EFECTUL INVITRO AL TERAPIEI FOTODINAMICE
ASUPRA BIOFILMULUI DENTAR

Rezumat

Scopul prezentului studiu a constituit evaluarea in conditii in vitro al
efectului aplicarii terapiei fotodinamice asupra tulpinilor bacteriene carioge-
ne din biofilmul dentar. In calitate de agenti de fotosensibilizare au fost tes-
tate solutiile: albastru metilen 0,5% si extractul antocianic 5% (pH 8,0-9,0),
eritrozini 0,5% si a extractului antocianic 5% (pH 4,5-5,0). In calitate de
catalizator a fost utilizatd suspensia de dioxid de titan 1%. S-a comparat
efectul bactericid al aplicarii substantelor de fotosensibilizare concomitent
cu catalizatorul. Iradierea a fost efectuatd cu dispozitive LED 625-635 nm
si 420-480 nm cu expozitia 30 si 60 secunde. Datele obtinute in rezulta-
tul studiului efectuat au demonstrat eficienta inalta a aplicarii in calitate de
substanta fotosensibilizantd a extractului antocianic in PDT care asigura
distrugerea totald a tulpinilor microorganismelor cariogene.

Cuvinte cheie: terapia fotodinamicd, substante fotosensibilizante, biofil-
mul dentar.

Summary
IN VITRO EFFECT OF PHOTODYNAMIC THERAPY ON DENTAL
BIOFIM

The goal of the present study was to evaluate the in vitro conditions
of the effect obtained when applying photodynamic therapy on cariogenic
bacterial strains in dental biofilm. The following solutions were tested as
photosensitivity agents: methylene blue 0.5% and 5% anthocyanin extract
(pH 8.0 t0 9.0), erythrosine 0.5% and 5% anthocyanin extract (pH 4.5-5.0).
As a catalyst, we used titanium dioxide suspension of 1%. There was con-
ducted a comparison of the bactericidal effect of applying photosensitivity
substances together with the catalyst. The irradiation was performed with
LED devices of 625-635 nm and 420-480 nm, for 30 and 60 seconds. The
data obtained from this study demonstrate the high efficiency of applying
anthocyanin extract as a photosensitising substance in photodynamic
therapy, which ensures a total destruction of the strains of cariogenic mi-
croorganisms.

Key words: photodynamic therapy, photosensitizing substances, dental
biofilm.

Introducere

Caria dentard rimane pana in prezent una din cele mai frecvente afectiuni sto-
matologice. De-a lungul secolului trecut, studiului cariei dentare a fost consacrata
o varietate impunitoare de lucriri stiintifice fundamentale si aplicate. In acelasi
timp, in ciuda nivelului tot mai performant de cunostinte si echipamente imple-
mentate in asistenta stomatologicd, prevalenta cariei dentare la populatia tarii
noastre este inaltd, fara tendinte aparente de reducere a valorilor ei [4, 9, 10].

In ciuda unor progrese in solutionarea problemei tratamentului si prevenirii
cariei dentare, rimane relevantd elaborarea de noi metode si procedee terapeutice
si implementare pentru reducerea nivelului de morbiditate. In decursul ultimilor
decenii in medicind se aplica cu succes terapia fotodinamica (Photodynamic thera-
py PDT) care se bazeaza pe reactii fotochimice declansate de interactiunea unei
substante fotosensibile §i lumina cu anumita lungime de unda avand ca rezultat
formarea de oxigen atomic si radicali liberi care induc distrugerea bacteriilor, vi-
rusurilor si a tesuturilor tinta (celule tumorale sau tesuturi proliferative). Fotosen-
sibilizarea celulelor poate fi indusé prin administrarea exogena de molecule foto-
active cu avantajul ca celulele modificate, anormale au capacitatea mult mai mare
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de absorbtie a substantei administrate spre deosebire
de celulele sdnatoase (10:1) [6]. Dupéd expunerea la
lumind, substantele fotosensibilizante decad din sta-
rea de stabilitate eliberdnd oxigen atomic (cel mai im-
portant agent citotoxic in PDT) si radicali liberi, care
determina distrugerea celulard ca o consecinta a al-
terdrii membranelor mitocondriale si citoplasmatice,
precum si perturbarea functiilor [7]. Zona efectului
citotoxic al oxigenului singlet nu depéseste 0,02 mcm,
iar durata de actiune in sistemele biologice este mai
micé de 0,04 ms.

