii de irigare clasice si alternative



CONTRIBUTII PERSONALE

CAPITOLUL 4. METODOLOGIA GENERALA A CERCETARII STIINTIFICE

4.1 Scopul si obiectivele cercetarii

Scopul cercetarii stiintifice din cadrul tezei mele de doctorat, a fost ca prin studiile efectuate sa
evaluez in vitro eficienta laserului cu dioda de mare putere, cu lungimea de unda 940 nm, asupra
viabilitatii microbiene, efectul si potentarea efectului antimicrobian al unor extracte din plante, pentru a
putea fi folosite ca adjuvant in igienizarea canalelor radiculare, prin iradiere cu fascicul laser precum si
laserului cu lungimea de unda de 940 nm.

In cadrul primului studiu al cercetarii stiintifice doctorale am urmarit evaluarea eficientei laserului
cu dioda de mare putere, cu lungimea de unda 940 nm si a terapiei fotodinamice antimicrobiand asupra
viabilitdtii microbiene si anume asupra celor doud specii frecvent implicate in infectiile endodontice
primare sau recurente, deosebit de virulente, respectiv Enterococcus faecalis si Candida albicans, de
altfel microorganisme comune.

In cadrul celui de al doilea studiu al cercetarii stiintifice doctorale mi-am propus sa investighez
in vitro activitatea antimicrobiana a 7 extracte vegetale alcoolice si hidroalcoolice din nuc (Juglans
regia), salvie (Salvia officinalis) si echinacea (Echinacea purpurea), inainte si dupa expunerea la
actiunea unor fascicule laser emise de laserul dioda 940 nm, la 2 variante ale puterii la iesire de 3W si
respectiv SW, din perspectiva stabilirii eficientei in tratamentul endodontic.

Cel de-al treilea studiu in vitro are drept scop evaluarea comparativa a implicatiillor toxicologice
potentiale ale extractelor de plante din nuc (Juglans regia), salvie (Salvia officinalis)
si echinacea (Echinacea purpurea), si posibilitatea de atenuare a nocivitatii in afara canalului radicular
si de potentare a unor reactii de refacere si vindecare, la nivel celular, consecutive activarii prin iradiere
cu fascicul laser cu aceleasi variante ale puterii la iesirea prin varful fibrei de 3W si SW.

Aceste solutii alternative pentru irigare pe baza de produse naturale, extracte naturale de plante
si extracte activate cu un fascicul laser generat de laserul dioda cu lungimea de unda 940 nm, pot sa
contribuie la dezinfectia canalului radicular, cu posibilitatea de atenuare a nocivitatii in afara acestuia

si de potentare a unor reactii de refacere si vindecare la nivelul tesuturilor periapicale.

4.2 Materiale folosite in studiu
4.2.1 Dispozitivul laser utilizat
Utilizarea frecventa a laserului dioda in tratamentul endodontic a generat din ce in ce mai frecvent

in ultimii ani studii care au evaluat eficienta antibacteriana a laserului dioda cu lungimea de unda de 940



nm, la diferite puteri de iesire. Pe langa efectul bactericid, laserul cu dioda are un efect biostimulator
care este de mare importantd in ceea ce priveste vindecarea tesuturilor periapicale.

Am ales sa folosesc laserul dioda cu lungimea de unda de 940 nm deoarece aplicarea sa clinica
in endodontie a fost mai putin studiata si, de asemenea, datorita costului redus, versatilitatii mai mari si
portabilitdtii usoare datoritd dimensiunii sale compacte.

In studiile efectuate am utilizat laserul dioda cu lungimea de undi 940 nm, Biolase Epic X (SUA).

4.2.2 Produse naturale vegetale si solventi folositi in studiile efectuate

In primul studiu au fost utilizati ca fotosensibilizanti colorantii de fenotiazinium, respectiv o
solutie de Smg/ml de albastru de metilen (AM) si una de albastru de toluidina de 1% (AT) substante
alese pentru eficacitatea lor in terapia fotodinamica (PDT), datoritd prezentei Incarcaturii cationice.

In cadrul urmatoarelor doua studii efectuate s-au utilizat extracte vegetale obtinute la Facultatea
de Biologie, Universitatea din Bucuresti, preparate din nuc (Juglans regia), din salvie (Salvia
officinalis) si echinacea (Echinacea purpurea).

Din nuc (Juglans regia ) s-au folosit fructele si s-au realizat 4 extracte alcoolice si hidroalcoolice
in metanol (metanol 100 % si apa:metanol 1:1 v/v, peste care s-au pus 5 g planta) si 4 extracte alcoolice
si hidroalcoolice in etanol (etanol 100% si apd:etanol 1:1 v/v peste care s-a pus lg plantd) din
urmdtoarele componente: pericarp si mezocarp (coaja verde a nucii), endocarp (partea lemnoasa a
nucii), tegumentul seminal (tegumentul care acopera samanta), peretii lemnogi din interiorul semintei
ce separa cotiledoanele si lobii.Fragmentele de coaja verde au fost liofilizate inainte de a fi utilizate.

Din salvie (Salvia officinalis) s-a realizat un extract hidroalcoolic 1n etanol din frunza de salvie
(Salvia officinalis herba) (extract 1:5, raport alcool etilic 96%:apa = 35:65).

Din Echinacea purpurea (partile supraterane) produsul folosit pentru testare 1n studiile efectuate a fost
tinctura de echinacea gata preparata ce contine E. purpurea 20 g si alcool etilic 70% v/v pentru 100 g solutie.
Din toate extractele de plante preparate s-au ales urmatoarele probe cu codificarile aferente:

N5 — extract Tn metanol din pericarp si mezocarp liofilizate de Juglans regia

N7 — extract 1n etanol din endocarp de Juglans regia

Ni1 — extract in metanol din tegument seminal de Juglans regia

Nj9 — extract in apa:metanol din pericarp si mezocarp de Juglans regia

Nao — extract in apa:metanol din interiorul semintei ce separa cotiledoanele si lobii de Juglansregia
S — extract 1n apa:alcool etilic din Salvia officinalis

E —tincturd de Echinacea

3W — extractul de testat tratat cu fascicul laser 3W

5W — extractul de testat tratat cu fascicul laser SW



Cele 7 extracte netratate reprezintd martorul (control), iar variantele analizate s-au obtinut prin
tratarea extractelor vegetale cu un fascicul al laserului cu diodd cu lungimea de unda de 940 nm, in
modul pulsat (CP2), cu puteri ale fasciculului laser la iesire de 3W si respectiv SW.

Aceeasi solutie stoc din fiecare extract a fost utilizata in toate determinarile aferente.

4.2.3 Culturi celulare

Culturile celulare utilizate in studiile efectuate au fost reprezentate de:
- tulpina bacteriana de referinta, Enterococcus faecalis ATCC 29212 (American Type Culture
Collection), provenita din culturi acreditate ATCC;
- tulpina bacteriana standard, Candida albicans ATCC 10231 (American Type Culture Collection);
- 0 linie celulara de cultura L929, cu morfologie de tip fibroblast (ATCC L929).

4.3 Metoda de lucru

In primul studiu testarea influentei laserului cu dioda s-a realizat asupra tulpinilor standard de
Enterococcus faecalis ATCC (American Type Culture Collection) 29212 si respectiv Candida albicans
ATCC (American Type Culture Collection) 10231, din care s-a preparat o suspensie de 0,5 standard
McFarland in ser fiziologic.

Dupa iradiere s-au realizat dilutii seriale din care s-au insamantat cate 10 puL in triplicat si s-a
determinat numarul de unitati formatoare de colonii per mL (UFC/mL) pentru a determina viabilitatea
microorganismelor. Pentru fiecare testare s-au realizat cate 5 replici pentru E. faecalis si respectiv 4
replici pentru C. albicans.

Pentru a evalua influenta volumului suspensiei microbiene iradiate asupra viabilitatii
microorganismelor s-a analizat in paralel aceeasi suspensie microbiana de C. albicans, repartizatd in
recipiente diferite si anume 900 pL repartizat in recipient cu volum final de 1,5 mL si respectiv 100 pL
repartizat in recipient cu volum final de 0,2 mL.

Aceeasi tulpina bacteriana de referinta folosita, Enterococcus faecalis ATCC 29212 (American
Type Culture Collection), in cercetarea efectuata in al doilea studiu a fost insamantata pe mediu Mueller
Hinton agar si TSB (triptone soy broth) la 37°C.

Pentru al treilea studiu fibroblastele (ATCC L929), au fost cultivate in mediu DMEM (Dulbecco
s Modified Eagle Medium) suplimentat cu 10 % ser fetal bovin.

Pentru obtinerea extractelor din fructele de nuc, extracte alcoolice si hidroalcoolice in metanol
si etanol (metanol 100 % si apa:metanol 1:1 v/v, peste care s-au pus 5 g plantd; etanol 100% si
apa:etanol 1:1 v/v peste care s-a pus 1g plantd), a fost folosita extractia prin microunde cu extractor
Ethos Start D (1 ord la 100°C).



Extractul hidroalcoolic 1n etanol din frunza de salvie (Salvia officinalis herba herba) s-a realizat
astfel: frunzele de salvie (Salvia officinalis herba) au fost curatate de impuritati, spalate si lasate sa se
usuce la temperatura camerei, apoi maruntite cu o moara de laborator si amestecate cu solutia
hidroetanolica (extract 1:5, raport alcool etilic 96%:apa = 35:65).

Extractia s-a realizat prin microunde cu extractor Ethos Start D (1 ord la 100°C). Extractele
obtinute au fost uscate la rotavapor, iar produsul rezultat a fost reluat in DMSO (dimetilsulfoxid) la o
concentratie finala 20 mg/mL.

Din Echinacea purpurea (adicad partile supraterane) produsul folosit pentru testare in studiile
efectuate a fost tinctura de Echinacea gata preparata ce contine E. purpurea 20 g si alcool etilic 70% v/v
pentru 100 g solutie.

Pentru testarea influentei laserului cu dioda asupra viabilitatii microbiene, in primul studiu,
suspensia microbiana (de 0,5 standard McFarland) in ser fiziologic, a fost supusd actiunii fasciculului
laser folosind diferite intensitati, timpi de contact si varfuri de aplicare conform programelor presetate
ale dispozitivului si anume IP (pungi parodontale infectate), PP (pungi parodontale), AU (ulcer aftos).

Piesa de mana chirurgicald care distribuie uniform energia razei laser in zona tratatd a fost
folositd in modul fard contact deoarece utilizata la o distanta variabild de pana la 100 cm nu modifica
energia iradierii peste un spot cu diametrul de 1 cm. Piesa de mana este cel mai frecvent utilizata pentru
biostimulare si tratament antiinflamator. Pentru testele efectuate in acest studiu au fost folosite varfurile
E3, E4 la piesa chirurgicala.

Dupa iradiere, din suspensiile folosite s-au realizat dilutii seriale din care s-au Insdmantat cate
10 pL in triplicat si s-a determinat numarul de unitati formatoare de colonii per mL (UFC/mL) pentru
a determina viabilitatea microorganismelor. Pentru fiecare testare s-au realizat cate 4 si 5 replici.

Pentru al doilea studiu laserul cu lungimea de unda 940 nm a fost setat pentru programul
Infected Pockets (pentru infectii in pungile parodontale) si au fost realizate activari ale extractelor de
plante selectate pentru testari (Ns, N7,Ni1, N2o, S, E) la diferite intensitati ale puterii de iesire la varful
fibrei fasciculului laser, incepand cu 1W, 1,5W, 2W, 2.5W, 3W, 4W si 5W, folosind virfuridiferite
pentru activare (E2, E3, E4) si timpi de expunere variabili respectiv de la 10s la 30s, 45s, 60s,180s cu
repetdri si reludri succesive pentru fiecare experiment.

Pentru al treilea studiu al cercetarii au fost pregatite din fiecare extract de plante ales pentru testare
plus tulpina bacteriand, cate 3 eprubete: control, lot iradiat cu fascicul laser cu puterea 3W, lot iradiat cu
fascicul laser cu puterea SW.

Am realizat iradierea folosind varful E4, neinitiat, timp de 30 secunde si programul presetat

(IP)Infected Pockets , In modul pulsat CP2 ( Comfort Pulse), cu durata pulsului de Imilisecunda.



Tehnica de lucru pentru activarea extractelor pregatite a constat in introducerea varfului, vertical
in eprubete, cu miscari circulare executate usor, de jos in sus, pe intrega lungime a eprubetei.

La probele si testarile preliminarii efectuate cu varfurile E4 initiate s-a constatat cauterizarea
solutiei motiv pentru care s-au folosit varfurile neinitiate.

