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Introduccion

Gran parte de las patologias de
origen endodontico son causadas
por la presencia de microorganis-
mos en el sistema de conductos radi-
culares (SCR). En la mayoria de los
casos, los agentes etioldgicos son
las bacterias, pudiendo estar pre-
sentes también levaduras y hongos.
Asi, el éxito en el tratamiento de la
patologia endodontica depende del
control de la infeccion microbiana
en el SCR (1).

La infeccion endodontica no es
plausible de remision espontanea
por la accion de los mecanismos de
defensa del organismo, asi como
tampoco puede ser combatida por
antibidticoterapia sistémica. La pul-
pa dental necrosada no tiene vasos
sanguineos que puedan transportar
células de defensa ni antibiodticos
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RESUMEN

OBIJETIVO: Evaluar el efecto antibacteriano, in vitro, de la Terapia Fotodindmica (PDT) sobre Ente-
rococcus faecalis. MATERIAL Y METODOS: Fueron preparadas suspensiones bacterianas a partir de
cepas clinicas de E. faecalis. Estas suspensiones fueron divididas en tres grupos experimentales (1L,
2Ly 3L) y un grupo control (GC). Utilizando un equipo Twin Laser conteniendo como medio activo
un diodo de GaAIAs, los grupos experimentales recibieron respectivamente dosis de energia de 1 min
a 60 J/cm2, 2 min a 120 J/cm2 y 3 min a 180 J/cm2. Las suspensiones fueron diluidas, sembradas e
incubadas para posterior contaje de Unidades Formadoras de Colonia por mL (UFC/mL). Los valores
de UFC fueron analizados estadisticamente por ANOVA y test de Tukey (p<0,05). RESULTADOS: Los
grupos 1L, 2L y 3L mostraron una reduccion de 99,88%, 99,86% y 99,92% respectivamente. Siendo
que esta reduccion de UFC/mL fue estadisticamente significativa (p<0,05). Sin embargo, no fueron
encontradas diferencias significativas entre los tres grupos experimentales, sometidos a diferentes
tiempos de PDT (p>0,05). CONCLUSION: La PDT es una alternativa eficaz para la eliminacion de
E. faecalis, microorganismo frecuentemente asociado a casos de fracaso endodontico.
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Antimicrobial effect of photodynamic therapy against Enterococcus faecalis, in vitro
ABSTRACT

OBJECTIVE: To evaluate in vitro, the antibacterial effect of photodynamic therapy (PDT) against
Enterococcus faecalis. MATERIAL AND METHODS: Bacterial suspensions were prepared from
clinical strains of E. faecalis. These suspensions were divided into three experimental groups (1L,
2L and 3L) and a control group (CG). The Twin Laser equipment with a GaAIAs diode was used to
expose experimental groups to PDT as follow: 1 min at 60 J/cm2, 2 min at 120 J/cm2 and 3 min at 180
J/em2. After the experimental treatments, 0.1 mL aliquots of the suspensions were diluted, seeded and
incubated for further counting of Colony Forming Units per mL (CFU/mL). The results were analyzed
by analysis of variance and Tukey's test (p<0.05). RESULTS: The groups 1L, 2L and 3L showed a
reduction of 99.88%, 99.86% and 99.92% respectively (p<0.05). However, no significant differences
were found between experimental times of PDT (p>0.05). CONCLUSION: The results showed that
PDT was effective in reducing the number of viable cells of E. faecalis, a microorganism frequently
associated with failure of root canal failure.

Key words: Enterococcus faecalis/ PHOTOCHEMOTHERAPY / ENDODONTIC INFECTION.

para la zona. De esta manera, y
debido a la localizacion anatomica

estrechos o con accidentes anatomi-

de la infeccion endodoéntica, existe
la necesidad de intervencion profe-
sional (2).

El proceso de desinfeccion se
inicia con la preparacion quimico-
mecanica (PQM) del SCR, por
medio de la accion concomitante de
la instrumentacion mecanica y de
las sustancias quimicas auxiliares
(SQA). Sin embargo, esta etapa no
elimina por completo los microor-
ganismos presentes en procesos in-
fecciosos cronicos, donde los micro-
organismos de la luz del conducto
se propagan por todo el SCR, lo que
incluye tubulos dentinarios, con-
ductos accesorios, ramificaciones
laterales, colaterales y delta apical
(3,4). La misma situacion puede pre-
sentarse frente a conductos curvos,

cos internos que dificulten el acceso
de los instrumentos y las SQA (5).
La imposibilidad de erradicar todos
los microorganismos durante el
tratamiento endodontico, sumado a
los factores anatomicos, permiten la
colonizacion del apice radicular y de
los tejidos periapicales, perpetuando
la infeccion (6).

La microbiota presente en con-
ductos radiculares obturados con
fracaso en el tratamiento endo-
dontico difiere tanto cuantitativa
como cualitativamente de aque-
lla normalmente encontrada en
dientes necrosados y no tratados.
Las infecciones secundarias y
persistentes presentan un niimero
limitado de microorganismos con
predominio de anaerobios facultati-
vos Gram-positivos. Por otro lado,
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una infeccion polimicrobiana con
predominio de anaerobios estrictos
Gram-negativos estd cominmente
asociada a conductos no tratados
endodonticamente (7,8).