Terapia fotodinamicd antimicrobiand este alter-
nativa antibioticoterapiei §i consta in distrugerea
oxidativa selectiva a florei patogene prin intermediul
interactiunii combinate a colorantului — fotosensibi-
lizatorului si a luminii. Efectul controlabil al luminii si
iradierii cu laser poate fi aplicat in corectarea numa-
rului unor specii concrete de bacterii in compozitia
microflorei in conditii de disbiozd, deoarece adminis-
trarea preparatelor antimicrobiene in asemenea con-
ditii este inadmisibila [3, 11].

Actiunea bactericida si bacteriostaticd a PDT asu-
pra agentilor patogeni se produce prin intermediul
generdrii oxigenului singlet si radicalilor peroxizi de
substantele fotosensibile exo- si endogene cu o dema-
rare ulterioard a unui sir de reactii fotochimice. A fost
demonstrat ca efectul PDT cu aplicarea albastrului de
metilen si iradierea cu luminé (400 — 700 nm) in doza
10 Dj/cm? provoacd inactivarea in vitro a ARN-ului
Qp bacteriofagului prin intermediul atasérii de prote-
inele plasmatice [6]. Cercetérile efectuate in conditii
in vitro au constatat reducerea cresterii culturilor bac-
teriene care a fost provocatd nu doar direct de efectul
PDT, dar si de stresul oxidativ secundar PDT. Capaci-
tatea celulei bacteriene de a supravietui in conditii in
vitro dupa exercitarea efectului stresului oxidativ este
in functie de activitatea superoxiddismutazei bacteri-
ene sau de cantitatea si activitatea proteinelor de soc
termic, care in conditiile stresului oxidativ produc 2
tipuri de proteine de soc termic HSP-70 si HSP-90 [1,
2, 10].

Asadar, reactia fotodinamicd este initiata de acti-
unea dozelor adecvate de energie luminoaséd asupra
substantelor fotosensibilizante in prezenta oxigenului
in tesut, efectul fotodinamic distructiv are un caracter
localizat, iar actiunea bactericida este limitata de zona
actiunii iradierii. Terapia fotodinamica a maladiilor
infectioase prezinta un proces de interactionare a for-
melor active de oxigen si a radicalilor toxici cu facto-
rii antistres ai bacteriilor, iar efectul ei poate fi diferit,
in functie de intensitatea generarii formelor active de
oxigen, activitatii proteinelor antistres, enzimelor an-
tioxidante bacteriene si multi alti factori.

Terapia fotodinamicd este aplicata tot mai frecvent
in tratamentul afectiunilor stomatologice: tratamen-
tul infectiilor bacteriene, virale si fungice, a lichenu-
lui plan, in tratamentul cancerului bucal, precum si
diagnosticul fotodinamic al transformarilor maligne
al leziunilor cavitétii orale. Datorita faptului ca repre-
zintd o noud abordare terapeutica in managementul

biofilmelor orale [2, 8], PDT va avea o aplicabilitate si
mai largd in tratamentul si prevenirea celor mai frec-
vente afectiuni ale cavitétii orale — afectiunilor paro-
dontiului, a cariei dentare si complicatiilor ei.

Scopul prezentului studiu a constituit in evalu-
area in conditii in vitro al efectului aplicarii terapiei
fotodinamice asupra tulpinilor bacteriene cariogene
din biofilmul dentar.

Materiale si metode

Cercetarile in vitro au fost efectuate in laboratorul
de diagnostic ,Micromed®, Chisinau. Au fost preleva-
te probele de biofilm de la 90 copii cu grad inalt de
activitate a procesului carios si capacitate cariogend
sporita a plicii bacteriene. Materialul a fost colectat
pani la dejun si igienizarea cavititii orale. Cavitatea
orala a fost irigatd minutios cu apa distilata sterild.
Prelevarea probelor s-a realizat cu un instrument
steril de pe suprafetele jugale ale dintilor 1.6, 2.6, lin-
guale 3.6, 4.6 si vestibulare 1.1, 3.1. In cazul dentitiei
temporare probele au fost preluate de pe suprafetele
jugale ale dintilor 5.5, 6.5, linguale 7.5, 8.5 si vestibu-
lare 5.1, 7.1. In cazul lipsei dintilor indicati, probele
au fost prelevate de la dintii vecini. Materialul colec-
tat a fost plasat intr-un mediu special si transportat in
decurs de 1 ora in laborator. A fost apreciat numérul
total de microorganisme. Identificarea bacteriilor din
grupul Streptococcus viridans: Streptococcus mutans,
Streptococcus mitis, Streptococcus sobrinus, Streptococ-
cus gordoni s.a. a fost efectuatd cu utilizarea cartelei
GPI (pentru coci Gram pozitivi) a sistemului automat
Vitek2. Din culturile crescute s-au preparat suspensii
dupa tehnologii standarde. Frotiurile au fost preparate
prin etalarea produsului examinat pe o lama curata
si perfect degresatd, astfel incat germenii sd formeze
un strat subtire si uniform. Frotiurile uscate si fixate
la flacdra au fost acoperite cu solutiile cercetate, astfel
ca cantitatea de pigment sa fie identicd pentru toate
seriile de experiente. Dupa aceea ele au fost spalate cu
apa si lasate sa se usuce.