Evaluarea efectului antibacterian al solutiilor reprezentate de extractele de plante activate prin
iradiere cu fascicul laser cu intensitati ale puterii la iesire de 3W si SW s-a efectuat prin metoda Kirby-
Bauer adaptata.

Determinarea cantitativa a activitdtii antimicrobiene a extractelor analizate s-a realizat prinmetoda
microdilutiior seriale in mediu lichid (Mueller Hinton), in vederea determinarii concentratiei minime
inhibitorii (CMI), adica a cantitatii minime de compus testat capabila sd inhibe cresterea celulelor
microbiene.

Influenta compusilor testati asupra dezvoltarii de biofilme microbiene pe substrat inert s-a
realizat in placi cu 96 de godeuri 1n care au fost puse, In contact cu un inocul bacterian cu densitatea
de 10° UFC/mL, dilutii binare ale extractelor. Intensitatea suspensiei colorate obtinute a fost cititd
spectrofotometric (Flex Station 3) la o lungime de unda de 492 nm.
testare (dilutie 1:10), au fost iradiate folosind acelasi protocol, cu intensitdti ale puterii la iesire a
fasciculului laser de 3W si SW.

Celulele au fost insaimantate la o densitate de 1,5 x 10* celule pe godeu in 200 ul de mediu de
culturd, peste care s-au pus extractele de testat (dilutie 1:10) si s-au incubat la 37 °C (5% CO>), 24 ore.

Evaluarea gradului de biocompatibilitate (citotoxicitatea materialelor) s-a realizat pe baza testului
Mosmann Tetrazolium Toxicity (MTT) si a testului de cuantificare a lactat dehidrogenazei
(LDH). Rezultatele s-au citit spectrofotometric (Flex Station 3) la o lungime de unda de 550 nm pentru
MTT si la o lungime de undd de 490 nm pentru LDH.

Toate testarile au fost efectuate in laboratorul de microbiologie al Facultatii de Biologie,

Universitatea din Bucuresti.

4.4 Prelucrarea datelor cercetarii

Datele colectate au fost centralizate si prelucrate statistic folosind programele Microsoft Office
Excel/Word 2013 si IBM SPSS Statistics v20, 22.0 (Statistical Package for the Social Sciences for
Windows). Variabilele cantitative au fost exprimate sub forma de valori medii cu abatere/deviatii
standard (SD).

Graficele au fost realizate cu GraphPad Prism 5.04.



Diferentele dintre valorile determinate s-au analizat folosind testul Mann Whitney, un test statistic
folosit pentru a evalua diferentele dintre doua esantioane independente in ceea ce priveste nivelul
oricdrei trasaturi, masurat cantitativ, care permite detectarea diferentelor de valoare a unui parametru
intre esantioane mici.

Nivelul de semnificatie statistica (p) a fost stabilit la maximum 0.05. Valorile p < 0,05 au fost
considerate semnificative statistic. Nivelurile de semnificatie statistica au fost*, p <0.05; **, p <0.01;
*HE p <0.001; **** p<0.0001.

Analiza si interpretarea statisticd a rezultatelor cat si compararea acestora cu date din studii de

specialitate similare au permis stabilirea concluziilor cercetarii mele stiintifice.

CAPITOLUL 5. EVALUAREA IN VITRO A EFICIENTEI LASERULUI CU
DIODA SI A TERAPIEI FOTODINAMICEASUPRA VIABILITATII MICROBIENE

5.1 Introducere

Cavitatea bucalda umana este un mediu propice formarii nelimitate a biofilmului microbian natural.
Cu toate acestea, in echilibrul distorsionat al sdnatatii bucale, agentii patogeni infectiosi pot avea acces
in tesuturile dentare si In zona gingivald (Takahashi N, Nyvad B, 2011; Grzech-Le$niak K si colab.,
2017, 2019).

Gestionarea infectiilor cauzate de bacterii si ciuperci este o provocare viabild in diverse domenii
medicale, inclusiv in stomatologie. Dezvoltarea medicinei cu laser a oferit o serie de noi modalitati de
terapie capabile sd elimine organismele patogene, metode alternative de gestionare a rezistentei acestora
la medicamente.

In terapia endodontica, eliminarea resturilor pulpare si a populatiilor bacteriene din sistemul de
canal radicular este un obiectiv important deoarece infectiile de la nivelul canalului radicular sunt
cauzate de microorganismele care au penetrat pulpa dentard si au reusit sd colonizeze si sa
supravietuiasca la acel nivel. (Wong si colab., 2021).

Desi pregatirea biomecanica poate elimina eficient microorganismele, mai mult de 50% din
suprafata peretilor pot rdmane intacti in timpul instrumentarii, datoritd complexitdtii anatomice a
sistemului de canal radicular (Stuart CH si colab., 2006). Eradicarea bacteriilor persistente in zonele
indepartate ale sistemului de canal radicular este o provocare majora in diferitele tehnici de tratament
folosite si este cruciald pentru conservarea pe termen lung a dintilor tratati endodontic. in timpul infectiei
de canal, micromediul canalului favorizeaza selectia citorva specii bacteriene, dintre care deosebit de
virulente sunt Enterococcus faecalis si Candida albicans, de altfel microorganisme comune, importante,

intalnite la dintii cu infectie endodontica refractara.



E. faecalis este un coc anaerob facultativ, gram pozitiv, rezistent la terapie, ce contribuie la esecul
terapiei endodontice prin formarea de biofilm (Eslami L.M. si colab., 2019).

Din acest motiv si datoritd faptului cd este intalnit in esecul recurent al tratamentului endodontic
datorita virulentei, controlul sau este de o importanta extrema si a devenit din ce in ce mai necesara
gdsirea de noi instrumente care sa ajute la eliminarea E. Faecalis (Castilho A L si colab., 2013).

C. albicans este o ciuperca identificatd in 21% din infectiile endodontice primare si in 18% din
cazurile de retratare (Eslami L M si colab., 2019). Candida poate supravietui in medii extreme prin
formarea biofilmului si utilizarea proprietatilor sale fizico-chimice pentru a se potrivi conditiilor locale
(Silva Garcez A si colab., 2006; De Souza EB si colab., 2008).

O abordare inovatoare pentru dezinfectie in endodontie este utilizarea laserilor. Efectul bactericid
potential al iradierii cu laser poate fi utilizat eficient pentru curdtarea suplimentara a sistemului de canal
radicular, efect studiat pe larg folosind diferite lasere ca: laserul CO2, Nd:YAG, laserul dioda si Er:YAG
(Tunér J si colab., 2010; Silva Garcez A si colab., 2006; De Souza EB si colab., 2006, 2008, 2010).

Pentru aceasta si datoritd efectelor adverse ale medicamentelor asupra proprietatilor fizice ale
dentinei si rezistentei bacteriene, laserul dioda si terapia fotodinamica (PDT) au fost introduse ca
instrumente in terapia endodonticd pentru a favoriza dezinfectarea sistemului complex al canalelor
radiculare. Terapia fotodinamica (PDT) poate viza in mod specific microorganismele fara a deteriora
tesuturile gazda si are ca beneficii actiunea imediata, accesul la zone complexe, cum ar fi fisuri si furcatii,
prevenirea bacteriemiei la pacientii imunocompromisi si ameliorarea simptomatologiei.

Terapia fotodinamica antimicrobiand (APDT) este o procedurd desfasuratd in doud etape si
presupune aplicarea unui fotosensibilizant, urmata de iradierea cu laser a tesuturilor sensibilizate, ceea
ce va genera o reactie fotochimica toxica asupra celulelor tinta, reactie consecutiv careia vor fi eliminate
microorganismele patogene. Fotosensibilizantul are capacitatea de a se acumula selectiv in tesuturi si de
a interfera cu substantele biologice. Acesta este un compus pe baza de cromofori care poate absorbi
fotonii din lumina incidentd, producand si eliberand astfel oxigen reactiv si radicali liberi. Albastrul de
metilen (AM) si albastrul de toluidina (AT) sunt substante fotosensibilizante care aufost studiate pe larg
pentru eficacitatea lor pe bacterii planctonice si au fost testate impotriva structurilor biofilmului
microbian (Bhavya K si colab., 2022).

Terapia fotodinamica antimicrobiana este o alternativa sigura, eficienta si usor de implementat, iar
spectrul sau de activitate acopera bacterii, ciuperci, virusuri si protozoare, ceea ce 1i confera superioritate
fatd de terapiile conventionale (Wainwright M si colab., 2017). Exista studii care raporteaza efecte
antimicrobiene si bactericide ale aplicarii laserului oferind astfel o modalitate de tratament promititoare

(Seyedmousavi S si colab., 2014).



Scopul cercetarii in acest studiu a fost de a explora si evidentia influenta iradierii cu laserul dioda
cu lungimea de unda de 940 nm (laser cu dioda de mare putere) si efectul terapiei fotodinamice (PDT)
asupra viabilitatii tulpinilor standard de Enterococcus faecalis (ATCC 29212) si influenta laserului cu
dioda cu lungimeade unda de 940 nm asupra viabilitatii tulpinilor standard de Candida albicans (ATCC

10231) variind conditiile si modalitatile de aplicare a fasciculului laser.

5.2 Material si metoda

Testarea influentei laserului cu dioda s-a realizat asupra tulpinilor standard de Enterococcus
faecali ATCC 29212 sirespectiv Candida albicans ATCC 10231.

S-a preparat o suspensie de 0,5 standard McFarland in ser fiziologic, care a fost supusa actiunii
fasciculului laser aplicat prin utilizarea laserului cu diode Epic Biolase, cu lungimea de unda 940 nm si
o putere maxima de 10W, cu setari determinate in cercetdri de laborator. S-au folosit diferite intensitati,
timpi de contact si varfuri de aplicare conform programelor presetate ale dispozitivului si anume IP
(pungi parodontale infectate), PP (pungi parodontale), AU (ulcer aftos).

Pentru testele efectuate in acest studiu au fost folosite varfurile E3, E4 si piesa chirurgicala.

Dupa iradiere, din suspensiile folosite s-au realizat dilutii seriale din care s-au insamantat cate 10
pL in triplicat si s-a determinat numarul de unititi formatoare de colonii per mL (UFC/mL) pentru a
determina viabilitatea microorganismelor. Pentru fiecare testare s-au realizat cate 4 si 5 replici.

Pentru a evalua influenta volumului suspensiei microbiene de C. albicans testate s-a analizat in
paralel aceeasi suspensie microbiana repartizatd in recipiente diferite si anume: 900 uL repartizat in
recipient cu volum final de 1,5mL si respectiv 100 pL repartizat in recipient cu volum final de 0,2 mL.
Pentru eficacitatea lor in terapia fotodinamica (PDT), datorita prezentei incarcaturii cationice,
am utilizat in studiu ca fotosensibilizanti urmatorii colorantii de fenotiazinium : o solutie de Smg/ml de
albastru de metilen (AM) si una de albastru de toluidina de 1% (AT).

In analiza statistica datele prezentate sunt media = SD (deviatia standard) iar graficele au fost
realizate cu GraphPad Prism 5.04.

Diferentele dintre valorile determinate s-au analizat folosind testul Mann Whitney. Valorile p <
0,05 au fost considerate semnificative statistic. Nivelurile de semnificatie statistica au fost *, p < 0.05;

% p < 0.01; ##*, p <0.001; **** p < 0.0001.

5.3 Rezultate si discutii
Au fost testate suspensii de E. Faecalis, folosind laserul dioda 940 nm, cu programul presetat [P
(pungi parodontale infectate), pe 3 loturi, diferentele constand in numéarul de iradieri, pauza intre acestea a

fost de 10 secunde, puterea de 2,5 W, modul continuu, cu varf E3.
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Iradierea unei suspensii de E. faecalis cu acelasi tip de varf, E3, insa cu timpi de contact diferiti,
prin numadrul de iradieri, influenteaza intr-o mica masura viabilitatea bacteriana.

La urmatorul lot de testare analiza statisticd a unitdtilor formatoare de colonii obtinute nu a
evidentiat o diferentd semnificativa intre diferitele iradieri cu varful E4. Fatd de primele loturi testate,
se constatd o eficientd mai mare pentru varful E3, in aceleasi conditii de iradiere, doar cu varful de
aplicare diferit.

Efectele antibacteriene ale laserului la pacientii tratati pentru afectiuni ale cavitatii bucale au fost
confirmate in cercetari anterioare, unde laserul dioda, folosind modul pulsat, a fost aplicat cu setarilede
putere peste 2 W, pentru a induce un efect fototermic (de Souza EB si colab., 2008).

In cadrul urmiatorului experiment schimbarea programului de iradiere, de la IP (pungi parodontale
infectate), modul continuu (CW) la PP (pungi parodontale), modul pulsat CP2 (intervalul dintre pulsatii
de 2 milisecunde), cu varf E4, a determinat o diferenta statisticd atunci cand timpul de iradiere a fost
crescut la 15 secunde si am folosit o putere de 3W.

