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TERAPIA FOTODINAMICA ANTIMICROBIANA O STRATEGIE PENTRU
PREVENIREA CARIILOR DENTARE LA COPII

Aurelia SPINEIL, Iurie SPINEI, Gheorghe TIBIRNA.

Universitatea de Stat de Medicina si Farmacie ,,Nicolae Testemitanu” din Republica Moldova

Rezumat.

Scopul studiului a fost evaluarea efectului terapiei fotodinamice antimicrobiene (TFDA) asupra proprietatilor biofil-
mului dentar la copiii cu risc carios mare.

In studiu au fost inclusi 120 de copii cu risc carios mare cauzat de activitatea cariogenica sporiti a biofilmului dentar.
Predictia cariei dentare si evaluarea complexa a riscului carios a fost efectuata cu aplicarea Software Cariogram. A fost
studiata sensibilitatea tulpinilor microbiene din biofilmul dentar la actiunea TFDA prin determinarea numarului total de
germeni in 1 g de biofilm dentar (NTG/g) si identificarea bacteriilor din probele de biofilm dentar cu utilizarea cartelei
GPI a sistemului automat Vitek 2. Datele obtinute au demonstrat ca efectuarea TFDA urmata de administrarea probioti-
celor au influentat proprietatile cariogenice a biofilmului dentar la copii prin: modificarea peisajului microbian al biofil-
mului dentar caracterizata de scdderea numarului Streptococcus mutans si Streptococcus sobrinus simultan cu cresterea
numarului Streptococcus salivarius si Streptococului sanguinis, reducerea cazurilor de asocieri agresive a bacteriilor si a
producerii de acizi. Acest fapt a majorat sansele de evitare a aparitiei cavitatilor carioase noi de 1,79 ori la copiii initial cu
risc carios mare si extrem. Concluzii: aplicarea TFDA ofera noi oportunitati in elaborarea metodelor eficiente de prevenire
a cariilor dentare la copiii cu risc carios mare cauzat de activitatea cariogenica sporita a biofilmului dentar.

Cuvinte-cheie: risc carios, biofilm dentar, terapia fotodinamica antimicrobiana, probiotice.

Summary. Antimicrobial photodynamic therapy as a strategy to prevent dental caries in children

Aim was to evaluate the effect of antimicrobial photodynamic therapy on dental biofilm properties at high caries risk
children. The study included 120 children with high caries risk caused by increased activity of cariogenic dental biofilm.
Prediction of dental caries and the complex assessment of caries risk was carried out through Cariogram Software. The
sensitivity of microbial strains from dental biofilm was studied through APDT action by determining the total number of
bacteria in 1 g of dental biofilm (TNB/g). Identification of bacteria from samples of dental biofilm was realized using GP/
card of automatically system Vifek 2. The obtained data have shown that APDT application followed by administration
of probiotics, influences the properties of cariogenic dental biofilm in children: microbial modification of dental biofilm
picture characterized by the decrease number of Streptococcus mutans and Streptococcus sobrinus simultaneously with
the grouth of Streptococcus salivarius and Streptococcus sanguinis, reduction of aggressive combination of bacteria and
acid producing. This has increased chances of avoiding the emergence of new carious cavities 1.79 times in children with
initially high and extreme caries risk. Conclusions: APDT application offers new opportunities in developing effective
methods to prevent dental caries in high caries risk children, resulted from increased activity of cariogenic dental biofilm.

Key-words: caries risk, dental biofilm, antibacterial photodynamic therapy, probiotics.

Pesome. AnTHMUKpPOOHAs oTOAMHAMHUYECKASI TEPANNS CTPaTerusi NPOoQUIAKTHKH KapHeca 3y00B y aeTei

Lenbro nccneoBaHms ObIIO OLIEHUTD BIUSIHUE aHTUMUKPOOHOH (horonmuamuueckoit Tepanun (AD/T) Ha cBolicTBa
OMOTUICHKH 3y0OB y JIeTel ¢ BBICOKMM PUCKOM pa3BHUTHsI Kapreca. Martepuan u MeTo/bl. B uccienoBanne ObLUTH BKITIO-
yeHbl 120 meTeil ¢ BRICOKUM PUCKOM KapHeca, BEI3BAaHHBIM TOBBIIIIEHHON KapUOTEHHON aKTMBHOCTHIO OMOIUICHKH 3y0a.
[TporHo3upoBaHue kKapueca 3y00OB M KOMIUIEKCHAsl OIIEHKAa PHCKa Kapueca MPOBOAWINCH C HCIIONb30BaHUEM Sofiware
Cariogram. YyBCTBUTENFHOCTF MHUKPOOHBIX IITAMMOB W3 OMOIUIEHKH 3y0a K mericTBuio ADJIT Obuta m3ydeHa myTeM
OIpe/iesIeHusI OOIIETo KONMMYeCTBa MUKpPOOpraHn3MoB B | r Oowormienkn 3yba (OKM/r) u uneHtudukanun Gaxrepuit
B npobax OuoruieHKH 3y0a ¢ ucrosib3oBaHueM KapTbl GP/ aBromarnueckoi cucremsl Vitek 2. Pesymbrarbl. [Tomyuen-
HBbIE JaHHBIE TOKa3anH, 4To BhimonHeHne ADJT ¢ mocneayromuM BBEACHHEM MPOOMOTHKOB BIMSIO HA KapHOT€HHBIE
CBOICTBa 3yOHOU OMOTUIEHKH y JETeH MyTeM: U3MEHEHHsI MUKPOOHOTO cocTaBa 3yOHOW OMOIIJICHKH, XapaKTepUu3yeMo-
TO YMEHBIIICHHEM KOJHUYECTBa Streptococcus mutans U Streptococcus sobrinus OTHOBPEMEHHO C POCTOM Streptococcus
salivarius n Streptococului sanguinis, peIyKINA 9aCTOTHl arpeCCUBHBIX acCOLMANNK OaKTEpUil W MPOAYKINU KHCIIOT.
OTOT (haKT yBETMUII IIAHCHI N30€XKaTh IOSIBJICHUS HOBBIX KapHO3HBIX IoyocTteid B 1,79 pasa y aereid, nepBoHaYaIbHO
HaXOJISIIIMXCSI B TPYIIIE BHICOKOTO M AKCTPEMAJILHOTO pHcKa kapueca 3y0oB. BeiBonsl: npumenenne AD/T orkpbiBaer
HOBBIE BOBMO)KHOCTH B pa3paboTke d(PEKTUBHBIX METOJOB MPOMUIAKTUKN KapHeca y JeTeil ¢ BHICOKMM PUCKOM, BbI-
3BaHHbBIM OBBIIIEHHOHN KapHOT€HHOM aKTUBHOCTBIO OHOIIIEHKH 3y0a.