Pentru determinarea perioadei de timp necesare
pentru a lega in mod eficient compozitia agentului de
fotosensibilizare cu celulele microbiene a fost apreci-
at gradul de colorare a bacteriilor de urmatorii pig-
menti: albastru metilen 0,5%, extractul antocianic 5%
(pH 8,0-9,0) si extractul antocianic 5% (pH 4,5-5,0),
solutie eritrozina 0,5%. In calitate de catalizator a fost
utilizata suspensia de dioxid de titan 1%. S-a compa-
rat efectul aplicdrii concomitente a pigmentilor si a
catalizatorului: albastru metilen 0,5% + suspensia de
dioxid de titan 1% si extractul antocianic 5% (pH 8,0-
9,0) + suspensia de dioxid de titan 1%, solutie eritro-
zind 0,5% + suspensia de dioxid de titan 1% si extrac-
tul antocianic 5% (pH 4,5-5,0) + suspensia de dioxid
de titan 1% (tabel 1). La examinarea microscopica cu
obiectivul cu imersie s-a apreciat gradul de colorare a
celulelor bacteriene si au fost acordate punctele de la
0 panala 5.



Tab.1. Modelul experimental de apreciere a gradului de colorare a
microorganismelor

Tab.2. Modelul experimental de iradiere opticd a culturilor
microbiene in coditii in vitro

Gradul de colorare a mi-

Dura- croorganismelor
Agentul studiat ta -
. Culturi pure
min | 1 AT
213|415
1. Control —
10
2. Sol. albastru metilen Is
0,5%
20
10
Extract antocianic 5% 15
(pH 8,0-9,0)
20 |
o 10 |5 |0| |g
4. Suspensie dioxid de 5121312519 2l
: 0, 2R IFS |8 ]
titan 1% SIRIZSRIR RS
SSIERIEIREE
o 10 [E(g(s|8|8|8]8
5. Extract antocianic 5% s S8 (8|8 |8 g
C|le |8 |w|@
(pH 4,5-5,0) - = ?T: § g |3 § o3
S (2|28 (813 N
- N = S
o |8 22 (5|
6.Solutie eritrozina 0,5%| 15 |3 |~ “
20 |7

7. Extract antocianic 5 %| 10
(pH 8,0-9,0) + suspensie| 15
dioxid de titan 1% 20

8. Extract antocianic 5 %| 10
(pH 4,5-5,0) + suspensie| 15
dioxid de titan 1,0% 20

Insdmantirile s-au efectuat pe plicile Petri cu me-
dii de culturd din gelozd — sange. Cu ajutorul tam-
poanelor de recoltare a fost aplicat cate 0,1 ml de sus-
pensie cu concentratia 10° microorganisme in 1 cm?
de solutie. Pe fiecare placi Petri au fost delimitate 5-7
sectoare in care cu o micropipetd au fost aplicate cate
o picaturd de solutie cercetatd, astfel ca cantitatea de
pigment sd fie identicd pentru toate seriile de experi-
ente, iar pentru comparatie au fost ldsate sectoare
netratate (grupul martor). In conformitate cu obiec-
tivele de cercetare propuse a fost elaborat modelul ex-
perimental expus in tabelul 2.

In prima serie de experiente in calitate de substan-
te de fotosensibilizare au fost testate solutiile: albastru
metilen 0,5% si extractul antocianic 5% (pH 8,0-9,0),
in calitate de catalizator a fost utilizatd suspensia de
dioxid de titan 1%. S-a comparat efectul bactericid al
aplicarii substantelor de fotosensibilizare concomitent
cu catalizatorul: albastru metilen 0,5% + suspensia de
dioxid de titan 1% si extractul antocianic 5% (pH 8,0-
9,0) + suspensia de dioxid de titan 1%. Iradierea a fost
efectuatd cu dispozitivul FotoSan 630 LAD pen (CMS
Dental, Denmark) 625-635 nm cu expozitia 30 si 60
secunde (Fig.1). Iradierea opticd aplicatd cu lungimea
de undd mentionatd posedd caracteristici spectrale
care determina un maxim de absorbtie de citre foto-
sensibilizatori (pigmentilor de culoare albastra, viole-
td) si fotocatalizator si o densitate de putere suficienta
pentru activarea compozitiei.