Dezinfectia fotoactivata este recomandata ca procedurd adjuvanta pentru eliminarea bacteriilor
reziduale din canalul radicular dupa debridarea endodontica standard. Eficacitatea terapiei fotodinamice
(PDT) depinde de microorganism, de tipul de fotosensibilizant si de lumina utilizati. In mod obisnuit
sunt folositi ca fotosensibilizanti albastrul de metilen (AM) si albastrul de toluidinad (AT), coloranti de
fenotiazinium cu eficacitate in terapia fotodinamica prin incarcatura lor cationica.

Cand este expus la lumina cu o anumita lungime de unda, fotosensibilizatorul poate reactiona fie
cu oxigenul, fie cu alte biomolecule, pentru a crea radicali liberi, reactii ce vor duce la moartea celulelor;
in acelasi timp terapia fotodinamica tinteste microorganismele vizate fara daune colaterale asupra
celulelor si tesuturilor umane (Usacheva MN si colab., 2001).

Am evaluat efectul antimicrobian al fascilului laser asupra suspensiei de E. faecalis dupa aplicarea
unei substante fotosensibilizante respectiv o solutie de albastru de metilen (AM) cu concentratia de
Smg/mL si una de albastru de toluidind (AT) de 1%. Pentru fiecare dintre ele s-au testat doud modalitati
de tratament:

- varianta 1 - o iradiere de 15 sec, putere 3W, modul pulsat CP2, varf E4
- varianta 2 - biostimulare (biostimulare cu piesa chirurgicald), 180s, putere 4W, energie 720J.

Analiza rezultatelor a aratat ca aplicarea parametrilor corespunzatori variantei 2 determina
scaderea numarului de bacterii.

Aplicarea unei substante fotosensibilizante mareste efectul inhibitor al fascicolului laser, insa s-a
observat ca in cazul albastrului de toluidind numarul de UFC este mai scazut comparativ cu albastrul de

metilen.
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Considerand efectul pozitiv al terapiei fotodinamice asupra viabilitatii E. faecalis in care am folosit
ca fotosensibilizant albastrul de toluidind, am testat efectul laserului dioda 940 nm in prezenta adiferite
volume, respectiv 1/100 si 1/10, de albastru de toluidind cu concentratia de 5Smg/mL, folosind aceeasi
parametri de iradiere: biostimulare, putere 4W, energie 720J, timp de 180s.

Evaluarea rezultatelor obtinute a ardtat cd un volum mai mare, o proportie de 1/10 de
fotosensibilizator albastru de toluidina duce la o scddere a numarului de bacterii viabile.

Cu urmatoarele loturi de studiu am experimentat aplicarea unui fascicul laser cu intensitati de
putere diferite. Suspensia de E. faecalis dupa un contact de 3 minute la temperatura camerei cu solutia
de albastru de toluidina (Smg/mL) in proportie de 1/100 (1/100=10 microL) a fost iradiatd cu urmatorii
parametrii: 11, 12, I3 cu o iradiere de 30 secunde, modul pulsat CP2, programul IP , varf E4, modificand
puterea cu 2W, 3W si 4W si am observat ca o putere de 3 si repectiv 4W determina scdderea numarului
de bacterii viabile.

Am realizat teste asupra actiunii laserului aplicand acelasi timp de contact, insa puteri si varfuri
diferite si am constatat ca varful E3 este mai eficient comparativ cu E4 in cazul unei testari timp de 30
secunde cu puterea de 5SW, modul pulsat CP2, program presetat IP (infected pockets), dupa aplicarea
unei solutii de albastru de toluidind (1/100=10 microL) cu concentratia de Smg/mL.

Efectul inhibitor al laserului in prezenta unui fotosensibilizant (albastru de toluidind) este
influentat de timpul de actiune. Astfel, utilizarea aceluiasi tip de varf, de program si intensitate, dar cu
modificarea timpului de contact a evidentiat faptul ca un contact mai Indelungat determind scaderea
numarului de celule viabile.

Tulpinile de Candida se gasesc ocazional in infectia primara a canalelor radiculare, dar apar mai
frecvent la dintii obturati, cu leziuni refractare la tratament. Candida albicans este cea mai raspandita
specie fungicd, un microorganism care are afinitate pentru dentind si este rezistentd la unele
medicamente aplicate in canalele radiculare, de exemplu, cele pe baza de hidroxid de calciu.

Cresterea cazurilor de infectie cauzata de tulpinile de Candida si in consecinta utilizarea excesiva
a tratamentelor medicamentoase antimicrobiene, a favorizat in ultimele decenii aparitia rezistentei
acestor specii la agentii antifungici conventionali. Studiul metodelor suplimentare pentru controlul
acestor microorganisme, cum ar fi iradierea cu laser si terapia fotodinamica, devine esential.

Astfel, am analizat in vitro efectul fasciculului laser cu lungimea de unda 940 nm asupra tulpinii
standard de C. albicans ATCC 10231.

S-au realizat o serie de loturi de lucru, variind parametrii laserului cu dioda utilizat prin
modificarea puterii (2W,3,5W, 5,5W) si a varfului de aplicare a fasciculului laser (E3,E4), folosind

programul presetat ulcer aftos (AU).
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Intr-o prima testare rezultatele obtinute au aritat ci in cazul variantelor 3 si 1, in care s-au folosit
puteri de 2W si 5,5W, cu varful E4 si E3 se observa o scadere a numarului de celule viabile comparativ
cu controlul, respectiv o scadere mai mare a viabilitatii microbiene la o putere de 5,5 W, cu varful E3.

Utilizand acelasi program presetat AU (ulcer aftos) dar variind intensitatea puterii, numarul de
iradieri si tipul de varfuri, determinarea numarului de UFC/mL a aratat ca dintre variantele testate, V5 si
V6, inhiba dezvoltarea microbiana, cu eficientd mai buna pentru o putere de 6,5W, folosind varful
neinitiat (V5:6,5 W, 2 iradieri a 20 sec cu pauza 10 sec intre ele, program AU).

In cadrul analizelor s-a testat si eficienta unei iradieri intr-o singuri etapi (o singura iradiere), timp
de 30 secunde cu acelasi tip de varf, Insa modificand intensitatea puterii.

Dintre variantele testate, s-a observat ca aplicarea laserului la o putere de 4,5W 1n varianta 9
determina o reducere semnificativa a viabilitatii C. albicans din punct de vedere statistic.

Pentru a evalua influenta volumului suspensiei microbiene testate s-a analizat in paralel aceeasi
suspensie microbiand repartizata in recipiente diferite si anume 900 pL repartizat in recipient cu volum
final de 1,5 mL si respectiv 100 pL repartizat in recipient cu volum final de 0,2 mL, avand in vedere
ca 1n canalul radicular spatiul de lucru este restrans, iar spatiul de iradiat este limitat.

Testarea unor volume diferite cu aceiasi parametri nu a evidentiat diferente semnificative

statistic in ceea ce priveste reducerea incarcaturii microbiene.

Discutii

Rezultatele obtinute in cadrul studiului efectuat, in sensul eficientei mai scazute in reducerea
completd a viabilitatii microbiene prin folosirea exclusiva a laserului sunt concordante cu studii
publicate de catre Moshonov si colab., in care iradierea laser Nd: YAG a fost comparata cu eficienta
NaOCl in dezinfectarea sistemului canalului radicular. Autorii constatd cd iradierea cu laser Nd:YAG
a redus semnificativ numarul de bacterii, in timp ce si irigarea cu NaOCl a dezinfectat eficient canalele
radiculare.

Asemanator cu rezultatele studiului nostru, Jha D si colab., (2006) au demonstrat incapacitatea
instrumentelor laser si rotative de a realiza singure dezinfectia completa a canalelor radiculare.

Christo JE si colab., (2016) evidentiaza in acelasi sens faptul ca solutiile de NaOClI si iradierea
cu laser Er:YAG au fost eficiente impotriva tuturor microorganismelor, tratamentul cu NaOCI fiind
statistic superior tratamentului cu laser.

Au fost examinate diverse sisteme laser In vederea folosirii ca adjuvanti la metodele de dezinfectie
utilizate In prezent in tratamentul canalului radicular pentru a creste eficacitatea NaOCl in curatarea
sistemului de canale inclusiv in canalele laterale (Christo JE si colab., 2016). Autorii au folosit diodele

de 810 nm cu setarea puterii la iesire de 2,5W si 5 secunde per ciclu si cu o repetare a ciclului de 4 ori
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la un interval de 2secunde. Dezinfectia cu diode a canalelor radiculare contaminate experimental cu
Enterococcus faecalis a fost comparata cu dezinfectia cu hipoclorit de sodiu, clorhexidina si combinatia
de diode cu clorhexidina 2%. Diodele, ca dezinfectant de canale si combinatia de diode cu solutie de
clorhexidind 2%, au prezentat cel mai mare nivel de eficacitate antimicrobiana impotriva Enterococcus
faecalis (Olivi G si colab., 2011, 2013).

Datele pot fi considerate in concordanta cu studiul personal avand in vedere diferentele de lungime
de unda ale laserului folosit ca si diferitele setari aplicate la testare.

Rezultate similare studiului nostru au fost comunicate consecutiv experimentelor efectuate de
Kreisler M (2003) care a investigat efectul bactericid al unui laser semiconductor utilizat in combinatie
cu irigarea cu NaOCl/peroxid de hidrogen (H202) sau numai cu solutie salind si a constatat ca numai
utilizarea laserului nu a dus la o reducere bactericida semnificativa in comparatie cu utilizarea acestuia
impreuna cu solutii de irigare.

In parametrii studiului efectuat de Preethee T si colab., (2012), s-a concluzionat ci dioda de 908
nm utilizatd impreuna cu tehnicile chimico-mecanice conventionale a demonstrat o eliminare
semnificativa a E. faecalis in treimea apicald a dentinei canalului radicular. Analiza unidirectionald a
variatiei a aratat diferente semnificative statistic Intre grupurile iradiate cu laser, grupurile neiradiate si
grupul de control subliniind eficienta laserului in activarea solutiilor de irigare si mai putin ca efect
singular asupra E. Faecalis, in concordanta cu rezultatele obtinute in cercetarea personala, subliniind
astfel ca eficienta laserului trebuie sustinuta prin folosirea solutiilor de irigare.

Udart si colab., (2011) au testat efectul bactericid al lungimii de unda de 940 nm asupra biofilmului
de E. faecalis. In studiul siu a constatat ci aceasta lungime de unda prezinta un efect antibacterian foarte
slab asupra biofilmului bacterian si a concluzionat ca efectul bactericid al laseruluide 940 nm provine
din efectul sau termic si pentru ca acest efect sd fie suficient de puternic pentru a dezinfecta canalul
radicular ar trebui ca laserul sa fie aplicat la o putere suficient de mare, temperatura in dentina canalului
radicular sd se ridice la aproximativ 70°C situatie in care ar putea distruge tesuturile parodontale,
cresterea eficientei asupra viabilitdtii microbiene fiind evidentiatd in cercetarea personald odatd cu
cresterea intensitatii puterii.

S-au realizat studii pentru a stabili eficienta laserului dioda 940 nm asupra eliminarii stratului de
frotiu folosind diverse caracteristici de setare, astfel Maden M si colab., (2013), arata ca prin utilizarea
a 13 cicluri de 10 secunde de expunere asociate cu lavaj cu EDTA 15%, urmat de NaOCl 2,5%, se obtin
rezultatele cele mai bune in timp ce un studiu a lui Schlafer si colab., (2010), arata ca la o expunere
fotoactivata de 30 de secunde, se produce reducerea numarului de agenti patogeni viabili din canalele

radiculare.
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In cercetarea efectuatd in cadrul studiului personal am constatat reducerea numarului de unititi
formatoare de colonii consecutiv mdririi numarului de iradieri si a timpului de expunere.

Alfredo E si colab., in 2008, au evaluat cresterea temperaturii dupa iradiere in interiorul canalului
cu laser de 980 nm dioda timp de 30 de secunde, cu setari diferite de putere (1.5 W, 3.0 W,

5.0 W), in conditiile de umiditate si uscare a canalului analizat in treimea cervicald, medie si apicala.
Autorii au ajuns la concluzia ca aplicarea a 1.5 W si 3.0 W, timp de 20 de secunde, reprezintd o
modalitate terapeutica sigura in terapia endodontica.