KuroueBble cioBa: puck kapueca, 3yoHas OnoIIieHKa, pOToANHAMUYECKas aHTUMHUKPOOHAs Tepamnus, MPOOUOTHKH.
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Introducere

Odata cu progresul stiintei, caria dentara (CD) nu
mai este consideratd un proces distructiv ireversibil, iar
in anumite situatii clar definite acesta poate fi reversibil
[2]. Datorita acestui fapt masurile cariopreventive do-
bandesc tot mai mult teren. Prin urmare, orientarea, in
primul rand spre prevenire si nu spre tratament, necesita
eficientizarea metodelor de profilaxie primara si secun-
dara, axate pe evaluarea riscului individual [25]. In acest
context, Adrian S., 2015, afirma ca modelul medical de
tratament in CD s-a dezvoltat gratie elaborarii teoriei
ecologice a biofilmului dentar precum si identificarii
factorilor de risc, obiectivul principal al acestuia fiind
»tratamentul etiologic, de control si eliminare a tuturor
factorilor cu implicare clinica 1n inducerea unui mediu
oral favorabil declansarii bolii carioase® [2].

Aas J. si coaut., 2008, au demonstrat ca existd o
microbiota distinctiva a cavitatii orale sandtoase, com-
pozitia biofilmului dentar fiind diferita la persoanele cu
CD si la cele libere de carie, odata cu avansarea proce-
sului sau 1n perioada dentitiei temporare si permanen-
te. Aceste constatari sustin ipoteza rolului biofilmului
in etiologia cariei dentare, conform céreia schimbarea
factorilor ecologici provoacd modificarea compozitiei
comunitatii microbiene. Autorii au sugerat necesitatea
realizarii unor studii care ar identifica conditiile ecolo-
gice care influenteaza constituirea comunitatilor bac-
teriene specifice care contribuie la initierea procesului
carios [1].

Conform conceptului actual, biofilmul reprezinta
o unitate biologica activa, un ecosistem specializat ce
asigura vitalitatea si conservarea tipurilor sale consti-
tutive de microorganisme, precum si cresterea popu-
latiei lor generale [8, 15, 27]. Conceptul de biofilm
reprezintd o noud paradigma in microbiologie, 99%
dintre bacteriile de pe Terra trdind asociate in consor-
tii complexe, atasate suprafetelor. Stabilirea fenome-
nelor de diferentiere celulara si de specializare indi-
viduala a bacteriilor si comportamentul lor social au
determinat savantii In domeniu sa lanseze ipoteza ca
biofilmele sunt sisteme multicelulare primitive.

Placa bacteriana constituie un biofilm structu-
ral si functional organizat, atasat de suprafata dura a
dintelui si acoperit cu o matrice din polimeri de ori-
gine bacteriana. in procesul de formare a leziunilor
carioase, in compozitia biofilmului predomina strep-
tococii, in special Streptococcus mutans. Un sir de
cercetari [17, 19, 20] au confirmat rolul primordial
al Streptococcus mutans in formarea leziunilor ca-
rioase la etapele initiale. Streptococcus mutans sunt
microorganismele adaptate perfect la mediul cariogen
(concentratie ridicatd de hidrocarbonate si o valoare
scazutd a pH-lui), numite bacterii exclusiv cariogene.
Tulpinile altor bacterii (Streptococcus mitis) poseda
unele dintre aceste proprietdti care provoaca demi-
neralizarea smaltului. In cazul avansirii procesului

carios se majoreaza numarul de lactobacili si creste
importanta lor patogena [17]. Particularitatile biofil-
mului dentar sunt diversitatea mare de specii bacte-
riene regasite in acesta §i comunicarea intre ele sau
intre microcomunitati si quorum semsing. Scopul
acestei comunicari este semnalizarea prezentei reci-
proce si modulare expresiei genetice ca raspuns la
modificarile densitdtii populationale. Patogenitatea
biofilmului dentar este consecinta rezistentei crescu-
te a bacteriilor din componenta sa fatd de substantele
antimicrobiene, precum si a incapacitatii celulelor de
aparare ale gazdei de a le fagocita [24].