Diametrul zonei de
o Tipul Ir)altl;; reducere a cresterii mi-
o [Agentul studiat firadi-| . croorganismelor (mm)
erii erii.s| 1 Culturi pure
’ 213]4(5|6|7
) Solutie albastru 30
“Imetilen 0,5% 60
) Extract antocianic 60
"5 % (pH 8,0-9,0) 30
3 Suspensie dioxid 60
“|de titan 1,0% 30
Solutie albastru  |[LED
M 60
4 metilen 1% + 625-
“[Suspensie dioxid |g35 30
de titan 1% nm
[Extract antocianic 60
5% (pH 8,0-9,0) +
5. L.
Suspensie dioxid 30
de titan 1% ]
60 2
o
6.|Control (iradiere) 52 Lle g2
30 B RIS (RIS |
SSRIERER
< = = by
7.|Control (pigment) % é § § § § §
(S8 [§|8 8|8
Solutie eritrozind 60 |o § g é 212 |o
110,59 M HEEHEREE
5 [Extract antocianic 60 § Sk é 38R
. )
o+l
3 Suspensie dioxid 60 |
"|de titan 1% 30
Solutie eritrozina LED | 60
4 0,5 % + 420-
"[Suspensie dioxid
: 480 30
de titan 1% m
[Extract antocianic 60
5% (pH 4,5-5,0) +
5. C 4.
Suspensie dioxid 30
de titan 1%
60
6.|Control (iradiere)
30
60
7.|Control (pigment) 30

Fig.1. Iradiere cu FotoSan 630 LAD pen.
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Tah.3. Rezultatele identificarii streptococilor cu aplicarea cardului de teste ID-GPCVITEK 2 (bioMérieux)

= s. s.
ig;_a Testul |[Substanta de identificare mg Sal.iva- Msiiis Sangui- Si.is Must.ans Soli[irﬁus gofiir(;ni
tului rius nis
2 AMY |D-Amigdalin 0,1875 - - - - - - +
4 |prrLC E:;sghatidylinositol phospholi- 0,015 ~ ~ - ~ ~ ~ ~
5 |dXYL [D-xylose 0,3 - - - - - - -
ADHI1 |[Arginine dihydrolase 1 0,111 - - (-)+ + - - +
9 |BGAL |p-galactosidase 0,036 - + - + + + -
11 |AGLU |a-glucosidase 0,036 + + - + + - -
13 |APPA il}leilzgliecl—g};enylalanine—proline 0,0384 + + + + + + +
14 |CDEX |a-cyclodextrin 0,3 - - - - - - -
15 |AspA [L-aspartate arylamidase 0,024 - - + + - - +
16 |BGAR |[B-galactopyranosidase 0,00204 + + + + + + +
17 |AMAN |a-mannosidase 0,036 - - - - - _ _
19 |PHOS |Phosphatase 0,0504 (+) - - - - - +
20 |LeuA |Leucine arylamidase 0,0204 + + + + + + +
23 |ProA |L-proline arylamidase 0,0204 - - - - - - +
24 |BGURr | B-glucuronidase 0,0018 - - - - + + -
25 |AGAL |a-galactosidase 0,034 + + + + + - +
26 |PyrA |L-pyrrolidonyl-arylamidase 0,0216 - - - - - - _
27 |BGUR |[pB-glucuronidase 0,0378 - - - - + _ _
28 |AlaA |Alanine arylamidase 0,0216 + + + + + + +
29 |TyrA |Tyrosine arylamidase 0,0276 + + + + + + +
30 |dSOR |D-sorbitol 0,1875 - - - + + + -
31 |URE Urease 0,15 - - - - - - _
32 |POLYB | Polymyxin B resistance 0,00093 + + + + + + +
37 |dGAL |D-galactose 0,3 + + + + + + +
38 |dRIB |D-ribose 0,3 - - - - - _ _
39 |ILATk |L-lactate alcalinization 0,15 - - - - - - _
42 |LAC Lactose 0,96 + + + + + + +
44 |NAG [N-acetyl-D-glucosamine 0,3 + + + + + + +
45 |dMAL |D-maltose 0,3 + + + + + + +
46 |BACI |Bacitracin resistance 0,0006 - - - - - - _
47 |NOVO [Novobiocin resistance 0,000075 + + + + + + +
50 [NC6.5 [6.5% NaCl 1,68 - - - - - - -
52 |dMAN |D-mannitol D-Mannitol 0,1875 - + - + + + -
53 |dMNE |D-mannose D-Mannoz 0,3 + + + + + + +
54 |MBAG |p-methyl-D-glucopyranoside 0,3 + - - + - - +
56 |[PUL Pullulan 0,3 + + - + + + -
57 |dRAF |D-raffinose 0,3 + + + - + + +
58 |O129R | O/129 resistance 0,0084 - - - - - - _
59 |SAL Salicin 0,3 + + + + + - +
60 |SAC Sucrose 0,3 + + + + + + +
62 |dTRE [D-trehalose 0,3 + + + + + + +
63 | ADH2s | Arginine dihydrolase 2 0,27 - -+ + + - - _
64 |OPTO |Optochin resistance 0,000388| + + + + + + +
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Fig.2. Teste biochimice pentru identificarea streptococilor cu aplicarea cardului ID-GPCVITEK 2 (bioMérieux).
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Fig.3. Rezultatele determinarii gradului de colorare a bacteriilor de pigmentii studiati:

1. Control
2. Sol. albastru metilen 0,5%
3. Extract antocianic 5% (pH 8,0-9,0)

In a doua serie de experiente a fost testat efectul
aplicdrii solutiei eritrozind 0,5% si a extractului an-
tocianic 5% (pH 4,5-5,0). In calitate de catalizator
a fost utilizata suspensia de dioxid de titan 1%. S-a
comparat efectul bactericid al aplicarii substantelor de
fotosensibilizare concomitent cu catalizatorul: solutia
eritrozina 0,5% + suspensia de dioxid de titan 1% si
extractul antocianic 5% (pH 4,5-5,0) + suspensia de
dioxid de titan 1%. Iradierea a fost efectuatd cu dis-
pozitivul WOODPECKER LED (420-480 nm) cu ex-
pozitia 30 si 60 secunde. Iradierea opticd cu lungimea
de unda aplicata corespunde absorbtiei maxime a fo-
tosensibilizatorului (pigmentilor de culoare rosie) si a
fotocatalizatorului si o densitate de putere suficienta
pentru activarea compozitiei.

Dupi iradierea sectoarelor cercetate placile Petri
au fost incubate 24 ore in termostat la temperatura de
37°C. Contabilizarile au fost efectuate la microscopul
optic cu mdrirea x100. Studiul dat a fost aprobat de
Comitetul de Etica a cercetarii a USMF ,,Nicolae Tes-
temitanu®

Rezultate
Identificate bacteriilor din probele de biofilm den-
tar prelevate de la copiii cu gradul inalt de activitate

4, Extract antocianic 5% (pH 4,5-5,0)
5. Suspensie dioxid de titan 1%
6. Solutie eritrozind 0,5%

7. Extract antocianic 5% (pH 8,0-9,0)+
Suspensie dioxid de titan 1%

8. Extract antocianic 5% (pH 4,5-5,0) +
Suspensie dioxid de titan 1%.

carjoasd a fost efectuatd in baza proprietitilor mor-
fologice, tinctoriale, culturale si biochimice cu utili-
zarea cartelei GPI pentru identificarea cocilor Gram
pozitivi (fig.1) a sistemului automat Vitek2, rezultatele
fiind prezentate in tabelul 3.

Pentru determinarea perioadei de timp optime
pentru a lega in mod eficient compozitia agentului de
fotosensibilizare cu celulele microbiene a fost apreci-
at gradul de colorare a bacteriilor la interactiunea cu
pigmentii testati in decurs de: 10, 15 si 20 min. Colo-
ratia maxima a bacteriilor obtinute din flora nativa a
biofilmului dentar a fost stabilita in cazul aplicérii so-
lutiei albastru metilen 0,5% si solutiei eritrozina 0,5%
intr-o perioadi minim3 de timp (10 min). Insa, acesti
coloranti au o afinitate redusd pentru tulpinile cario-
gene. O afinitate maxima pentru tulpinile Streptococ-
cus mutans a fost stabilitd dupd aplicarea extractului
antocianic timp de 20 min (fig.3-5).