Da Fonseca A. si colab., in 2012, a evaluat modificarea temperaturii la incisivii mandibulari
utilizand dioda laser 810 nm, la setari diferite de putere (1.5W, 2.0W, 2.5W, 3.5W, 3.0 W). Autorii au
raportat ca doar la 3.5 W s-a produs o crestere a temperaturii cu mai mult de 7 grade (valoare critica
asumata in cadrul studiului). Ei au recomandat folosirea laserului la o putere mai mica decat 3W pentru
tratamentul endodontic.

In concordanti cu recomandarile din literatura de specialitate valorile puterilor folosite pentru
cercetarea personald care au evidentiat o scadere a viabilitatii microbiene au fost de 3W, timp de 15
secunde pentru ambele tulpini bacteriene testate.

Hmud si colab. (2010) confirma posibilitatea utilizarii laserelor cu infrarosu (940 nm si 980 nm),
pentru a activa actiunea irigantilor in tratamentul endodontic, folosind o putere de 4 W la 10 Hz si
respectiv, 2,5 W la 25 Hz. Autorii atrag atentia asupra lipsei de afinitate intre aceste lungimi de unda si
apa (TilakchandM si colab., 2018; Kuzekanani M si colab., 2019; Constanza M si colab., 2020).

Avand in vedere cd scopul final al terapiei de canal este eliminarea cat mai multor bacterii din
canalul radicular, s-au efectuat studii (Hendi SS si colab., 2021) care au avut ca scop compararea
efectelor antibacteriene ale unui laser cu dioda cu o lungime de unda de 940 nm si nanoparticule de
argint si efectele sinergice ale ambelor tehnici asupra Enterococcus faecalis.

Desi laserul cu dioda a aratat o diferentd semnificativa in numarul de colonii de bacterii inainte
si dupd interventie, acesta singur nu a fost suficient de eficient pentru a elimina bacteriile. Utilizarea
simultana a acestora cu laserul cu dioda a aratat ca iradierea cu laser nu poate creste efectul antibacterian
al nanoparticulelor de argint. In cele din urma, hipocloritul de sodiu este incd standardul de aur in
dezinfectia canalului radicular (Hendi SS si colab., 2021).

Astfel laserul cu diodd poate fi considerat o tehnica alternativd pentru dezinfectia canalului
radicular iar combinatia de hipoclorit de sodiu si lumina laserului cu dioda (940 nm) are un efect sinergic,
intensificand actiunea bactericida (de Souza EB si colab., 2008; Castelo-Baz P si colab., 2012).

Mustafa M B si colab., (2020), au efectuat un studiu in vitro pentru a testa si evalua efectul

bactericid al laserului dioda 940 nm. In acest studiu a fost testat efectul antibacterian al laserului si al
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NaOCl 5,25% separat si combinat. Radiatia laser provenita de la un laser dioda cu lungimea de unda
de 940 nm la o putere de 1,3 W a aratat un efect antibacterian mic asupra biofilmului bacterian atunci
cand este utilizat farda NaOClI, date ce concorda cu rezultatele obtinute de noi prin aplicarea fasciculului
laser chiar la o putere mai mare de 2,5 W. In concluzie, iradierea cu laserul cu dioda de 940 nm are un
efect antibacterian redus asupra E. faecalis deoarece energia fotonicd este slab absorbitade bacteriile
gram pozitive (Udart M si colab., 2011).

Din aceste studii putem desprinde concluzia ca este dificil de comparat rezultatele datorita
diferentelor de lungime de unda si a setdrilor diferite, dar utilizarea laserilor cu diode prezinta interes
datorita dimensiunilor sale mici, costului redus si aportului important pe care il aduc pentru sterilizarea
canalelor radiculare.

Terapia fotodinamica este consideratd un supliment la protocoalele traditionale de dezinfectie a
canalelor si poate fi combinata cu tehnicile obisnuite de instrumentare mecanica si terapie chimica
antimicrobianad (Hamblin MR si colab., 2004).

Garcez si colab., (2008, 2010, 2011), au comparat eficacitatea terapiei fotodinamice
antimicrobiene, terapia standard de canal si tratamentul combinat pentru eliminarea bacteriilor prezente
in canalele infectate si au ardtat ca terapia de canal a redus bacteriile cu 90%, numai terapia fotodinamica
antimicrobianad a redus 95% din bacterii iar combinatia celor doud proceduri a produs o reducere cu 98%
mai mult, aspect demonstrat in cercetarea personald prin cresterea efectului inhibitor al fasciculului laser
in prezenta celor doua tipuri de fotosensibilizator.

Terapia fotodinamicd are mai multe avantaje fatd de antibiotic deoarece ofera o directionare
precisd, si are tripla specificitate locald prin: (1) asocierea/absorbtia preponderentd a
fotosensibilizantilor de catre celulele tinta in comparatie cu celulele netinta, (2) inertia farmacodinamica
a substantelor fotosensibilizante neiradiate, precum si (3) iradierea limitatd la aria zonei infectate
(Garcez si colab., 2010).

In consecinti, toxicitatea sistemica este in mare masura absenti in afara zonei iradiate, zoni plini
de fotosensibilizant. In comparatie cu antibioticele, nu se dezvolti rezistentd impotriva terapiei
fotodinamice si a fotosensibilizantilor, iar tratamentul repetat folosind aceasta tehnica nu a condus la
selectarea tulpinilor rezistente (Mohammadi Z si colab., 2017).

Aceste motive stau la baza utilizarii potentiale a terapiei fotodinamice in combaterea tulpinilor
rezistente intr-un mod minim invaziv si prietenos cu pacientul.

Meire si colab., (2009), au comparat eficacitatea antimicrobiand a 2 lasere de mare putere
(Er:YAG si Nd:YAG) cu cea a actiunii NaOCl asupra Enterococcus faecalis. Utilizarea ambelor sisteme

a dus lao reducere slaba a numarului de bacterii.
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Potrivit lui George si Kishen (2007, 2008), referitor la Enterococcus faecalis, APDT poate distruge
integritatea functionald a peretilor celulelor bacteriene, ADN-ul si proteinele membranei celulare.
Volumul daunelor asupra acestor tinte este influentat de fotosensibilizatorul utilizat in timpul APDT.

Astfel, conform rezultatelor noastre, albastrul de toluidind a ardtat un efect fotodinamic
antimicrobian mai mare pentru E.faecalis decat albastrul de metilen si un efect mai mare la un volum
crescut, de 1/10 de albastru de toluidind. Folosirea unor puteri ale laserului de 3 si 4 W au dus la scaderea
numarului de unitdti formatoare de colonii, iar folosirea unei puteri de 5W, in modul pulsat CP2 timp de
30 secunde , in prezenta albastrului de toluiding, a fost cea mai eficientd pentru scaderea numarului de
bacterii viabile. Timpul mai Indelungat de aplicare creste eficienta si In acelasi sens la acelasi timp de
iradiere, numarul iradierilor influenteaza scaderea viabilitatii microbiene.

Avand in vedere ca nu toti fotosensibilizatorii au acelasi efect fotodinamic impotriva diferitelor
microorganisme, Soria-Lozano P si colab., (2015), au comparat in vitro efectul fotodinamic al
albastrului de metilen (MB), al trandafirului Bengal (RB) si al curcuminei (CUR) in combinatie cu
lumina alba, asupra microorganismelor S. mutans, S. sanguis si C. albicans. Acestia au concluzionat ca
eficacitatea terapiei fotodinamice depinde de microorganism, fotosensibilizator si lumina utilizata, astfel,
trandafirul Bengal a ardtat un efect fotodinamic antimicrobian mai mare pentru speciile de
Streptococcus, in timp ce albastrul de metilen a fost mai eficient pentru speciile de candida . Cu toate
acestea, in studiul nostru nu s-au observat efecte antimicrobiene atunci cand tulpinile au fost expuse
separat la sursa de lumina.

Studiile privind eficacitatea fotobactericida a albastrului de metilen si albastrului de toluidind au
ardtat rezultate inconstante in literatura.

In mare parte, o activitate bactericida mai mare a albastrului de toluidina este in concordanta cu
rezultatele obtinute in cercetarea proprie.

Scopul studiului lui Eslami LM si colab., (2019), a fost de a compara efectele antimicrobiene ale
hidroxidului de calciu, pastei de antibiotice triple, a terapiei fotodinamice in prezenta albastrului de
toluidina, diodei emitatoare de lumina si laserului cu dioda 940 nm pe biofilmul de Enterococcus faecalis
si Candida albicans din sistemul de canal radicular al dintilor umani ex-vivo. Consecutiv studiului au
constatat cd tratamentul cu pasta cu antibiotice, terapia fotodinamica si LED reduc grosimea biofilmului
in comparatie cu grupul martor si cu alte grupuri experimentale. Deoarece terapia fotodinamica este un
tratament intr-o singurd vizitd si nu provoacd rezistentd microbiand, este metoda preferata si in
comparatie cu laserul beneficiazd de mai multe avantaje, cum ar fi: mai multd eficacitate datorita
spectrului mai larg, fezabilitate, siguranta si accesibilitate, rezultate concordante cu reducerea viabilitatii
microbiene obtinute in studiul nostru in prezenta albastrului de toluidina sub influenta timpului de

actiune, a puterii si a numarului de iradieri.
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Souza RC si colab., (2010), au evaluat efectele specifice ale terapiei fotodinamice folosind albastru
de metilen, albastru de toluidina si verde de malachit ca fotosensibilizatori si numai iradierea cu laser cu
putere redusa asupra viabilitatii C. albicans concluzionand reducerea numarului de unitati formatoare de
colonii de C. albicans. Aceste rezultate precum si cele comunicate de Souza SC si colab.(2006), Giroldo
LM si colab., (2009), sunt in acord cu cele ale studiului realizat in cadrul acestei cercetari, respectiv
ca aplicarea laserului diodd 940 nm la o putere de 4,5 W determina o reducere semnificativa din punct
de vedere statistic a viabilitatii C. albicans.

Wilson si Mia (1993) au studiat fotosensibilizarea speciilor de Candida consecutiv utilizarii
albastrului de toluidina si luminii generate de laserul heliu—neon (He-Ne) (632,8 nm si 66,36 J/cm2) si
au constatat o reducere a numarului de UFC/ml de 77% pentru C.albicans. Si studiul efectuat in cadrul
cercetarii personale a evidentiat o eficientd crescutd dupd aplicarea laserului odatd cu modificarea
numarului de iradieri, a timpului de aplicare si a varfurilor aplicatoare care influenteaza prin diametrul
fibrei si intensitatea puterii la varf, respectiv cand s-a folosit o putere de 6,5 W si varful E4 neinitiat al
laserului diodd cu lungimea de unda 940 nm.

Studii efectuate de Usacheva si colab., (2001), au evaluat eficacitatea bactericida si au evidentiat
ca reducerea numarului de UFC/ml de C. albicans s-a intensificat cu cresterea densitdtii de energie a
laserului aplicat, de la 15,8 J/cm2 la 39,5 J/em2 ceea ce concorda si cu rezultatele studiului meu.

Maver-Biscanin si colab., (2005), au demonstrat efectul fungicid al luminii laser de putere redusa
in absenta unui fotosensibilizant.

In studiul nostru, o reducere semnificativa din punct de vedere statistic a UFC/ml s-a inregistrat la
o iradiere timp de 30 secunde cu o putere de 4,5 W.

Seyedmousavi si colab., (2014), au observat ca folosind energii de 10 J, la lungimi de unda de 685
si 830 nm se produc efecte semnificative statistic, in vitro, asupra patogenitatii C.albicans (valoarea p <
0,05). La randul lor, Maver-Biscanin si colab., (2005), in studiul lor in vivo si in vitro pentru reducerea
speciilor de C. albicans, au realizat iradieri ale zonelor de tratat cu timpi de expunere diferiti, 5 min (830
nm, 3,0 J/em2, 60 mW) si 10 min (685 nm, 3,0 J/cm2, 30 mW). In contrast cu studiile mentionate mai
sus o reducere semnificativa statistic a numarului de UFC/ml de C. albicans, in vitro, am gésit aplicand
doua iradieri, cu timp de expunere 20 secunde, pauza 10 secunde intre iradieri si o putere 5,5 W dar si
aplicand o singurad iradiere, timp de 30 secunde, cu puterea de 4,5 W.

Datele prezente sugereaza ca lumina laser la anumite lungimi de unda ar putea avea unele efecte
pozitive asupra reducerii infectiei cu C. albicans; cu toate acestea este evidentd necesitatea aprofundarii

cercetdrii si efectuarea unor studii clinice.
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Divergentele dintre studiul nostru si rezultatele raportate in literatura de specialitate s-ar putea
datora lipsei de protocoale, de parametri predefiniti pentru utilizarea terapiei cu laser si terapiei
fotodinamice, fapt care afecteaza fiabilitatea comparatiei intre rezultatele obtinute in diferite studii. In
plus, concentratia, starea fiziologicd a microorganismelor, timpul de incubatie si tipul de
fotosensibilizant, precum si timpul de expunere, numarul de iradieri, puterea si densitatea energiei,
alaturi de caracteristicile legate de programele presetate ale laserului folosit, pot influenta rezultatele

terapiei endodontice ce foloseste adjuvant numai aplicarea tehnologiei laser sau a terapiei fotodinamice.