Luand 1n considerare caracterul multifactorial al
CD si faptul ca modificarile in componenta biofilmu-
lui dentar, care au loc in timpul initierii si evolutiei
acestei afectiuni, nu sunt identificate suficient, pentru
prevenirea ei s-a propus utilizarea remediilor antibac-
teriene cu un spectru larg de actiune [7].

Preparatele antibacteriene utilizate in prezent s-au
dovedit a fi eficiente in prevenirea formarii biofilmu-
lui cariogen precum si profilaxia CD, cu conditia ca
sunt aplicate In conformitate cu indicatiile individua-
le [7, 24]. Desi numeroasele formule care contin flu-
oruri, clorhexiding, triclosan s.a. sunt aprobate pen-
tru utilizarea individuala si in practica clinicd, acesti
compusi chimici pot fi toxici si/sau pot provoca unele
reactii adverse, 1n special daca sunt folositi o perioada
indelungata de timp sau inadecvat.

Mai mult, la o utilizare de lunga durata a prepara-
telor antibacteriene se poate dezvolta rezistenta bac-
teriand, fie prin intermediul unor adaptari fenotipice
instabile sau a unei alterari genetice stabile [3]. Asa-
dar, unele produse indicate frecvent pentru a preveni
invazia biofilmelor microbiene influenteaza ecosis-
temul cavitatii orale si a tractului digestiv [3, 7, 12,
24, 34], dezvolta rezistenta bacteriand sau produc alte
efecte adverse, fapt care impulsioneaza elaborarea
unor terapii antibacteriene alternative. Fenomenul de
rezistentd a microorganismelor din biofilme la tra-
tamentul antimicrobian a impulsionat cercetarile in
scopul elaborarii terapiei alternative la care bacteriile
nu vor putea sa dezvolte rezistenta [11, 17, 22, 33].
Exemple de astfel de terapii relativ noi sunt adminis-
trarea bacteriofagilor si aplicarea terapiei fotodinami-
ce antimicrobiene [18].

Terapia fotodinamica antimicrobiand (TFDA) se
bazeaza pe reactii fotochimice declansate de interac-
tiunea unei substante fotosensibile (fotosensibilizator
—FS) si lumina cu o anumita lungime de unda in pre-
zenta oxigenului in tesut, avand ca rezultat formarea
speciilor reactive ale oxigenului (SRO) [11, 18, 21].
Efectul fotodinamic distructiv are un caracter locali-
zat, actiunea bactericida fiind limitatd de zona actiunii
iradierii laser sau LED, <0,02 um [14]. Astfel, in mo-
mentul cand un FS absoarbe un foton, un electron tre-
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ce de la starea initiald la o stare excitata, singletica a
moleculei. Intr-o perioada foarte scurti de timp, circa
10°19-10-12 s, molecula excitata furnizeaza un surplus
de energie electronica si vibratorie mediului inconju-
rator [4, 11, 14, 18, 21, 23, 26].

In urma impactului fotodinamic survine lezarea
celulei bacteriene pe doua cai: deteriorarea aparatului
genetic si lezarea membranei citoplasmatice (MC),
urmatd de dezintegrarea componentelor celulare,
inactivarea proteinelor de transport sau a enzimelor
MC [11, 21]. Se presupune ca prin iradierea unei zone
limitate a macroorganismului, impactul fotodinamic
poate atinge nu numai agentul infectios, dar si mi-
croorganismele simbiotice. S-a constatat ca TFDA nu
doar distruge bacteriile, dar contribuie si la detoxifie-
rea endotoxinelor, cum ar fi lipopolizaharidele, prin
urmare, nu mareste producerea citokinelor proinfla-
matorii de catre celulele mononucleare. Astfel, TFDA
inactiveaza endotoxinele prin scdderea activitatii lor
biologice [23].

Pana 1n prezent a fost cercetat minutios impactul
TFDA asupra diferitor specii de bacterii in conditii
in vitro. Un numar impunator de studii au elucidat ca
fototerapia, in combinatie cu aplicarea metilenului al-
bastru si albastrului de toluidina, este eficienta in dis-
trugerea microorganismelor din componenta biofil-
mului oral: Streptococcus sanguis, Porphyromonas
gingivalis, Fusobacterium nucleatum, Actinobacillus
(Haemophilus) Actinomycetemcomitans, Streptococ-
cus mutans, Lactobacillus casei, Streptococcus sobri-
nus si Actinomyces viscosus [4, 14, 26, 30, 33].

Actualmente, TFDA reprezinta o metoda terapeu-
ticd adjuvanta in tratamentul gingivitelor, parodonti-
telor, periimplantitelor, stomatitelor, cheilitelor, cariei
dentare si complicatiilor acesteia, si altor afectiuni ale
cavitatii orale. Conform cercetarilor efectuate de un
numar mare de autori, la aplicarea TFDA se reduce
numarul de bacterii patogene cu 92-100%, timp de 24
ore dupa efectuarea terapiei fotodinamice numarul de
microorganisme se reduce de 10 ori [21] fara a utiliza
preparate antiseptice si antibiotice care pot provoca
reactii adverse [11, 21]. Studiile de ultima ora atesta
restabilirea echilibrului fiziologic intre microflora ae-
roba si cea anaeroba a cavitatii bucale dupa efectua-
rea TFDA intr-un raport de 75:25% [23].