Dentro de los microorganismos
resistentes a la terapia endodontica,
Enterococcus faecalis, coco entérico
Gram-positivos, anaerobio facultati-
vo, es altamente relacionado a casos
de fracaso endodontico (9-14). E.
faecalis puede sobrevivir a la instru-
mentacion, irrigacion y medicacion
intraconducto (MIC), sobreviviendo
en tiibulos dentinarios, consiguien-
do reinfectar el canal obturado (9).

La utilizacion del laser en odon-
tologia ha evolucionado en los
ultimos afios, lo que incluye el laser
de Erbio (Er:YAG) con puntas espe-
cificas para utilizacion en contacto,
tanto en Endodoncia como en Pe-
riodoncia. El uso de un laser de baja
potencia, tanto como laserterapia
(que estimula la biomodulacion, sus
efectos analgésicos y antiinflamato-
rios) como en la terapia fotodinami-
ca (que asocia una fuente luminosa
a un colorante especifico para la
reduccioén microbiana) han ganado
cada vez mas espacio dentro de las
especialidades odontologicas (15).

La terapia fotodinamica (PDT)
inicialmente preconizada para el
tratamiento del cancer (16), ha
venido siendo investigada también
para el tratamiento de enfermedades
infecciosas. Debido a que la gran
mayoria de microorganismos ora-
les no absorbe la luz visible de los
laser de baja potencia, es necesaria
la utilizacién de un colorante que
se fije a ellos, atrayendo la luz del
laser. Cuando el fotosintetizador es
irradiado con una luz de longitud
de onda adecuada, la molécula es
excitada produciendo una serie de
transferencias de energia molecular.
Todo esto lleva a la liberacion de
radicales libres y/o oxigeno singlete,
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una especie altamente reactiva y
citotdxica, lo que resulta en muerte
celular (17).

El verde de malaquita (VM) es
un colorante utilizado de rutina en
clinica odontoldgica, con capacidad
de interactuar con varias sustancias
organicas, principalmente con el
biofilm oral adherido a los elemen-
tos dentales. El VM presenta una
banda de absorcion en la region
roja del espectro electromagnético
(18), siendo de facil transito por la
membrana celular tanto de bacterias
Gram-positivas como de Gram-
negativas. Este colorante cationico
pertenece a la familia de los trife-
nilmetanos pudiendo ser utilizado
como un potente fotosintetizador, ya
que promueve la disipacion del po-
tencial de la membrana celular (19).
Asi, el objetivo de este estudio fue
evaluar el efecto antibacteriano, in
vitro, de la PDT sobre E. Faecalis.

Material y métodos

Cepeas clinicas fueron colectadas
y aisladas de dientes con perio-
dontitis apical cronica, obteniendo
entre ellas cepas de E. faecalis, lo
que fue confirmado por la prueba
bioquimica API Strep (BioMérieux
SA, Marcy-1’Etoile, Francia), las
cuales fueron congeladas (-200C)
en solucion de Skim Milk al 10%
(Difco Laboratories, Sparks, USA).
Antes de los ensayos experimenta-
les, las cepas fueron descongeladas
y sembradas en placas Petri conte-
niendo Agar Triptone Soya (TSA,
Difco Laboratories, Sparks, EUA).

Utilizando Caldo Triptone Soya
(TSB, Difco Laboratories, Sparks,
EUA) fueron preparadas e incuba-
das (37°C/24hrs) suspensiones de
E. faecalis. Después de confirma-
do el crecimiento bacteriano, las
suspensiones fueron centrifugadas
(14000 rpm/2min) y el sobrenadante
lavado tres veces en una solucion

tampon (PBS, Sodium Phosphate
Buffer, Difco Laboratories, Sparks,
EUA). Fueron colectadas bacterias
y llevadas a solucion salina estéril
para la preparacion de suspensiones
estandarizadas en 0,5 de la escala
de McFarland (1,5x10% UFC/mL).
Cada tubo (n=24) conteniendo 900
pL de suspension fue irradiado
desde la base. El equipo utilizado
fue el Twin Laser (MM Optics, Sdo
Paulo, Brasil) conteniendo como
medio activo un diodo de GaAlAs,
emitiendo en 660nm con 40mW de
potencia.

Los tubos fueron distribuidos
en tres grupos experimentales y
un grupo control. El grupo control
(GC) no recibié VM ni laser; los
grupos experimentales (1L), (2L)
y (3L) recibieron 0,01%m/v de
VM vy después de un minuto fueron
expuestos al laser por periodos de
1 min con dosis de energia de 60J/
cm?, 2 min a 120J/cm? y 3 min a
180 J/cm?, respectivamente. Fueron
adicionados 100uL 0,1% VM a los
grupos experimentales, resultando
en una concentracion final de 0,01%
m/v.