5.4 Concluzii

Iradierea suspensiei microbiene cu laserul dioda a evidentiat faptul ca timpul de contact prin
numarul de iradieri influenteaza in micd masurd viabilitatea microbiand in timp ce in aceleasi conditii
de iradiere varful de aplicare folosit, respectiv E3 a avut o eficientd mai mare comparativ cu varful E4.

La un timp de iradiere crescut la 15 secunde, cu o intensitate a puterii de 3 W si mod de aplicare
pulsat (CP2) s-au evidentiat diferente semnificative statistic in reducerea numarului de bacterii viabile.

Desi laserul cu dioda a aratat o reducere semnificativd in numarul de colonii de bacterii dupa
aplicare, chiar dupa marirea timpului si puterii aplicate, acesta singur nu a fost suficient de eficient
pentru a elimina 1n totalitate tulpinile bacteriene folosite in studiile efectuate respectiv E. faecalis si C.
albicans.

Asa cum am mai precizat eficacitatea terapiei fotodinamice depinde de microorganism, de
fotosensibilizant si de caracteristicile si parametrii laserului utilizat. Conform rezultatelor noastre,
albastrul de toluidina a ardtat un efect fotodinamic antimicrobian mai mare pentru E.faecalis decat
albastrul de metilen si un efect mai mare la un volum crescut, respectiv atunci cand am folosit o proportie
mai mare, de 1/10 de albastru de toluidina. In prezenta albastrului de toluidina, folosirea unor puteri ale
laserului de 3 si 4 W au dus la sciderea numarului de unititi formatoare de colonii. In aceleasi conditii
de iradiere, respectiv timp de 30 secunde, la o putere de 5 W in modul pulsat CP2 folosirea varfului E3
a fost cea mai eficientd pentru scaderea numarului de bacterii viabile. De asemenea, s-a evidentiat ca n
prezenta albastrului detoluidind, folosind aceleasi conditii de iradiere, timpul mai indelungat de aplicare
creste eficienta si In acelasi sens la acelasi timp de iradiere, numarul iradierilor influenteaza pozitiv
scaderea viabilitatii microbiene.

Se poate concluziona ca in ceea ce priveste viabilitatea C.albicans aceleasi conditii de timp de
aplicare a fasciculului laser, numar de iradieri, folosind acelasi varf, numai modificarea puterii si
respectiv lotul in care s-a folosit o intensitate a puterii de 4,5 W a determinat o reducere a viabilitatii
microbiene.Scaderea viabilitatii C.albicans s-a obtinut si atunci cand prin variatii ale puterii s-a

evidentiat varianta in care s-a folosit o putere mai mare, de 5,5 W cu varful E3.
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In variantele in care s-au modificat puterea si tipul de varf folosit am obtinut scideri semnificative
statistic ale numarului de unitdti formatoare de colonii la puteri de 6,5 W si 7,5 W 1nsd eficienta mai
crescuta a fost la puterea de 6,5 W cand s-a folosit varful neinitiat.

Testarea unor volume diferite cu aceiasi parametri ai laserului nu a evidentiat diferente

semnificative statistic in ceea ce priveste reducerea Incarcaturii microbiene.

CAPITOLUL 6. STUDIU PRIVIND EVALUAREA POTENTARII EFECTULUI
ANTIMICROBIAN (CALITATIV SI CANTITATIV) AL UNOR PRODUSE
NATURALE, FOLOSITE CA ADJUVANT iN TERAPIA ENDODONTICA,PRIN
IRADIEREA ACESTORA CU UN FASCICUL AL LASERULUI DIODA 940 NM

6.1 Introducere

Obiectivul esential pentru reusita tratamentului endodontic este curdtarea temeinica a sistemului
canalului radicular, prin indepartarea tesutului pulpar infectat, a bacteriilor prezente si a resturilor
de dentind contaminata inainte de a-1 sigila, impreuna cu dezinfectarea dentinei profunde si a retelei
tubulare pentru a preveni infectia si a favoriza vindecarea pe termen lung.

Procedura endodonticd nechirurgicald se bazeazd pe instrumentare biomecanicd, irigarea
canalelor si tratament medicamentos pentru dezinfectarea sistemului de canale radiculare. Diferite
tehnici de instrumentare si-au dovedit eficacitatea lor in scaderea incarcaturii bacteriene fard a reusi
eradicarea totald a acestora. Irigantii intracanalari, cum ar fi NaOCl, necesita contact direct de-a lungul
suprafetei dentinei pentru a-si exercita efectul bactericid. De asemenea, din cauza tensiunii superficiale,
aceste solutii nu reusesc sa patrunda dentina la adancime suficientd, comparativ cu capacitatea
microorganismelor patogene de a patrunde in dentind (Gomes-Filho J si colab., 2008).

In acelasi timp, anatomia complexd a sistemului canalului radicular permite bacteriilor si
supravietuiasca conditiilor dure.

Dintre microorganismele implicate In esecul tratamentului endodontic ce pot fi cultivate din
canalele radiculare care sunt supuse retratarii, cel mai frecvent intalnit este Enterococcus faecalis, o
bacterie gram pozitiva, asemanatoare cu streptococii, care are capacitatea de a forma biofilme intra si
extraradicular, biofilme ce protejeazd partial aceste bacterii de apdrarea autoimuna, de proceduri
endodontice si de medicamente, facandu-le rezistente la fagocitoza, anticorpi si agenti antimicrobieni.
E. faecalis are diferite mecanisme care 1i permit supravietuirea in medii nefavorabile, de exemplu,
capacitatea de a se dezvolta la un pH alcalin, salinitate ridicata, rezistent la temperaturi cuprinse

intre 10° - 60°C. Aceastd bacterie poate supravietui in prezenta irigantilor si a solutiilor folosite n
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tratatea canalelor, motiv pentru care creste interesul pentru produse alternative eficiente si economice
ca si optiuni de tratament pentru afectiunile orale.

Extractele vegetale si produsele pe baza de plante sunt alternative promitatoare pentru substantele
chimice de sinteza folosite ca solutii de irigare a canalelor radiculare. Utilizarea alternativelor pe baza
de plante pentru tratamentul canalului radicular devine din ce in ce mai populara datorita proprietatilor
toxicitatii minime si lipsei rezistentei microbiene inregistrate pana acum, (Arora S si colab., 2021).

Tehnologia laser, folositd impreuna cu solutiile de irigat clasice si cu cele pe bazd de extracte
naturale, imbundtateste capacitatea de curatare, indepdrtarea resturilor si a stratului de frotiu din canalele
radiculare, eficientizand astfel decontaminarea sistemului endodontic.

Utilizarea laserului dioda cu lungimea de unda cuprinsa intre 810 si 940 nm a devenit din ce in ce
mai frecventd 1n terapia combinata constand in irigare cu solutii si iradiere cu laserul dioda 940 nm,
precum si activarea solutiilor cu laser, optiune de tratament eficienta pentru reducerea E. faecalis precum
si a altor flore bacteriene din sistemul de canal radicular.

Pornind de la aceste observatii scopul acestui studiu a constat in evaluarea in vitro, calitativa si
cantitativa a activitatii antimicrobiene si a influentei asupra dezvoltarii de biofilme microbiene, a 7
extracte vegetale alcoolice si hidroalcoolice (din nuc, salvie si echinacea), inainte si dupd expunerea la
actiunea unor fascicule laser emise de laserul diodad cu lungimea de unda 940 nm, la 2 variante ale
puterii la iesire la varful fibrei, de 3 W si respectiv 5 W din perspectiva eficientei in tratamentul
endodontic, durata de viatd a dintelui depinzand in mare masurd de corectitudinea si eficienta

tratamentului.

6.2 Material si metoda

Din nuc (Juglans regia) s-au folosit fructele si s-au realizat 4 extracte alcoolice si hidroalcoolice
in metanol (metanol 100 % si apa:metanol 1:1 v/v, peste care s-au pus 5 g plantd) si 4 extracte alcoolice
si hidroalcoolice in etanol (etanol 100% si apa:etanol 1:1 v/v peste care s-a pus lg plantd) din
urmatoarele componente: pericarp si mezocarp (coaja verde a nucii), endocarp (partea lemnoasa a
nucii), tegumentul seminal (tegumentul care acopera samanta), peretii lemnosi din interiorul semintei
ce separa cotiledoanele si lobii. Fragmentele de coaja verde au fost liofilizate inainte de a fi utilizate.

Pentru obtinerea extractelor din fructele de nuc a fost folositd extractia prin microunde cu
extractor Ethos Start D (1 ord la 100°C).

Din salvie (Salvia officinalis) s-a realizat un extract hidroalcoolic 1n etanol din frunza de salvie

(Salvia officinalis herba) (extract 1:5, raport alcool etilic 96%:apa = 35:65).
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Extractul hidroalcoolic 1n etanol din frunza de salvie (Salvia officinalis herba herba) s-a realizat
astfel: frunzele de salvie (Salvia officinalis herba) au fost curatate de impuritati, spalate si lsate sa se
usuce la temperatura camerei, apoi maruntite cu o moara de laborator si amestecate cu solutia
hidroetanolica (extract 1:5, raport alcool etilic 96%:apa = 35:65).

Extractia s-a realizat prin microunde cu extractor Ethos Start D (1 ord la 100° C). Extractele
obtinute au fost uscate la rotavapor, iar produsul rezultat a fost reluat in DMSO (dimetilsulfoxid) la o
concentratie finala 20 mg/mL.

Din partile supraterane ale echinaceei (Echinacea purpurea), s-a folosit pentru testare in studiile
efectuate tinctura de echinacea gata preparata. Tinctura de Echinacea contine E. purpurea 20 g si alcool
etilic 70% v/v pentru 100 g solutie.

Din extractele de plante preparate s-au ales pentru testare urmatoarele probe cu codificarile aferente:
Ns — extract in metanol din pericarp si mezocarp liofilizate de Juglans regia

N7 — extract in etanol din endocarp de Juglans regia

Ni11 — extract Tn metanol din tegument seminal de Juglans regia

Nj9 — extract in apa:metanol din pericarp si mezocarp de Juglans regia

Nao — extract 1n apa:metanol din interiorul semintei ce separa cotiledoanele si lobii de Juglans regia
S — extract 1n apa:alcool etilic din Salvia officinalis

E — tinctura de Echinacea

3W — extractul de testat tratat cu fascicul laser 3W

5W — extractul de testat tratat cu fascicul laser SW

Cele 7 extracte netratate reprezintd martorul (control), iar variantele analizate s-au obtinut prin
tratarea extractelor vegetale cu un fascicul al laserului cu dioda cu lungimea de unda de 940 nm, in
modul pulsat (CP2), cu puteri ale fasciculului laser la iesire de 3 W si respectiv 5 W.

Aceeasi solutie stoc din fiecare extract a fost utilizata in toate determinarile efectuate.

Tulpina bacteriand utilizata in acest studiu a fost Enterococcus faecalis ATCC 29212 (American
Type Culture Collection) care a fost insamantata pe mediu Mueller Hinton agar si TSB (triptone soy
broth) 1a 37°C.

Pentru a se determina efectul potentator al laserului cu dioda, o parte din cantitatea obtinuta din
cele 7 extracte a fost tratatd cu un fascicul al laserului cu dioda cu lungimea de undd de 940 nm, in
modul pulsat, cu puteri ale fasciculului laser la iesirea prin fibra optica de 3 W si respectiv 5 W.

Din fiecare extract de plante ales pentru testare plus tulpina bacteriand s-au pregéatit cate 3
eprubete: control, lot iradiat cu fascicul laser cu puterea 3W,lot iradiat cu fascicul laser cu puterea SW.

Am realizat iradierea folosind varful E4, neinitiat, timp de 30 secunde si programul presetat

Infected Pockets , in modul pulsat CP2 (Comfort Pulse), cu durata pulsului de Imilisecunda.
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Tehnica de lucru pentru activarea extractelor pregétite a constat in introducerea varfului vertical
in eprubete, cu miscari circulare executate usor, de jos 1n sus, pe intrega lungime a eprubetei.