In cercetirile efectuate de mai multi autori s-a
constatat cd efectul bactericid al TFDA asupra mi-
croflorei cavitatii orale este In functie de tipul sau
concentratia FS, parametrii iradierii laser sau LED,
conditiile de localizare si forma de organizare a mi-
croorganismelor [21]. La ora actuald este cunoscuta
o varietate largd de FS (albastru de toluidina, albas-
tru de metilen, radohlorin, fotolon, fotodithazina s.a.)
utilizati iIn TFDA a afectiunilor cavitatii orale, care
s-au dovedit a fi eficienti In suprimarea atat a bacte-

riilor gram-pozitive, cat si a celor gram-negative [4,
14]. Studiile efectuate in conditii in vitro, experimen-
tale si clinice, au demonstrat cd TFDA distruge efici-
ent si total microorganismele din biofilmul oral care
provoaca afectiunile parodontiului, CD si alte maladii
stomatologice [4, 11, 14, 18, 21, 26], desi unele date
sunt contradictorii [23].

Analiza datelor literaturii de specialitate de ul-
tima ord ne-a permis sd concluziondm ca TFDA nu
distruge selectiv unele specii, in majoritatea cazuri-
lor avand loc lichidarea in totalitate a florei existente.
TFDA exercitda un efect antibacterian asupra bacteri-
ilor gram-pozitive, gram-negative si a fungiilor, pro-
vocand in egalda masura distrugerea microorganisme-
lor aerobe, a celor facultativ-anaerobe si anaerobe [4,
11, 14, 18, 21, 23, 26, 30]. Pentru a obtine rezultate
optime dupa efectuarea TFDA este important de a
lua in considerare conditiile de aplicare a substan-
telor fotosensibile: tipul celulei cu care se vor lega,
concentratia la care FS manifesta eficientd maxima,
lungimea de unda si intensitatea iradierii laser sau
LED necesare pentru activarea fotosensibilizatorilor,
solubilitatea lor in lichidele si lipidele inconjuratoare
si gradul de ionizare a acestora [14].

Avantajul aplicarii TFDA constd in posibilitatea
anihilarii strict localizate a celulelor bacteriene am-
plasate atat la suprafata, cat si in spatiile intercelula-
re, fard survenirea unor reactii adverse asupra zonelor
adiacente [14, 21, 23, 26]. Un avantaj incontestabil
al TFDA vizavi de antibioterapie este caracterul mul-
tiplu al distrugerii oxidative a celulelor microbie-
ne tintd, care previne formarea rezistentei la curele
ulterioare [11, 14, 18, 21, 23, 26]. Astfel, in viitorul
apropiat, TFDA poate deveni o alternativa eficienta
si progresista a metodelor traditionale de tratament
antibacterian. In acelasi timp, utilizarea TFDA ofera
noi oportunitati pentru corectia numarului reprezen-
tantilor microflorei normale, stimuldrii biologice a
proceselor ce se desfasoara in cadrul comunitatii mi-
crobiene [18].

La moment, majoritatea studiilor au relatat efec-
tul TFDA asupra microorganismelor din biofilmul
dentar 1n conditii in vitro sau experimentale, iar efi-
cienta TFDA in prevenirea CD in conditii clinice este
mentionatd doar in cateva lucrari, opiniile autorilor
fiind controversate [4, 23]. Cauza numarului redus de
studii sunt efectele secundare ale utilizarii FS de na-
turd chimica. In prezent se efectueaza cercetari pentru
identificarea substantelor FS printre derivatii clorine-
lor, bacterioclorinelor, purpurinelor, benzoporfirine-
lor, texafirinelor, etiopurpurinelor si ftalocianinelor
[30-32]. FS aplicate in concentratii mici sunt dezacti-
vate rapid de lichidul oral, iar utilizate in concentratii
mai mari pot fi toxice pentru tesuturile inconjuratoare
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ale cavitatii orale. Din aceasta cauza, ramane actu-
al studiul si elaborarea noilor agenti de FS, care ar
exercita o actiune fotodistructiva asupra bacteriilor,
suficientd pentru a asigura controlul biofilmului oral,
dar fara a avea efecte nocive asupra tesuturilor cavi-
tatii orale.

In studiile noastre anterioare efectuate in condi-
tii in vitro si experimentale a fost demonstrat efectul
TFDA asupra biofilmului oral, manifestat prin ani-
hilarea sau reducereca semnificativa a numarului si
activitatii tulpinilor bacteriene cariogene [28-32]. In
cadrul acestui studiu ne-am propus sa evaluam 1n con-
ditii clinice actiunea comparativa a aplicarii TFDA cu
utilizarea a doua tipuri de substante fotosensibile asu-
pra biofilmului dentar la copiii conventional sanatosi
cu risc carios mare sau extrem cauzat de activitatea
cariogena sporitd a placii bacteriene.

Material si metode de cercetare

Studiul a fost realizat in cadrul Universitatii de
Stat de Medicina si Farmacie ,,Nicolae Testemitanu”
din Republica Moldova. Pentru realizarea obiectivu-
lui studiului a fost constituit un esantion din 120 de
copii psihosomatic sanatosi cu varste cuprinse intre
7 si 12 ani si cu risc carios mare sau extrem cauzat
de activitatea cariogena sporitd a biofilmului dentar.
Copiii au fost repartizati aleatoriu in 4 loturi identice
dupa structura, raportul intre loturi fiind 1:1:1:1.