Las suspensiones fueron dilui-
das (1073), y alicuotas de 10uL de
cada grupo fueron llevadas a pla-
cas conteniendo TSA e incubadas
(48hr/37°C) en estufa de 5% de CO,
para posterior conteo de Unidades
Formadoras de Colonia por mL
(UFC/mL). Los valores de UFC fue-
ron analizados estadisticamente por
ANOVA y test de Tukey (p<0,05).

Resultados

Los grupos 1L, 2L y 3L mos-
traron una reduccion de 99,88%,
99,86% y 99,92% respectivamente.
Siendo que esta reduccion de UFC/
mL fue estadisticamente signifi-
cativa (p<0,05). Sin embargo, no
fueron encontradas diferencias
significativas entre los tres grupos
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Tabla 1. Media de UFC/mL inicial y final de E. faecalis en los diferentes
grupos experimentales asi como la desviacion estandar y su significancia

estadistica.

UFC inicial UFC final
GC 1,35x 108 £ 0,00 Aa 2,91 x 108 £ 1,01 x 108 Bb
1L 1,35 x 108 £ 0,00 Ac 1,66 x 105+ 0,22 x 105 Bd
2L 1,35 x 108 £ 0,00 Ae 1,83 x 105+ 0,27 x 105 Bf
3L 1,35x 108 £ 0,00 Ag 1,12x 105+ 0,14 x 105 Bh

Para cada columna, medias seguidas de letras mayusculas iguales no son significativamente diferen-

tes.

Para cada linea, medias seguidas de letras minusculas iguales no son significativamente diferentes.
GC- grupo control (sin PDT); 1L, 2L y 3L- grupos que recibieron 1, 2 y 3 min de PDT respectiva-

mente.

experimentales, sometidos a dife-
rentes tiempos de PDT (p>0,05)
(Tabla 1).

Discusion

La eliminacion de microorganis-
mos del sistema de conductos radi-
culares (SCR) es parte importante
de los procedimientos de la terapia
endodontica con el fin de obtener el
éxito en el tratamiento. La eleccion
de E. Faecalis para este estudio, fue
basada en las evidencias cientificas
que muestran a este microorganismo
como el mas prevalente en los casos
de fracaso del tratamiento endodon-
tico (12,13,20). La diferencia en la
prevalencia de este microorganismo
entre las infecciones endodonticas
primarias y los casos de fracaso del
tratamiento endodontico se debe
lal desequilibrio del ecosistema
existente dentro del SCR provocado
por una instrumentacion y limpie-
za poco eficientes que propicia la
sobrevivencia de microorganismos
resistentes (7,10).

La PDT es un eficiente méto-
do para la reduccion microbiana,
habiéndose mostrado eficaz en
infecciones localizadas, de poca
profundidad y de microbiota co-
nocida; esto le ha valido para ser
indicada como una alternativa para
la desinfeccion del SCR (21-27),
posibilitando la desinfeccion en solo
una cita. Existen diversos equipos

de laser en el mercado, los cuales
cubren por completo el espectro
visible e infrarrojo. Estos equipos
pueden actuar con diversos agen-
tes fotosintetizadores. El laser de
GaAlAs utilizado en este estudio, es
un laser de baja potencia que emite
luz roja con longitud de onda de
660 nm. En este estudio el laser fue
regulado en 40 mW de potencia, de
acuerdo con estudios previos donde
también fueron obtenidos resultados
semejantes (28).

La eleccion del VM se debe al
hecho de que este colorante presenta
una banda de absorcion en la region
roja del espectro electromagnético
(18), y por ser de facil transito por la
membrana celular tanto de bacterias
Gram-positivas como de Gram-ne-
gativas. Cabe resaltar la importancia
de la eleccion conjunta del equipo
laser y del colorante a ser utilizados
en la PDT. El efecto antimicrobiano
de la PDT dependera también de
la concentracion del colorante. La
concentracion utilizada en este es-
tudio fue de 0,01% w/v mostrandose
efectiva.

Los factores que pueden influen-
ciar en la efectividad de la PDT son
(29):

- Diferencias en la concentracion y
el tipo de colorante.

- Tiempo de irradiacion.

- Concentracion y estado fisiologi-
co de los microorganismos.

- Tiempo de exposicion al laser y
densidad de energia.

Nuestros resultados concuerdan
con los obtenidos en un estudio
previo (30), donde se obtuvo una
reduccion 99,2% de E. faecalis uti-
lizando un agente fotosintetizante
azul asociado a laser de 685 nm.
Otra propiedad importante da PDT
es que no induce a resistencia mi-
crobiana, siendo plausible de una
segunda aplicacion (29).

Los resultados encontrados en
este trabajo son promisorios cuanto
alaaplicacion clinica de la PDT. Sin
embargo, son necesarios estudios
que viabilicen la implementacion
de un protocolo clinico para casos
de infeccion endodontica donde la
PDT pueda ser utilizada como una
alternativa efectiva. Otro factor que
debe ser analizado es la posibilidad
de que los colorantes utilizados
como fotosintetizadores puedan
pigmentar el diente a ser tratado con
PDT.

Conclusion

La PDT es una alternativa eficaz
para la eliminacion de E. faecalis,
microorganismo persistente en los
casos de fracaso del tratamiento
endodontico.
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