Evaluarea calitativa a activitatii antimicrobiene s-a efectuat prin metoda Kirby-Bauer adaptata.
O suspensie bacteriand ajustati la densitatea de 1,5x10%UFC/mL (Unititi Formatoare de Colonii), a
fost insdmantatad in panza pe placi cu mediu Mueller Hinton agar. Extractele testate au fost depuse in
spot-uri de 10 pL. Dupa insamantare, placile au fost lasate In repaus la temperatura camerei pentru
adsorbtia picaturii de solutie in mediu, dupa care au fost incubate la termostat (37° C), timp de 24 de
ore. Efectul antibacterian a fost cuantificat prin aparitia unui halou de inhibitie ( 0 zona clard) in jurul
spotului care a fost mdsurat cu ajutorul unei rigle.

Determinarea cantitativa a activitatii antimicrobiene a extractelor analizate s-a realizat prin
metoda microdilutiior seriale In mediu lichid (Mueller Hinton), in vederea determinarii concentratiei
minime inhibitorii (CMI), adicd a cantitatii minime de compus testat capabild sa inhibe cresterea
celulelor microbiene.

In acest scop, s-au utilizat plici cu 96 de godeuri in care s-au realizat dilutii seriale binare ale
extractelor. In primul godeu s-au pipetat 90 pl mediu de culturi lichid si 90 pl extract. Din acesta s-au
transferat 90 pl in cel de-al doilea godeu, iar din al doilea godeu s-au transferat 90 pul in al treilea si asa
mai departe pana la ultimul godeu, din care s-au aruncat 90 pl.

Ulterior, godeurile au fost insimantate cu cate 10 pl suspensie microbiana cu densitate 10°
UFC/mL. La fiecare testare s-a lucrat si cu un martor de cultura microbiana (un sir de godeuri continand
respectiv mediu de cultura inoculat cu suspensie microbiand) si un martor de sterilitate a mediului
(control negativ).

Dupa incubarea placilor la 37° C timp de 24 de ore, au fost analizate rezultatele obtinute prin
examinare macroscopica.

In godeul martor de crestere mediul a fost tulbure ca urmare a cresterii microbiene. Godeul martor de
sterilitate obligatoriu nu a prezentat nici o crestere bacteriana aspectul lichidului raméanand clar, transparent.

Concentratia de extract corespunzatoare ultimului godeu in care s-a mai observat, respectiv
dezvoltarea culturii, a reprezentat CMI pentru compusul respectiv.

Evaluarea activitatii microbicide a extractelor s-a realizat prin insamantarea unui volum de 10
uL din godeurile utilizate pentru determinarea CMI in vederea determinarii concentratiei minime
bactericide (CMB) exprimatd ca cea mai mica concentratie la care extractul testat a manifestat efect
letal asupra bacteriilor.

Studiul influentei compusilor testati asupra dezvoltarii de biofilme microbiene pe substrat inert
s-a realizat 1n placi cu 96 de godeuri cu fundul plat in care dilutii binare ale extractelor au fost puse in

contact cu un inocul bacterian avand densitatea de 10® UFC/mL.
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Dupa incubarea la 37° C timp de 24 ore placile au fost golite si spalate de trei ori cu apa fiziologic
sterild pentru a Indeparta bacteriile care nu au aderat la peretii godeurilor.

Bacteriile aderate la materialul placilor au fost fixate timp de 5 minute cu metanol apoi au fost
colorate cu solutie alcalina de cristal violet 1% timp de 15 minute.

Solutia de colorare s-a indepartat, iar placile au fost spalate sub jet de apa de la robinet.

Dupa uscare la temperatura camerei, biofilmele microbiene formate pe placile de plastic au fost
resuspendate 1n acid acetic 33%, iar intensitatea suspensiei colorate a fost cititd spectrophotometric la
492 nm.

6.3 Rezultate si discutii

Evaluarea calitativa a activitatii antimicrobiene este o metoda care evidentiaza rezistenta
fenotipicd a tulpinilor testate. Substantele antimicrobiene difuzeaza in agar si inhibd germinarea si
dezvoltarea microorganismelor testate, formandu-se zone de inhibitie.

Evaluarea calitativa a efectului inhibitor al extractelor de nuc, salvie si echinacea a evidentiat
diferente intre valorile zonelor de inhibitie obtinute pentru control si extractele tratate cu fascicul laser
cu o putere la iesirea prin varful fibrei tip E4 de 3 W si respectiv 5 W.

Se observa cd iradierea extractelor cu fasciculul cu puterea de 3 W a determinat obtinerea unor
diametre ale zonelor de inhibitie mai mari comparativ cu cele ale extractelor netratate si cu cele iradiate
la puterea de 5 W. Extractele hidroalcoolice din fructul de nuc, respectiv extractul in apd:metanol din
peretele din interiorul cotiledonului (N20) si extractul in apa:metanol din pericarp si mezocarp liofilizate
(N19) si extractul hidro-alcoolic din salvie nu au prezentat activitate antimicrobiana .

Determinarea cantitativa a efectul inhibitor al extractelor analizate prin metoda microdilutiilor
a evidentiat faptul ca tratarea cu fascicul laser a extractelor vegetale imbunatateste efectul antibacterian.
Extractele din tegument seminal (N11), din peretele din interiorul cotiledonului (N20), din pericarp si
mezocarp (N5,N19) obtinute din fructele de nuc, dar si extractele din salvie si echinacea, tratate cu
fasciculul laser au exercitat efect inhibitor la concentratii mai mici comparativ cu extractul netratat.

Comparand expunerea la cele 2 puteri de iesire de la varful fibrei s-a observat ca prin activarea
solutiilor cu fasciculul laser cu puterea de 5 W se mareste eficienta tuturor extractelor testate.

Cel mai eficient dintre extractele testate a fost cel obtinut in solutie metanolicd din tegument
seminal de fruct de nuc (N11) si diferenta cea mai evidentd intre extractele tratate si control s-a
inregistrat pentru formulele N7 (extractul in etanol din endocarp de J. regia) si S (extractul de S.
officinalis).

Asa cum am precizat, in cadrul studiului, s-a testat si efectul bactericid al extractelor iradiate. Cel

mai eficient extract a fost cel din tegument seminal de nuc, urmat de cel de salvie.
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Ca si in cazul celorlalte teste efectuate, s-a observat o potentare a efectului antimicrobian in urma
activarii solutiilor de testat prin aplicarea unui fascicul laser cu puterea de SW, cu exceptia tincturii de
echinacea.

Biofilmele formate de tulpina de Enterococcus faecalis sunt inhibate de extractele netratate
folosite in cadrul cercetarii, cu cea mai buna evaluare pentru extractul in metanol din tegument seminal
de J. regia (N11).

Se constata ca prin tratarea si activarea in prealabil cu fascicul laser cu puterea la varful fibrei de
5 W, concentratii sub 1% ale extractelor obtinute din tegument seminal de fruct de nuc (N11) si din
salvie (S), inhiba biofilmele formate de tulpina de Enterococcus faecalis.

In literatura de specialitate se regdsec studii ce au obtinut rezultate similare privind efectul
antibacterian al unora dintre extractele naturale folosite in aceastd cercetare dar si pentru alte extracte
de plante.

Astfel, Vieira si colab., (2020), au analizat efectul antimicrobian al unui extract hidroetanolic din
coaja verde de nucd, pe o serie de bacterii, printre care si E. faecalis si a determinat valoarea CMIla 20
mg/mL, in timp ce concentratia bactericida a fost mai mare de 20 mg/mL, efect antibacterian confirmat
si de rezultatele obtinute prin cercetarea personala efectuata.

Deshpande si colab., (2011), au raportat cd extractul de nuc s-a dovedit a fi cel mai eficient dintre
extracte, ca antimicrobian impotriva microflorei orale, deosebindu-se de rezultatele cercetarii mele prin
folosirea extractului din coaja de nuc si eficienta acestuia asupra florei microbiene din saliva, nefiind
mentionat E.faecalis.

Intr-un alt studiu, al lui Alkhawajah A M, (1997), a fost testat extractul de coaji de nuc care a
dovedit o activitate antimicrobiana cu spectru larg intr-o maniera dependenta de doza; a fost raportat ca
acesta inhiba cresterea mai multor microorganisme patogene, cum ar fi bacteriile Gram pozitive
(Staphylococcus aureus si Streptococcus mutans), bacteriile Gram negative (Escherichia coli si
Pseudomonas aeruginosa) si Candida albicans 1nsa acest extract nu a fost testat asupra E. faecalis
(Noumi E si colab., 2010, 2011).

Evaluarea activitatii antimicrobiene a extractelor etanolice si apoase din scoarta de nuc impotriva
a patru specii de bacterii orale din saliva pacientilor cu carii dentare (Zakavi si colab., 2013) a evidentiat
cad acestea inhibd semnificativ cresterea bacteriilor orale, iar tincura (extractul etanolic) a avut o
eficacitate mai mare decat extractul apos ca antimicrobian impotriva microflorei orale patogene,studiu
ce este asemanator cu rezultatele obtinute In cercetarea personala in ceea ce priveste eficacitateacrescuta

a extractelor alcoolice.
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Extractul de S. officinalis cu o concentratie de 50mg/mL a fost eficient impotriva unui numar de
50 tulpini izolate din cavitatea orald si de referinta (De Oliveira si colab., 2019).
salvie pentru lavaj endodontic, cu rezultatele obtinute de Mehraban A si colab., (2016), care a evaluat
efectul antimicrobian al extractelor apos, etanolic si hidroalcoolic din raddcina de salvia chorassanica,
o specie indigena iraniand, impotriva Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Salmonella
typhimurium si Escherichia coli, rezultate ce sugereazd ca extractele de salvia chorassanica au o
capacitate antimicrobiana considerabila impotriva tulpinilor studiate ,,in vitro” si pot fi folosite ca o
alternativa la antibiotice.

Intr-un studiu de evaluare a eficacitatii antimicrobiene a S. officinalis impotriva infectiei cu E.
faecalis in canalele radiculare a fost evaluatd activitatea antimicrobiand a extractului metanolic de
S.officinalis, ca solutie de irigare impotriva E. faecalis in comparatie cu solutiile conventionale de
iriganti (NaOCIl si CHX) utilizati in prezent in canalul radicular , studiu ce a prezentat ca extractul de
S. officinalis are o eficacitate antimicrobiand mult mai micd in comparatie cu NaOCl si CHX (Guneser
MB si colab., 2016).

In cercetarea asupra activititii antimicrobiene a extractelor testate in cazul tincturii de echinacea
am observant un raspuns moderat, chiar redus al acesteia, fara imbunatatire, mai ales dupa activarea sa
cu un fascicul laser. Sunt studii care sustin ca prin constituentii din compozitia echinaceei, alchilamide
si poliacetilene, derivati ai acidului cafeic si polizaharide, aceasta contribuie la cresterea productiei si
activitatii celulelor albe din sange (limfocite si macrofage) fiind eficientd in gingivitd si boala
parodontald in combinatie cu salvia, menta si musetelul (Modarai si colab., 2009).

Analiza rezultatelor obtinute evidentiaza faptul ca laserul dioda poate fi folosit in potentarea
activitatii antimicrobiene a unor extracte vegetale. Studiile noastre confirma rezultatele obtinute de alti
cercetatori in sensul ca Incarcatura microbiana poate fi scazuta utilizand terapia fotodinamica (Garcez
si colab., 2008; Garcez si colab., 2010; Siddiqui si colab., 2013; Tennert si colab., 2014; Arneiro si
colab., 2014; Abdelkarim-Elafifi sicolab., 2021).

Laserul dioda, alaturi de numeroasele beneficii, poate avea si unele efecte mai putin pozitive inca
incomplet determinate, de aceea este necesara determinarea parametrilor in vitro inainte de folosirea in
practica clinica.

In literatura de specialitate au fost prezentate studii privind activitatea antibacteriana impotriva
E. faecalis a unor extracte de plante cum ar fi extractul de smirna , extractul de lemn dulce, extractul
de Miswak, Moringa triphala, sucul Citrifolia si polifenolii de ceai verde pentru a fi utilizate ca iriganti

in terapia endodontica (Salman BN si colab., 2017; Tyagi SP si colab., 2013).
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Pentru a descoperi noi compusi au fost testate peste 2.000 de extracte de plante Tmpotriva mai
multor microorganisme, printre care Enterococcus faecalis (Suffredini IB si colab., 2006), iar Castilho
AL si colab., (2013), in studiul realizat si-au propus sd determine activitatea antibacteriana a 25 de
extracte de plante si reziduurile acestora Tmpotriva E. faecalis si sa determine profilul chimic al
extractelor active si al reziduurilor, prin cromatografie in strat subtire. Ca rezultat, extractele obtinute
din sapte plante, specii originare din padurea tropicald amazoniand, au prezentat o activitate
semnificativa in vitro impotriva E. faecalis si sase din cele sapte extracte s-au dovedit a fi eficiente In

prevenirea formarii biofilmului.