Efectul bactericid al aplicarii substantelor de fo-
tosensibilizare si iradierii ulterioare cu LED 625-635
si 420-480 nm a fost apreciat prin masurarea zone-
lor de reducere totala a cresterii microorganismelor
in decurs de 24 ore pe plicile Petri. Prezenta zonelor
de anihilare a fost observata in toate grupurile de cer-
cetare, comparativ cu grupul martor. Efectul bacteri-
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Fig. 4. Culturd purd Streptococcus mutans, colorare cu solufie
albastru metilen 0,5%, x 800.
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Fig. 6. Diametrul zonelor de anihilare a bacteriilor pe pldcile Petri in
rezultatul iradierii cu LED 625-635 nm:

1. Solutie albastru metilen 0,5%

2. Extractul antocianic 5% (pH 8,0-9,0)

3. Suspensie dioxid de titan 1%

4. Solutie albastru metilen 0,5%-+ suspensie dioxid de titan 1%

5. Extractul antocianic 5% (pH 8,0-9,0) + suspensie dioxid de titan 1%
6. Control.

Wi miig (1KY L

Fig.8. Reducerea numdrului de microorganisme in rezultatul iradierii

cu LED 625-635 nm:

1. Control

2. Sol. albastru metilen 0,5%

3. Suspensie dioxid de titan 1%

4, Extractul antocianic 5% (pH 8,0-9,0)

5. Solutie albastru metilen 0,5%-+ suspensie dioxid de titan 1%

6. Extractul antocianic 5% (pH 8,0-9,0) + suspensie dioxid de titan
1%.

Fig. 5. Cultura pura Streptococcus mutans, colorare cu extract
antocianic 5% (pH 8,0-9,0), x 800.
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Fig. 7. Diametrul zonelor de anihilare a bacteriilor pe placile Petriin
rezultatul iradierii cu LED 420-480 nm:

1. Solutie eritrozind 0,5 %

2. Extractul antocianic 5%(pH 4,5-5,0)

3. Suspensie dioxid de titan 1,0%

4. Solutie eritrozind 0,5% + suspensie dioxid de titan 1%

5. Extractul antocianic 5% (pH 4,5-5,0) + suspensie dioxid de titan 1%
6. Control.
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Fig. 9. Reducerea numarului de microorganisme in rezultatul iradierii

cu LED 420-480 nm:

1. Control

2. Solutie eritrozind 0,5 %

3. Suspensie dioxid de titan 1,0%

4, Extractul antocianic 5% (pH 4,5-5,0)

5. Solutie eritrozind 0,5 % + suspensie dioxid de titan 1%

6. Extractul antocianic 5% (pH 4,5-5,0) + suspensie dioxid de titan
1%.



cid a crescut considerabil la aplicarea concomitentd a
pigmentilor cu catalizatorul (loturile 4 si 5, fig. 6, 7).
Efectuarea PDT cu aplicarea in calitate de solutie foto-
sensibilizantd a extractului antocianic 5% (pH 8,0-9,0)
s-a dovedit a fi de 1,8 ori mai eficientd, comparativ cu
utilizarea solutiei albastru metilen 0,5% (p<0,001), iar
a extractului antocianic 5% (pH 4,5-5,0) — de 1,29 ori
mai eficientd comparativ cu utilizarea solutiei eritro-
zind 0,5% (p<0,005).

Analiza bacteriologicd ne-a permis sa constatam
sensibilitatea microorganismelor la iradierea LED
625-635 nm si aplicarea tuturor pigmentilor studiati,
efectul bactericid majorandu-se proportional cu ma-
rirea duratei de iradiere de la 30 la 60 secunde (fig.8).
Aplicarea solutiei albastru metilen 0,5% (grupul 2)
contribuie la reducerea numarului de unitéti forma-
toare de colonii/ml (UFC/ml), insa sensibilitatea tul-
pinilor Streptococcus mutans este redusé considerabil.
Dupi aplicarea PDT cu utilizarea extractului antoci-
anic 5% (pH 8,0-9,0) in calitate de substantd de fo-
tosensibilizare (grupul 4) are loc nu numai reducerea
numadrului total de microorganisme in 1 cm?®de solu-
tie, dar si se produce anihilarea tuturor tulpinilor din
grupul Streptococcus viridans, fapt care confirma efec-
tul bactericid asupra tulpinilor cariogene, depasind
de 3,5 ori rezultatele obtinute in grupul 1 (p<0,001).
Aplicarea combinata a solutiei albastru metilen 0,5%
sau a extractului antocianic 5% (pH 8,0-9,0) si a ca-
talizatorului (grupurile 5 si 6) s-au dovedit a fi mai
eficiente in reducerea numérului UFC/ml si a acti-
vitatii streptococilor cariogeni, efectul maxim fiind
constatat in grupul 6 (aplicarea extractului antocianic
5% (pH 8,0-9,0) concomitent cu suspensia de dioxid
de titan 1%) (p<0,005).