Criteriile de selectare a subiectilor in studiu: var-
sta 7- 12 ani, copii sdndtosi cu risc carios mare sau ex-

trem cauzat de activitatea sporitd a tulpinilor bacteri-
ene cariogene din biofilmul dentar (scorul Cariogram
40,0%, numarul Streptococcus mutans >10° UFC/ml,
viteza ridicata si foarte ridicatd de acumulare a placii
bacteriene, PFRI >30%), acordul informat al parin-
tilor sau reprezentantilor legali pentru participare in
studiu.

Criteriile de excludere a subiectilor din studiu:
lipsa acordului informat al parintilor sau reprezen-
tantilor legali pentru participarea in studiu, fluoroza
dentara, sensibilitatea individuala la fototerapie sau
la agentul de fotosensibilizare utilizat, administrarea
tratamentului antimicrobian, participarea copiilor la
alte programe de prevenire a CD.

Studiul dat a fost efectuat in doua etape (A si B):

A — evaluarea efectului TFDA asupra cantitatii si
compozitiei biofilmului dentar timp de 30 de zile;

B — aprecierea eficientei TFDA urmata de admi-
nistrarea probioticelor pe o durata de 6 luni.

Conpiii din toate loturile au fost instruiti in tehnica
igienizarii cavitatii orale. Igiena orala a fost realizata
de copii zilnic, utilizand obiecte si remedii de igiena
corespunzitoare varstei. In functie de metodele pre-
ventive aplicate (fabelul 1), subiectii au fost reparti-
zati aleatoriu 1n 4 loturi identice dupd gen, varsta si
mediul de trai.

In decursul etapei A a studiului, la copiii din lo-
turile de cercetare (L, si L,) a fost efectuatda TFDA,
eficienta careia a fost comparatd cu utilizarea apei
de gurd cu efect antiplaca (lotul L,) si lotul martor
(L,). In calitate de agent de fotosensibilizare (AF)

Tabelul 1.
Metodologia studiului
Durata Lotul . .
etapei | de studin Metodele preventive aplicate

Educatia sanitara si instruirea igienica. Igienizarea cavitatii orale.

L,=30 | Efectuarea TFDA: agent de fotosensibilizare (AF) — 0,1 ml solutie de albastru de metilen 1%;
sursd de lumind (SL) — emitator de lumina LED, {\displaystyle \lambda \,} 4= 625-635 nm
Educatia sanitara si instruirea igienica. Igienizarea cavitatii orale.

A, . L,=30 | Efectuarca TFDA: AF — 0,1 ml extract din struguri; SL — emitator de lumind LED cu emisia
30 de zile {\displaystyle \lambda \,} 1= 625-635 nm

L.=30 Lotul de control: educatia sanitara si instruirea igienica. Igienizarea cavitatii orale. Utilizarea
apei de gurd cu efect antiplaca

L,=30 | Lotul martor: educatia sanitara si instruirea igienica. Igienizarea cavitatii orale
Educatia sanitara si instruirea igienica. Igienizarea cavitatii orale. Efectuarea TFDA (AF — 0,1

L=30 | mlsolutie de albastru de metilen 1%; SL — emitator de lumina LED, A= 625-635 {\displaystyle
\lambda \,}) urmata de administrarea preparatelor probiotice
Educatia sanitara si instruirea igienica. Igienizarea cavitatii orale.

B, L,=30 | Efectuarea TFDA (AF — 0,1 ml extract din struguri, SL — emitétor de lumind LED, /= 625-635)
6 luni urmatd de administrarea preparatelor probiotice

L.=30 Lotul de control: educatia sanitara si instruirea igienica. Igienizarea cavitatii orale. Utilizarea apei
de gura cu efect antiplaca

L,=30 | Lotul martor: educatia sanitard si instruirea igienica. Igienizarea cavitatii orale
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etalon, la copiii din lotul L, a fost utilizata solutia de
albastru de metilen 1%, iar la cei din lotul L, extractul
din struguri. Durata acestei etape de studiu a fost de
30 de zile. La etapa B s-a evaluat eficienta utilizarii
TFDA, urmata de administrarea probioticelor, in pre-
venirea CD la copiii cu risc carios mare sau extrem
cauzat de activitatea cariogena sporita a biofilmului
dentar. Studiul a continuat la aceiasi copii dupa al-
goritmul descris mai sus. La copiii din loturile L, si
L,, dupd distrugerea totald a biofilmului dentar prin
efectuarea TFDA, s-au badijonat suprafetele dentare
cu o suspensie care contine bacterii vii (Lactobacillus
rhamnosus GG® si Bifidobacterium BB-12®) si s-au
administrat pe cale orald preparate probiotice timp de
30 de zile. Durata totald a acestei etape de studiu a
constituit 6 luni.

Terapia fotodinamica antibacteriana a fost efectu-
atd dupa inlaturarea completd a depozitelor dentare.
Pe suprafetele dentare si in spatiile interdentare s-a
aplicat o substanta de FS (0,1 ml extract antocianic
5%, pH 8,0-9,0) pe 1-2 min, apoi s-au iradiat suprafe-
tele tratate timp de 30 sec cu lumina LED, 4= 625-635
nm si puterea impulsului 2,0-3,0 W emisa de dispozi-
tivul FotoSan 630 LAD pen (CMS Dental, Denmark).
Pentru protejarea aparatului vizual al personalului
medical si al pacientilor au fost folositi ochelari spe-
ciali de protectie (FotoSan 625-635 nm). TFDA a fost
urmata de administrarea probioticelor (Lactobacillus
rhamnosus, Bifidobacterium bifidum - 4,9x10° UFC)
o data in zi in decurs de 20 zile.