6.4 Concluzii

Extractele vegetale testate in studiul efectuat au cu certitudine proprietati antibacteriene.

Prin iradiere cu fascicule laser ale laserului dioda cu lungimea de unda 940 nm, cu cele doua
variante de putere (3 W si 5 W), se constata actiunea de potentare a efectului antimicrobian al solutiilor,
extractelor de plante, ce pot fi folosite pentru reducerea bacteriilor consecutiv irigarii canalelor
radiculare.

Efectul antimicrobian al solutiilor iradiate cu fascicul laser cu puterea de 5 W a fost superior celui
obtinut in cazul solutiilor iradiate cu fascicul laser cu puterea de 3 W.

Cel mai eficient extract a fost cel din tegument seminal de nuc, urmat de cel de salvie, iar
biofilmele formate de tulpina de Enterococcus faecalis au fost inhibate de concentratii sub 1% ale
extractelor obtinute din tegument seminal de fruct de nuc si din salvie, tratate in prealabil cu fascicul

laser cu puterea la varful fibrei de 5 W.

CAPITOLUL 7. EVALUAREA BIOCOMPATIBILITATII PRODUSELOR
NATURALE, FOLOSITE CA ADJUVANTE iN IRIGAREA SI IGIENIZAREA
CANALELOR RADICULARE, IRADIATE CU UN FASCICUL AL LASERULUI
DIODA 940 NM

7.1 Introducere

Terapia endodonticd se bazeazd pe curdtarea, modelarea si etansarea sistemului endodontic
reprezentat de canalul radicular pentru a obtine dizolvarea completa a tesutului pulpar rezidual,
eliminarea bacteriilor din spatiul canalului radicular si prevenirea recontaminarii dupa tratament.

Odata ce canalul radicular este infectat coronar, infectia progreseaza apical, iar microorganismele

si produsele lor (endotoxinele) produc leziuni pulpare si periapicale.
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Canalele radiculare cu infectii primare contin o incércaturd bacteriand mare, polimicrobiana cu
dominarea bacteriilor anaerobe, iar Enterococcus faecalis este predominant in infectiile persistente dupa
tratamentul canalului radicular si unul dintre cele mai comune organisme care pot fi cultivate din
canalele radiculare care sunt supuse retratarii.

Solutiile de irigare sunt considerate a fi esentiale iar obiectivele irigarii sunt atat mecanice, cat si
biologice. Prin urmare, solutiile ideale pentru lavaj endodontic sunt cele care posedd proprietati
antimicrobiene bune impotriva unui spectru larg de microorganisme si care vor spori rezultatul
procedurilor de instrumentare, inactiveaza factorii de virulenta bacterieni, cum ar fi endotoxinele si acizii
lipoteicoici, perturba formarea si favorizeaza indepartarea biofilmului, ajuta la dizolvarea resturilor de
tesut pulpar si la indepartarea tesutului dur acumulat si a stratulului de frotiu sau previne formarea lor,
nu prezintd efecte adverse, atat locale (asupra dentinei si tesuturilor periapicale) cat si sistemice
(toxicitate, reactii alergice) si prezinta disponibilitate mare la costuri reduse.

In prezent, nu existd un singur irigant care si indeplineasca toate cerintele mentionate anterior,
astfel incat in practica apare necesitatea combinadrii irigantilor, dar si gasirea unor solutii alternative.

Asa cum am experimentat in cel de al doilea studiu realizat in cadrul cercetdrii doctorale,
extractele vegetale din nuc, salvie si echinacea au dovedit proprietdti antibacteriene favorabile
consecutiv testelor efectuate asupra E.faecalis cu cresterea activitdtii microbicide asupra biofilmului
format de E.faecalis, ca urmare a activarii acestora prin iradiere cu un fasciculal laserului dioda cu
lungimea de unda de 940 nm, cu puterea de iesire la varful fibrei de 3W si SW, dovedind astfel potential
in vederea folosirii pentru lavaj impreuna cu tratamentul mecanic al canalelor radiculare. Studii recente
indica faptul ca, pe langa efectul bactericid, laserul cu dioda are un efect biostimulator care este de
mare importanta in ceea ce priveste vindecarea tesuturilor periapicale. Stimuleaza proliferarea celulara
si prezintd un efect inhibitor asupra enzimelor de propagare a inflamatiei (Siqueira JF si colab., 2000).

Scopul acestui studiu in vitro a fost de a examina implicatiile toxicologice potentiale ale
extractelor de plante de: nuc (Juglans regia), salvie (Salvia officinalis) si tinctura de echinacea

(Echinacea purpurea) si evidentierea biocompatibilitatii acestora.

7.2 Material si metoda

In cadrul acestui studiu, s-au utilizat acelesi extracte vegetale, preparate din nuc (Juglans regia),
din salvie (Salvia officinalis) si echinacea (Echinacea purpurea). S-au folosit fructele de nuc, frunzele
de salvie si partile supraterane de echinacea, iar modul de preparare si codificarea probelor sunt aceleasi

cu cele folosite si prezentate anterior, in studiul al doilea.
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Biocompatibilitatea compusilor, reprezentati de extractele de plante preparate si de extractele de
plante activate cu un fascicul laser emis de laserul dioda cu lungimea de unda 940 nm cu puterea la
iesire, la varful fibrei, de 3W si SW, timp de 30 de secunde, a fost evaluata pe fibroblaste ATCC 1929,
cultivate Tn mediu DMEM (Dulbecco s Modified Eagle Medium) suplimentat cu 10 % ser fetalbovin.

Celulele au fost insdimantate la o densitate de 1,5 x 10* celule pe godeu in 200 pl de mediu de cultura,
peste care s-au pus extractele de testat (dilutie 1:10) si s-au incubat la 37 °C (5% CO») timp de 24 ore.

Evaluarea gradului de biocompatibilitate (citotoxicitatea materialelor) s-a realizat prin testul
Mosmann Tetrazolium Toxicity (MTT).

Testul MTT este un test de viabilitate ce permite evaluarea cantitativa a celulelor vii din cultura.
Compusul MTT [bromurd de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazoliu] este permeabil pentru
membranele celulelor vii.

Dupa metabolizarea compusului MTT se formeaza cristale de formazan solubile in izopropanol,
rezultd o solutie (culoare violet) cu densitatea opticd ce poate fi cititd spectrofotometric la 550 nm
lungime de unda.

Pentru testul MTT in placa de testat cu celule L 929 cu 96 de godeuri s-a indepartat restul de mediu
de culturd, s-a spalat suprafata cu solutie salind pentru a indeparta orice urma de ser fetal bovin, care
inhiba compusul MTT, s-a preparat o solutie de MTT 1mg/ml si fiecare proba a fost incubata in prezenta
a 1 ml solutie MTT timp de 4 h 1a 37°C si 5%CO:. Pentru a se putea face citirea rezultatelor, cristalele
de formazan formate au fost solubilizate cu izopropanol.

Solutia rezultata, de culoare violet, a fost cititd la spectrofotometru la 550 nm. Intensitatea culorii
este direct proportionald cu numarul de celule vii din proba.

Pentru cuantificarea enzimei citosolice lactat dehidrogenaza (LDH) care se elibereaza in mediul
extracelular in momentul in care celulele au integritatea afectatd (membrana celulara este deteriorata),
s-a folosit kit-ul Cytotoxicity Detection KitPLUS (LDH) producator Roche Applied Science.

S-au pregatit 100ul mix de reactie care a continut in mod egal toate componentele mixului, iar din
placa de testat s-au colectat 50ul de mediu in duplicat si s-au transferat intr-o placa de 96 de godeuri.
Dupa ce s-au adaugat 100 pl peste fiecare proba placa a fost pusa la incubat timp de 15-20 de minute la
intuneric. Pe baza nivelului de LDH din mediul de cultura, intensitatea culorii solutiei de culoare roz a
variat direct proportional cu numarul de celule moarte din proba.S-a citit spectrofotometric (Flex Station
3) la o lungime de unda de 490 nm.

Pentru a considera o anumita proba biocompatibild, valorile densitatilor optice pentru testele MTT
trebuie sd fie mai mari decat cele ale testului de cuantificare LDH (mai exact, spunem ca o probaeste
biocomaptibila daca, cantitatea celulelor viabile, metabolic active este mai mare decat cea a celulelor

moarte).
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7.3 Rezultate si discutii

ca iradierea influenteaza caracteristicile extractelor si capacitatea lor de a reactiona cu indicatorii
metabolici utilizati in testare. Pentru extractul in etanol din endocarp (N7) s-a observat ca dupa iradierea
cu un fascicul laser de 5 W se mareste cosiderabil numarul celulelor viabile, valoarea MTT fiind mult
superioara celui LDH.

Extractul in metanol din tegument seminal de Juglans regia (N11) in urma iradierii isi pierde din
biocompatibilitate corespunzator cu intensitatea aplicata, insa nu devine citotoxic.

Extractul hidroalcoolic, apa:methanol, din peretele din interiorul cotiledonului de J. regia in urma
tratamentului cu fascicule de laser cu puterea de 3W si respectiv 5 W, prezinta valori ale densitatilor
optice pentru testele MTT mai mari decat cele ale testului de cuantificare LDH proportional cu
intensitatea fasciculului utilizat (Vasilache A si colab., 2021)

Desi initial extractul in apd:metanol din pericarp si mezocarp liofilizate de J. regia, era
biocompatibil, tramanetul cu un fascilul laser de SW, timp de 30s, a determinat inregistrarea unei valori
ridicate a absorbantei LDH comparativ cu MTT, valoare care evidentiaza prezenta in numar mare a
celulelor moarte si respectiv citotoxicitatea extractului.

Pentru extractul alcoolic, in metanol din pericarp si mezocarp liofilizate de J. regia s-a observat
imbunatatirea caracteristicilor, astfel ca desi initial extractul a fost citotoxic, In urma iradierii, prin
aplicarea fasciculului laser cu intensitate de 5 W, valorile inregistrate pentru MTT au depasit valorile
pentru LDH, extractul fiind compatibil.

Analiza rezultatelor obtinute evidentiaza faptul ca laserul diodd cu lungimea de unda 940 nm,
cu puterea la iesire a fasciculului de 3 W dar mai ales de 5 W, timp de 30 secunde, a potentat
biocompatibilitatea extractelor vegetale folosite in studiu. Aceast rezultat ne permite sa apreciem ca

Rezultatele acestui studiu, prin asigurarea unui grad crescut de biocompatibilitate solutiilor
testate, consecutiv iradierii cu fasciculul laser al laserului dioda cu lungimea de unda de 940 nm,
confirma rezultatele prezentate de alti cercetatori in sensul efectelor pozitive obtinute utilizand terapia
fotodinamica (Garcez si colab., 2008; Garcez si colab., 2010; Siddiqui si colab., 2013; Tennert si
colab., 2014; Arneiro si colab., 2014; Abdelkarim-Elafifi si colab., 2021).

De asemenea, Spangberg L. si colab., (1973) si Tiirkiin M. si colab., (1998) au comparat in
studiile lor efectul antimicrobian, proprietatile chimice si biocompatibilitatea irigantilor folositi in
endodontie pentru a stabili o solutie ideala de utilizat ca adjuvant al tratamentului de canal. Studiul

efectuat de Gomes-Filho si colab., (2008), pentru a compara reactia tesutului conjunctivsubcutanat la
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sobolan injectat cu solutia sau gelul de gluconat de clorhexidina 0,9%, hipoclorit de sodiu 2,5% , 5,25%
si 2%, a evidentiat ca solutia salina 0,9%, solutia de clorhexidina 2,0% si NaOCI2,5% au prezentat o
biocompatibilitate buna. Rezultatele studiului indica faptul cd NaOCl 5,25% a fost cel mai toxic irigant
endodontic pentru tesutul conjunctiv subcutanat la sfarsitul perioadei de evaluare.

Asadar datorita proprietdtilor antimicrobiene bune si citotoxicitatii reduse unele din produsele
naturale reprezentate de extractele de plante testate, tratate cu fascicul laser cu intensitate de 5 W pot

fi utilizate in tratarea infectiilor de la nivelul canalului radicular.

7.4 Concluzii

Analiza extractelor preparate din nuc (Juglans regia), din salvie (Salvia officinalis) si echinacea
influenteaza caracteristicile acestora si capacitatea lor de a reactiona cu indicatorii metabolici utilizati in
testare.

Pentru extractul etanolic din endocarp de J. regia s-a observat ca dupa iradierea cu un fascicul
al laserului dioda cu lungimea de unda 940 nm cu puterea la iesire de 5 W, timp de 30 secunde, se
mareste cosiderabil numarul celulelor viabile, deci biocompatibilitatea produsului creste.