Iradierea opticd LED 420-480 nm dupa aplicarea
pigmentilor studiati si a catalizatorului a provocat
un efectul bactericid, care s-a majorat proportional
cu marirea duratei de iradiere de la 30 la 60 secunde
(fig. 9). Aplicarea solutiei eritrozind 0,5 % (grupul 2)
contribuie la reducerea numarului total UFC/ml. Desi
exercitd un efect bactericid asupra tulpinilor Strepto-
coccus salivarius si Streptococcus sanguinis, sensibi-
litatea Streptococcus mutans este mai redusa. Dupa
aplicarea PDT cu utilizarea extractului antocianic 5%
(pH 4,5-5,0) in calitate de substantd de fotosensibili-
zare (grupul 4 fig. 8) are loc nu numai reducerea nu-
marului total de microorganisme in lcm?® de solutie,
dar si se produce anihilarea tuturor tulpinilor din gru-
pul Streptococcus viridans, fapt care confirma efectul
bactericid asupra tulpinilor cariogene, care depéseste
de 2,33 ori rezultatele obtinute in grupul 1 (p<0,005).
Aplicarea combinata a solutiei eritrozina 0,5 % sau
extractului antocianic 5% (pH 4,5-5,0) si a cataliza-
torului (grupurile 5 si 6) s-au dovedit a fi mai efici-
ente in reducerea numarului UFC/ml si a activitatii
streptococilor cariogeni, efectul maxim fiind consta-
tat in grupul 6 (aplicarea extractului antocianic (pH
4,5-5,0) concomitent cu suspensia de dioxid de titan
1,0%) (p<0,005).

Discutii

Publicatii cu privire la aplicarea terapie fotodina-
mice in tratamentul cariilor dentare sunt foarte rare si
nu sunt abordare pe baza dovezi. Majoritatea lucrari-
lor consacrate evaluirii efectului PDT asupra biofil-
mului dentar sunt semnate de E.Tucina si coautori.
Experientele efectuate in conditii in vitro de autoare in
2008 au demonstrat cd iradierea optica cu o anumitd
lungime de unda si densitate de putere poate provoca
reducerea sau majorarea numarului de microorganis-
me, modificarea vitalitatii si morfologiei lor, precum
si a proprietitilor culturale si tinctoriale ale bacteriilor
din componenta florei normale ale cavitatii orale. Mo-
dificarile numérului relativ al populatiilor bacteriene
provocate de influenta diferitelor tipuri de iradiatii
optice a fost constatatd pentru toate microorganisme-
le studiate, iar natura acestor schimbdri este in mare
mdsurd determinatd de particularitétile individuale
ale speciei sau tulpinilor de microorganisme [10].

Susceptibilitatea microorganismelor la actiunea
unui tip anumit de iradiere optica este determinaté in
mare masura de prezenta in celulele lor a unor mole-
cule specifice — a fotosensibilizatorilor endogeni, in
particular, a porfirinelor. Absorbtia maxima a acestor
moleculelor este in intervalul 400-420 nm, pikurile de
absorbtie mai putin pronuntata au fost apreciate pen-
tru lungimile de undéd de 550-650 nm (Papageorgiou
et al., 2000). Prin urmare, celulele microbiene care
contin aceste substante vor fi expuse la actiunea di-
feritor tipuri de radiatii cu spectrul albastru si rosu.
Activitatea fotosensibilizanta a porfirinelor este punc-
tul de reper al PDT indreptate impotriva agentilor pa-
togeni a afectiunilor cronice a cavitétii orale. Celulele
bacteriilor patogene si oportuniste, datorita utilizarii
hemoglobinei, au un continut mai mare de porfirine.
In celulele din flora normali cantitatea acestor mole-
cule este mult mai redusa, astfel incét acestea sunt mai
putin sensibile la actiunea luminii albastre [6, 7].

Rezistenta bacteriilor la iradierea optica este asigu-
ratd de sistemele de protectie care reduc moleculele de
oxigen singlet. Eliminarea formelor active de oxigen
in celulele microbiene este determinata de activitatea
complexelor enzimatice: catalaza, peroxidaza, supe-
roxiddismutaza. Modificarile in functionarea sau ab-
senta acestor componente determina susceptibilitatea
celulelor bacteriene la interactiunea fotodinamica.

Rezultatele cercetarilor obtinute in prezenta lucra-
re sunt comparabile cu datele raportate de Soukos et
al, 1998, Papageorgiou et al., 2000, Hamblin, Hasan,
2004 si Tucina E., 2008.