Predictia cariei dentare si evaluarea complexa a
riscului carios a fost efectuata cu aplicarea Software
Cariogram. In cadrul acestei cercetiri s-au efectuat
metode directe de diagnostic microbiologic: determi-
narea numarului total de germeni in 1 g de biofilm
dentar (NTG/g) si examenul bacteriologic dupa meto-
dele standard. Identificarea bacteriilor a fost efectuata
cu utilizarea sistemului automat Vitek2 (bioMérieux,
USA), utilizand cartela GPI care permite identificarea
a 49 de specii printre care stafilococi si streptococci.
Cercetarile au fost efectuate in sectia de microbiolo-

gie a laboratorului de diagnostic ,,Micromed”, Chi-
sinau.

Studiul a fost aprobat de Comitetul de Eticd a
cercetarii a USMF ,,Nicolae Testemitanu” si realizat
in conformitate cu cerintele etice, cu obtinerea acor-
dului scris al parintilor copiilor sau reprezentantilor
lor legali. Analiza datelor de statistica descriptiva si
folosind teste parametrice si non-parametrice a fost
realizata utilizand programele EXCEL si Epi Info cu
ajutorul functiilor si modulelor acestor programe.

Rezultate si discutii

La examinarea initiala, toti copiii inclusi in cer-
cetare prezentau risc carios mare, sansele de evita-
re a aparitiei cavitatilor carioase noi variind intre
27,2+4,08% si 32,53+3,57%.

Rezultatele determinarii NTG/g de biofilm dentar
la etapa initiala si dupa efectuarea masurilor preventive
sunt prezentate in tabelul 2. Astfel, in debutul studiului,
intre loturile de cercetare si martor nu s-au depistat di-
ferente semnificative statistic. Imediat dupa efectuarea
TFDA s-a constatat anihilarea tuturor tulpinilor carioge-
ne din biofilmul dentar in L, (NTG/g = 0,0 UFC/g), iar
in L, (NTG/g=0,033+0,033 log,, UFC/g) prezenta bac-
teriilor a fost constatatd doar la 1 copil (3,33343,275%).
Mai putin eficienta a fost utilizarea apei de gurd cu
efect antiplaca, la 43,33+9,047% dintre copiii din lotul
L, fiind identificate NTG/g=0,47+0,104 log,, UFC/g
bacterii. Igienizarea cavitatii orale fara utilizarea altor
metode de control al biofilmul dentar a avut cea mai
redusa actiune asupra tulpinilor cariogene din biofilmul
dentar, NTG/g =1,033+0,176 log , UFC/g, bacteriile fi-
ind depistate la 56,667+9,047% dintre copiii din lotul
L, (tabelul 2).

La 30 de zile dupa tratamentul preventiv, la majori-
tatea copiilor s-a depistat restabilirea numarului total de
microorganisme (pana la 1,0x10% UFC/g) si peisajului
microbian al biofilmului dentar, ponderea mare a Strep-
tococcus mutans, Streptococcus sobrinus, precum si
asocierea tulpinilor de streptococi (loturile L, L, si L,).
Doar 1n lotul de copii, care au beneficiat de igienizarea

Tabelul 2.
Numirul total de germeni in biofilmul dentar (log,, UFC/g) la copii in functie de misurile preventive aplicate
(etapa A)
Etapa studiului L =30 L,=30 L.=30 L,=30
Initial (debutul studiului) 8,133+0,104 8,167+0,097 8,1+£0,100 8,240,088
pmediat dupd sedinta preven- | g 0,033£0,033 0,470,104 1,03340,176
6-7 zile 6,967+0,112 6,067+0,106 6,2+0,088 7,99+0,074
14 zile 7,933+0,095 7,967+0,089 6,133+0,093 7,93+0,089
30 zile 8,017+0,079 7,90+0,074 6,067+0,095 7,91+0,074
t, p initial/30 zile 2,504, p<0,05 2,112, p<0,05 6,998, p<0,001 0,214, p>0,05
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Numirul total de germeni in biofilmul dentar la copii (log,, UFC/g)
in functie de misurile preventive aplicate (etapa B)

Tabelul 3.

Etapa studiului L=30 L=30 L=30 L =30
Tnitial (debutul studiului) 8,13320,104 8.16740,097 8,120,100 8.20+0,088
;‘;ﬁgp‘i‘;‘v’zn i 0,0 0,0 0.451:£0,133 0,7840,112
6-7 zile 6,100,056 6.2330,092 6.30+0,085 7.9240,085
14 7ile 6,10£0,056 6.20.074 6.967£0.169 7.933£0,097
6 luni 6.133£0.079 6,340,088 7,030,169 7.867+0,063
t, p initial/6 luni 7,883, p<0,001 12,794, p<0,001 | 0,494, p>0.05 0,340, p>0,05