Pentru extractul in metanol din pericarp si mezocarp liofilizate de J. regia s-a observat
imbunatatirea caracteristicilor, astfel cd desi initial extractul a fost citotoxic, in urma iradierii cu un
facicul al laserului dioda cu lungimea de unda 940 nm, cu intensitate de 5 W, extractul devine compatibil.
Absenta citotoxicitatii si compatibilitatea extractelor vegetale testate oferd posibilitatea folosirii acestora
in terapia endodonticd, ca o posibild alternativa la solutiile de lavaj clasice.

In ciuda asteptarilor mari pentru implementarea lor in toate domeniile stomatologiei, efectele
laserilor sunt inca cercetate. In viitorul apropiat laserii au potentialul de a se afirma ca o alternativi, o
completare la terapiile conventionale.

Sunt recomandate studii suplimentare in vifro si mai ales in vivo, atat pentru laseri cat si pentru
extractele de plante simple si/sau activate cu lumina laser, Tnainte de utilizare, cu privire la eficacitatea
acestora in canalele radiculare impotriva biofilmelor, biocompatibilitatea si capacitatea lor de a eradica

stratul de frotiu dentinar.
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CONCLUZII GENERALE SI CONTRIBUTII PERSONALE

Concluziile generale sintetice se rezuma la cateva aspecte esentiale in legatura cu aplicabilitatea
laserilor, astfel:

Terapia laser este tot mai frecvent utilizata si din ce In ce mai populard in domeniul stomatologiei
datorita avantajelor pe care le oferd, iar gama de proceduri efectuate cu succes cu laseri pe tesuturile
dentare se extinde continuu. Laserii utilizati frecvent in prezent in stomatologie sunt de dimensiuni mici,
extrem de usori, portabili si cu un pret rezonabil.

Aplicatiile laserului au Tmbunatatit prognosticul si rezultatul tratamentelor stomatologice astfel ca
in viitorul apropiat laserii au potentialul de a se afirma ca o alternativda , o completare la terapiile
conventionale.

Deoarece printre avantajele folosirii terapiei cu laser se remarcd actiunea antimicrobiana,
antiinflamatoare si cu efect stimulativ pentru vindecare mi-am propus s evaluez utilizarea ei ca adjuvant
pentru decontaminare 1n terapia endodontica clasica.

Numeroase studii asupra diferitelor tipuri de laseri care sunt utilizati in endodontie demonstreaza
beneficiile pe care le ofera fiecare atunci cand este aplicat corect, tinand cont de lungimea de unda si
caracteristicile optice ale tesutului iradiat, pentru a imbunatati rezultatele obtinute in urma procedurilor
traditionale cu un impact revolutionar pentru dezinfectarea canalului radicular.

Utilizarea laserului dioda in tratamentul endodontic a devenit din ce in ce mai frecventa in ultimii
ani si s-a evaluat eficienta antibacteriand a laserului dioda 940 nm la diferite puteri de iesire.

Studiile efectuate in cadrul tezei sustin faptul cd folosirea terapiei laser si a terapiei fotodinamice, adjuvant
in procedurile endodontice de decontaminare, cu laserul dioda cu lungimea de unda de 940 nm prezinta
activitate antimicrobiana in vitro Tmpotriva C. albicans si E. faecalis.

Iradierea suspensiei microbiene cu laserul dioda a evidentiat faptul ca timpul de contact prin numarul
de iradieri influenteaza in micd masura viabilitatea microbiana in timp ce 1n aceleasi conditii de iradiere
varful de aplicare folosit , evidentiaza diferente semnificative statistic in reducerea numarului de bacterii
viabile la un timp de iradiere crescut la 15 secunde, cu o intensitate a puterii de 3 W si mod de aplicare
pulsat (CP2).

Desi laserul cu diodd a aratat o reducere semnificativd in numarul de colonii de bacterii dupa
aplicare, chiar dupa marirea timpului si puterii aplicate, acesta singur nu a fost suficient de eficient pentru

a elimina in totalitate tulpinile bacteriene folosite in studiile efectuate respectiv E. faecalis si C. albicans.
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Asa cum am mai precizat eficacitatea terapiei fotodinamice depinde de microorganism, de
fotosensibilizant si de caracteristicile si parametrii laserului utilizat. Conform rezultatelor noastre,
albastrul de toluidind a aratat un efect fotodinamic antimicrobian mai mare pentru E.faecalis decat
albastrul de metilen si un efect mai mare la un volum crescut, respectiv atunci cand am folosit o proportie
mai mare, de 1/10 de albastru de toluidina.

In prezenta albastrului de toluidina, folosirea laserului la puteri de 3 si 4 W au dus la sciderea
numadrului de unitdti formatoare de colonii. Cea mai eficientd conditie de iradiere pentru scaderea
numarului de bacterii viabile a fost cea cu urmatorii parametri: timp 30 secunde, la o putere de 5 W in
modul pulsat CP2, cu varful E3.

Folosirea unui timp mai indelungat de aplicare creste eficienta, iar la acelasi timp de iradiere,
numarul iradierilor influenteaza pozitiv scdderea viabilitatii microbiene.

In ceea ce priveste viabilitatea C.albicans, la aceleasi conditii de timp de aplicare a fasciculului laser,
numar de iradieri, folosind acelasi varf, numai modificarea puterii (4,5 W) a determinat o reducere a
viabilitatii microbiene, reducere care a devenit semnificativa cu cresterea puterii la 5,5 W cu varful E3 si
la puterea de 6,5 W cu varful neinitiat. Testarea unor volume diferite cu aceiasi parametri ai laserului nu
a evidentiat diferente semnificative statistic in ceea ce priveste reducerea incarcaturii microbiene.

Astfel laserul cu dioda poate fi considerat o alternativa in tratamentul endodontic pentru dezinfectia
canalului radicular fie singular, fie in cadrul terapiei fotodinamice antimicrobiene.

Terapia combinatd constand in irigare cu solutii si iradiere cu laserul dioda 940 nm, precum si
activarea solutiilor cu laser, reprezinta o optiune de tratament eficientd pentru reducerea E. faecalis precum
si a altor microorganisme patogene prezente in flora bacteriand din sistemul de canal radicular.

Extractele vegetale testate in studiile efectuate au cu certitudine proprietati antibacteriene. Prin
iradiere cu fascicule laser ale laserului dioda cu lungimea de unda 940 nm, cu cele doua variante de
putere la iesire la varful fibrei, de 3 W si 5 W, timp de 30 secunde, se constata actiunea de potentare a
efectului antimicrobian al solutiilor folosite.

Efectul antimicrobian al solutiilor iradiate cu fasciculul laser cu puterea de 5 W a fost superior
celui obtinut in cazul solutiilor iradiate cu fascicul laser cu puterea de 3 W.

Cel mai eficient extract a fost cel din tegument seminal de nuc, urmat de cel de salvie, iar biofilmele
formate de tulpina de Enterococcus faecalis au fost inhibate prin aplicarea extractelor obtinute din
tegument seminal de nuc si din salvie, tratate in prealabil cu fascicul laser de 5 W timp de 30 secunde.

Analiza extractelor preparate din nuc (Juglans regia), din salvie (Salvia officinalis) si echinacea

.....

caracteristicile acestora si capacitatea lor de a reactiona cu indicatorii metabolici utilizati in testare.
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Pentru extractul etanolic din endocarp din J. regia s-a observat ca dupa iradierea cu un fascicul cu
intensitatea de 5 W se mareste cosiderabil numarul celulelor viabile, extractul fiind biocompatibil.

Pentru extractul in metanol din pericarp si mezocarp liofilizate de J. regia s-a observat
imbunatatirea caracteristicilor, astfel ca desi initial extractul a fost citotoxic, in urma tratamentului si
iradierii cu un facicul laser cu intensitate de 5 W timp de 30 secunde, extractul devine compatibil.

Tehnologia laser, folosita impreund cu solutiile de irigat clasice si cu cele pe bazd de extracte
naturale, imbunatateste capacitatea de curatare, Indepartarea resturilor si a stratului de frotiu din canalele
radiculare, Tmbunatatind astfel decontaminarea sistemului endodontic, efectul lor fiind direct legat de
timpul si cantitatea de iradiere si de nivelul energiei emise.

Extractele din plante si cu specificitate extractele testate in cadrul tezei, folosite ca atare si ca
extracte activate cu laser, nu au fost cercetate, astfel ca ar putea fi Inceputul unei noi etape in aceasta era
moderna a endodontiei, si putem formula ipoteza ca unele dintre aceste substante fitoterapeutice activate
si folosite simultan cu laseri ar putea fi o alternativa potentiala, la solutiile de irigare de varf din domeniu,
pentru tratamentul biomecanic al spatiului endodontic.

Utilizarea laserului cu diode cu lungimea de unda de 940 nm este eficientd si in siguranta, ca
adjuvant, ca o completare a tratamentului endodontic, folosit la momentul potrivit, cu setari prestabilite

testate, sigure, in vederea Tmbunatétirii rezultatelor acestuia.

RECOMANDARI

Extractele vegetale tratate cu fascicul laser, testate in cadrul acestei teze, pot constitui o alternativa
la solutiile de irigare clasice in tratamentul endodontic.

Aceste extracte vegetale pot fi o variantd de tratament in cazul dintilor deciduali sau a dintilor
permanenti tineri, unde hipocloritul de sodiu este contraindicat.

Sunt recomandate studii suplimentare, atat pentru laseri cat si pentru extractele de plante simple
si/sau activate cu lumina laser, inainte de utilizare, cu privire la eficacitatea acestora in canalele radiculare.
Dezvoltarea de solutii alternative pentru irigarea canalelor radiculare, biocompatibile, cu functionalitate
ridicata si efecte secundare reduse este un obiectiv important pentru efectuarea unor terapii performante
si tratamente de succes.

Studiile viitoare vor avea in vedere determinarea efectelor in vitro si in vivo si a altor protocoale de
folosire a laserului diodd 940 nm, dar si a altor extracte vegetale singure sau incorporate in diferite
formulari farmaceutice pentru determinarea unui potential efect sinergic. Astfel, extinderea ariei de
cercetare aferentd domeniului abordat in cadrul prezentei tezei de doctorat ar putea avea in vedere

urmatoarele aspecte :
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Sursa, tipul si concentratia extractelor de plante precum si corelarea compozitiei chimice si a
parametrilor solutiilor folosite cu caracteristicile programelor presetate ale laserului.

Sinteza si alegerea si altor materiale ce includ extracte naturale cu rol terapeutic si cu actiune
sinergica bine determinata cu a laserului dioda folosit.

Realizarea de teste de citotoxicitate si extinderea studiilor microbiologice si la alte tulpini bacteriene
cu incidentd nosocomiala crescuta.

De asemenea, avem in vedere evaluarea selectivitdtii atdt a programelor laser folosite cat si a
extractelor din plante esentiale in ceea ce priveste proprietatile anti-microbiene.

Rezultatele cercetdrii trebuie privite si prin perspectiva limitarilor asociate studiilor in vitro. Ar fi
recomandata continuarea studiilor atdt in ceea ce priveste utilitatea laserului diodad cat si eficienta si
biocompatibilitatea extractelor vegetale testate, singular sau activate cu laserul, in afectiunile canalului

radicular prin efectuarea de teste in vivo.

CONTRIBUTII PROPRII

Cercetarea mea a contribuit la o abordare pluri si interdisciplinard a tematicii studiate, colaborarea
interdisciplinard fiind esentiald, deoarece tratarea acestui subiect implicd coroborarea unor notiuni de
terapie endodontica cu tehnica farmacologica, tehnologia materialelor dentare si tehnici de laborator de
microbiologie generala.

Cercetarile efectuate au implicat un studiu amanuntit al literaturii in vederea stabilirii modalitatilor
de folosire, din punctul de vedere al programelor presetate, a laserului dioda cu lungimea de unda 940 nm,
precum si in directia alegerii anumitor extracte vegetale medicinale de interes .

Cercetarile efectuate 1n cadrul acestei teze reprezinta, astfel, studii interdisciplinare de originalitate
datorita mai multor aspecte:

- Studierea unor extracte naturale medicinale, cunoscute pentru actiunea antimicrobiana, acestea nefiind
studiate sau testate pana in prezent asupra florei microbiene din canalele radiculare infectate.

- Obtinerea unor rezultate Tmbunatatite prin folosirea solutiilor activate cu fascicul laser, comparativ cu
date din literatura de specialitate.

- Realizarea unor analize in vitro amanuntite si complexe pe probele tratate numai cu laser, pe probele cu
extractele vegetale alese, singure sau activate cu laser, pentru determinarea multiplelor efecte benefice cu
potential therapeutic.

- Determinarea in vitro a toxicitatii extractelor folosite in studiu singure sau activate cu laserul dioda cu

lungimea de unda 940 nm.
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