Aplicarea extractului antocianic in calitate de sub-
stanta fotosensibilizanta a fost efectuata pentru prima
data. Antocianii (din greaca Anthos= floare si kianos =
albastru) sunt cei mai importanti pigmenti ai plantelor
vasculare, nu sunt toxici si sunt usor incorporabili in
medii apoase ceea ce ii face utili pe post de coloranti
naturali hidrosolubili. Acesti pigmenti sunt utilizati
larg in industria alimentara in calitate de coloranti. In
functie de nivelul pH-ului solutiile de antociani au o
culoare diferitd. Astfel, solutiile cu pH-ul bazic au cu-
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loarea albastra sau violetd, iar solutiile cu pH-ul acid
au culoarea rosie. Actualmente se intreprind studii
privind efectul antocianilor in tratamentele impotriva
cancerului, efectul benefic in nutritia umana si activi-
tatea sa biologica in prevenirea bolilor sistemului ner-
vos, cardiovascular si a diabetului zaharat [5].

Eficienta inalta a PDT aplicata in coditii in vitro a
fost asiguratd de conditiile optime de aplicare:

— iradierea optica cu lungimea de undé 625-635
nm corespunde absorbtiei maxime a extractu-
lui antocianic cu pH-ul bazic (culoarea albas-
tra sau violetd);

— iradierea optica cu lungimea de undd 420-480
nm corespunde absorbtiei maxime a extractu-
lui antocianic cu pH-ul acid (culoarea rosie);

— iradierea opticd s-a efectuat cu o densitate de
putere suficienta pentru activarea fotosensibi-
lizatorilor si a compozitiei fotosensibilizator +
catalizator.

— interactiunea pigmentilor cu celulele bacteri-
ene cu durata suficientd pentru péatrunderea
colorantului in interiorul celulelor bacterie-
ne, astfel asigurtnd un efect bactericid maxim
survenit dupd iradierea optica cu o lungime de
undé corespunzatoare;

— aplicarea combinata a fotosensibilizatorului si
a catalizatorului (suspensia de nanoparticule
de dioxid de titan) asigurd majorarea efectu-
lui bacterid a PDT asupra tulpinelor cariogene
din biofilmul dentar.

Asadar, PDT este o metoda de tratament care ofe-
rd numeroase avantaje: este o tehnicd non-invaziva,
fara sangerare, exclude necesitatea aplicérii anesteziei
locale, poate fi aplicata in conditii de ambulator cu
efecte adverse minime, poate fi repetatd, neavand to-
xicitate cumulativa si timp de vindecare scurt.

Spre deosebire de alte metode care necesitd tra-
tamente pentru perioade mai indelungate de timp si
provoacé unele efecte secundare, in terapia fotodina-
mica durata tratamentului este mult mai redusa. Este
important de mentionat faptul ca in timpul terapiei
fotodinamice sunt afectate numai celulele sensibiliza-
te (in care s-au acumulat derivatii porfirinici) si nu
este afectat tesutul inconjuritor.

Extractul antocianic nu provoaci iritarea mucoa-
sei cavitatii orale, nu provoaca reactii alergice de tip
lent sau imediat. Eficienta metodei nu este influentatd
de sensibilitatea microorganismelor la preparatele an-
tibacteriene, sunt distruse inclusiv si tulpinile micro-
biene antibioticorezistente si bacteriile persistente in
biofilme. Eliminarea bacteriilor are loc foarte rapid,
in cateva minute. Terapia fotodinamica are un spectru

larg de actiune asupra tuturor agentilor patogeni mi-
crobieni, efectul antibacterian nu se reduce in timp, in
cazul aplicdrii sedintelor repetate. Actiunea bacterici-
dé are un caracter local, nu exercité efect nociv asupra
florei saprofite a intregului organism.

Concluzii

Datele obtinute in studiul efectuat in conditii in
vitro a demonstrat cd metoda de terapie fotodinamica
cu aplicarea in calitate de substanta fotosensibilizan-
td a extractului antocianic asigura distrugerea totala
a microorganismelor cariogene — Streptococcului
Mutans, Streptococcului mitis, Streptococcului gordoni,
Streptococcului sobrinus s.a.

Rezultatele obtinute justifica necesitatea cercetdri-
lor ulterioare in conditii in vivo si clinice cu privire la
utilizarea extractului antocianic in calitate de substan-
ta fotosensibilizanta in PDT.

Aplicarea PDT ofera noi oportunitati in elaborarea
metodelor eficiente de prevenire a cariei dentare.
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