cavitatii orale i gargarisme zilnice cu ape de gura cu
efect antiplaca, dupa o luna s-a constatat reducerea
statistic semnificativa a NTG/g pana la 6,067+0,095
log,, UFC/g t=6,998, p<0,001, comparativ cu etapa
initiala a studiului. Simultan cu reducerea numarului
de Streptococcus mutans si Streptococcus sobrinus
a scazut semnificativ numarul bacteriilor saprofite
Streptococcus salivarius si Streptococcus sanguis $i
a ramas nemodificat numarul de copii la care s-au
depistat asocierile Streptococcus mutans + Strepto-
coccus sobrinus si Streptococcus mutans + Strepto-
coccus sobrinus + Streptococcus oralis. Prin urmare,
aplicarea doar a tratamentului antimicrobian nu este
eficientd 1n reducerea agresivitatii biofilmului dentar
la copiii cu risc carios mare sau extrem, cauzat de ac-
tivitatea sporita a tulpinilor bacteriene cariogene.
Luand in considerare instituirea unei comunitati
microbiene constante In cavitatea orald la copiii de
varstd frageda si ante-prescolard, datorita utilizarii
probioticelor [164-169], am presupus cd am putea
efectua un tratament antimicrobian combinat. Aces-
ta a inclus distrugerea totald a biofilmului dentar
prin efectuarea TFDA, aplicarea prin tamponament
usor a 2-6 picaturi de produs probiotic care contine

Bifidobacterium BB-12°, Lactobacillus rhamnosus
GG®-250 x 108 UFC. In decurs de 30 de zile s-au ad-
ministrat per os produse probiotice care contin Lac-
tobacillus rhamnosus-LGG, Bifidobacterium BB-12 —
4,9x10°, 1-2 capsule/zi timp de 30 de zile [239, 240].
Pentru a evalua eficienta utilizarii combinate a TFDA
si probioticelor (loturile L, si L,) in ingrijirea preven-
tiva a copiilor cu risc carios mare sau extrem, cauzat
de activitatea cariogena sporita a biofilmului dentar,
a fost continuat acest studiu in decurs de 6 luni, dupa
algoritmul descris anterior (etapa B).

Imediat dupd efectuarea TFDA suplimentatda cu
probiotice, la copiii din loturile L, si L, s-a depistat
anihilarea totald a tuturor bacteriilor din biofilmul
dentar, urmata de cresterea ulterioara a NTG/g, ast-
fel incat timp de 14-30 de zile NTG/g sa atinga ni-
velurile normei si sd se mentina in decurs de 6 luni:
6,133+0,079 log , UFC/g, t=7,883, p<0,001 in lotul
L, si 6,34+0,088 log , UFC/g, t=12,794, p<0,001 in
lotul L, (tabelul 3).

S-a depistat modificarea peisajului microbian al
biofilmului dentar caracterizatd de scéderea statistic
semnificativd a numarului Streptococcus mutans si
Streptococcus sobrinus n biofilmul dentar, simultan

6.36%%* 6.69%*= i

7 5785 . 5,78 3.85 582 2 5,743,108

; 53
6 ./ 4 am - o =)
5
4
3
2
1
0

L1 L2 L3 L4
Pretratament 30 zile ® 6 luni

Figura 1. pH-ul biofilmul dentar la copii pana si dupa efectuarea masurilor cariopreventive

Nota: Veridicitatea diferentelor comparativ cu etapa initiala: ** p<0,01; *** p<0,001.
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Figura 2. Sansele de evitare a cavitatilor carioase noi (%) la copii pana si dupa efectuarea masurilor cariopreventive
Nota: Veridicitatea diferentelor comparativ cu etapa initiala: *** p<0,001.

cu cresterea statistic semnificativa a numarului de
Streptococcus salivarius $i Streptococcus sanguis in
raport cu nivelul initial si loturile L, si L, posttrata-
ment. In urma tratamentului preventiv efectuat, in L,
nu s-au depistat asocierile agresive ale streptococi-
lor: Streptococcus mutans + Streptococcus sobrinus,
Streptococcus mutans + Streptococcus sobrinus+
Streptococcus salivarius si Streptococcus mutans +
Streptococcus sobrinus + Streptococcus oralis care
la debutul studiului au redus pH-ul biofilmului dentar
pana la nivelul critic (5,74+0,105).

In urma ingrijirilor preventive efectuate a crescut
semnificativ pH-ul biofilmului dentar (Figura 1) de
1,1 ori (p<0,001) la copiii din lotul L , si de 1,16 ori,
(p<0,001) in L, diminuénd capacitatea cariogend a
biofilmului dentar, asigurand reducerea considerabila
a riscului carios si majorand semnificativ efectul ca-
rioprotector, sansele de evitare a aparitiei cavitatilor
carioase crescand de 2,194 ori (p<0,001) in lotul L, si
de 2,14 ori (p<0,001) in L, (figura 2).

Astfel, presupunem ca substituirea prin concuren-
td a tulpinilor acidogene si cu grad sporit de capaci-
tate cariogend cu tulpini saprofite, care nu provoaca
degradarea enzimatica a hidrocarbonatilor si reduce-
rea critica a pH-ului biofilmului dentar, contribuie la
constituirea unei comunitati microbiene fiziologice in
cavitatea orald pe o perioada de 3-6 luni si reduce sau
previne starile de dezechilibru microbian [5, 6, 9, 16,
28,29, 32].

Gargarismele cu ape de gurd cu efect antiplaca
s-a soldat cu reducerea semnificativa a NTG/g in de-
curs de o luna, iar in urmatoarele 5 luni s-a constatat
cresterea semnificativd a NTG/g pana la 7,030,169
log,, UFC/g, rezultatele nefiind statistic semnificative
in raport cu cele initiale (t=0,494, p>0,05), aceste va-
lori depasind semnificativ nivelul NTG/g estimat in
loturile L, si L,. A fost constatatd cresterea ponderii

copiilor cu numarul de Streptococcus mutans >6 log
UFC/g cu 20+7,303% si cu 16,667+6,804% a celor
cu asocieri agresive ale streptococilor. Acest fapt ar
putea fi provocat de selectarea tulpinilor microbiene
rezistente in urma utilizarii antisepticelor. In prime-
le 30 de zile ale studiului, pH-ul biofilmului dentar
a crescut de 1,027 ori (p<0,01), iar ulterior s-a redus
de 1,023 ori in decurs de 6 luni, majorand si mai mult
riscul carios, de 1,358 ori (p<0,001) [29, 32].

Igienizarea cavitatii orale fara aplicarea altor me-
tode de control al biofilmul dentar a avut o actiune re-
dusa asupra tulpinilor cariogene din biofilmul dentar
si in etapa a doua a studiului (NTG/g = 6,867+0,063
log,, UFC/g, t=0,340, p>0,05p<0,01), numarul de co-
pii care prezentau asocierile streptococilor fiind ne-
schimbat. S-a estimat scaderea in continuare a pH-ul
biofilmului dentar pana la valorile critice (5,340,114,
p<0,001 in raport cu nivelul initial), riscul carios ma-
jorandu-se de 1,008 ori [32].

In decursul perioadei de observatie nu au fost
semnalate cazuri de efecte adverse sau complicatii in
urma ingrijirilor preventive efectuate.

Asadar, la aceasta etapd a studiului s-au rele-
vat cele mai importante reduceri ale riscului carios
in urma efectudrii TFDA, suplimentata cu utilizarea
produselor probiotice, gratie anihilarii momentane a
bacteriilor din biofilmul oral, substituirii prin concu-
rentd a tulpinilor acidogene (cu capacitate cariogena
sporitd) cu tulpini saprofite, care nu provoaca de-
gradarea enzimatica a hidrocarbonatilor, fapt care a
contribuit la constituirea unei comunitati microbiene
fiziologice in cavitatea orala pe o perioada indelunga-
ta de timp si prevenirea instituirii unui dezechilibru
microbian [32].

Analizand datele din literatura de specialitate si
rezultatele cercetdrilor proprii, putem conchide ca
TFDA este o metoda de tratament care oferd nume-
roase avantaje, fiind o tehnica non-invaziva, fara san-
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gerare, care exclude necesitatea aplicarii anesteziei
locale. Poate fi aplicatd in conditii de ambulator, cu
efecte adverse minime, poate fi repetata, fiind lipsita
de toxicitate cumulativa si timp de vindecare scurt.
Spre deosebire de alte metode, care necesita trata-
mente pentru perioade mai indelungate de timp si
provoaca unele efecte secundare, in TFDA durata tra-
tamentului este mult mai redusa. Prezintd importanta
faptul ca in timpul TFDA sunt afectate numai celulele
sensibilizate (in care s-au acumulat derivatii porfiri-
nici) si nu este afectat tesutul adiacent. Eficienta me-
todei nu este influentatd de sensibilitatea microorga-
nismelor la preparatele antibacteriene, sunt distruse
inclusiv tulpinile microbiene antibiorezistente si bac-
teriile persistente in biofilme. Eliminarea bacteriilor
are loc foarte rapid, in cateva minute. TFDA are un
spectru larg de actiune asupra tuturor agentilor pato-
geni microbieni, efectul antibacterian nu se reduce in
timp in cazul sedintelor repetate. Actiunea bactericida
are un caracter local, nu exercitd efect nociv asupra
florei saprofite a intregului organism [14, 18, 21, 26].

Conform rezultatelor studiilor efectuate de Hry-
nash H. si coaut., 2014 si Kim D. si coaut., 2015, fla-
vonoizii, care se contin si in extractul din struguri,
nu iritd mucoasa cavitatii orale, nu provoaca reactii
alergice de tip lent sau imediat, nu exercitd actiune
citotoxicd, nu are actiune mutagena, fapt care ex-
clude probabilitatea selectarii tulpinilor microbiene
rezistente [10, 13]. In studiul nostru clinic, la copiii
conventional sdnatosi s-a stabilit eficienta superioara,
comparativ cu utilizarea etalonului, a extractului din
struguri in calitate de AF in TFDA, soldatd cu ani-
hilarea microorganismelor cariogene — Streptococcus
mutans, Streptococcus mitis, Streptococcus gordonii,
Streptococcus sobrinus s.a. si asocierilor agresive ale
streptococilor ceea ce reprezintd un pas important in
elaborarea metodelor eficiente de micsorare a agresi-
vitatii biofilmului dentar si controlul CD.

Concluzii

Prezentul studiu a demonstrat eficienta inaltd a
aplicarii extractului antocianic in calitate de substan-
ta de fotosensibilizare in TFDA, confirmata prin re-
ducerea numarului si activitatii tulpinilor bacteriene
cariogene din biofilmul oral. Astfel, elaborarea me-
todei de TFDA (cu aplicarea AF autohton de origine
vegetald) suplimentatd cu administrarea probioticelor
ar putea contribui la o noud abordare terapeutica in
controlul biofilmului microbian dentar.
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