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RESUMEN

El objetivo de la investigacion es determinar el efecto inhibitorio del l&ser de diodo de baja
potencia de 800mm/100mW y como en determinados tiempos inhibe el crecimiento de la

bacteria Enterococcus faecalis.

Para el desarrollo de este proyecto se procedio a la fabricacion del dispositivo Optico
experimental (laser de diodo de baja frecuencia radiacion:800nm/100mW) de los fabricantes
Dr. Rufo Figueroa Banda y Dr. Gustavo Obando, y la adquisicion de una cepa certificada de
Enterococcus faecalis ATC 29212.

Se procedi6 a realizar indculos de la bacteria Enterococcus faecalis para su exposicion del
equipo laser de diodo de baja potencia de 800nm/100mW irradiando a un tiempo de
5,10,15,20,25 y 30 segundos

Los indculos fueron incubados para el posterior contaje de unidades formadoras de colonias

UFC, y los valores fueron analizados estadisticamente por ANOVA y el test de TUKEY.

Los resultados evidenciaron que no hubo inhibicién has los 15 segundos y un méximo grado
de efectividad a los 30 segundos. De esta forma podemos concluir que la efectividad minima

existe a los 20 segundos y una maxima a los 30 segundos.

Palabras clave: Laser de diodo de baja frecuencia, UFC, Inoculo Efecto inhibitorio de
Enterecocus feacalis.
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ABSTRACT

The objective of this research is to verify the effectiveness of the use of low power diode

laser in the inhibition of the bacteria Enterococcus faecalis.

For the development of this project | use a standardized strain of Enterococcus faecalis.
Recultivation was carried out in 12 Petri dishes, the existence of CFUs was visualized and

verified, and 6 pairs of plates were separated, one for control and the other for irradiation.

The CFU count was carried out in both plates, the area to be irradiated was chosen and it
was carried out at the times: 5, 10, 15, 20, 25, 30. To subsequently make a recultivation of
the selected area and subsequent reading. After 24 hours, the CFU count was verified and

performed, and the results were interpreted.

The data was analyzed with the ANOVA test as the result had significant differences, a
complementary test called TUKEY was used to see where the change occurred and this
resulted in a difference at 20, 25 and 30 seconds of irradiation,

We proceeded to compare the two control groups with the applied ones to verify if
statistically significant differences were obtained, for that the STUDENT T test was carried
out, which showed that there were statistical differences in the groups where it was irradiated
by 20, 25 and 30 seconds. This resulted in the laser being effective after 20 seconds.

Keywords: Keywords: Low frequency diode laser, CFU, Inoculum Inhibitory effect of

Enterecocus feacalis.
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INTRODUCCION

Para alcanzar la cumbre en la realizacion del tratamiento endodontico es imprescindible
llevar a efecto un buen manejo de la instrumentacion biomecéanica y ligarse de diversos
métodos para la desinfeccidn, en la mayoria de ocasiones no se obtiene la esterilizacion de
los diversos microorganismos presentes, pero deberia aminorar en una mayor proporcion
posible la cantidad de microorganismos que residen en los conductos radiculares con el fin

de que sean incapaces de producir algunas infecciones endodéntica (1).

Existen varias investigaciones en las cuales muestra que el Enterococcus Faecalis es una
bacteria que es responsable de los fracasos endoddnticos en los casos de periodontitis apical
cronica no supurativa, también es resistente a la medicacion intraconducto o agentes
irrigantes, en la actualidad se usa diversos tipos de agentes irrigantes para lograr eliminar el
Enterococcus faecalis,como la clorhexidina, EDTA, hipoclorito de sodio, este tltimo logré
ser el irrigante de eleccion para tratar la endodoncia por sus diversas cualidades, pero ain no

se encuentra una ideal (2).

En la actualidad se observa la introduccion del laser en la terapia endodéntica el cual en
teoria nos brinda una accion més eficiente frente al resto de sistemas, el diagndstico se basa
en la exposicion al laser, que no provoca cambios en las propiedades de los tejidos
bioldgicos; estos son los efectos de dispersion, reflexion y absorcion (3).

Por lo tanto, se considerd realizar este estudio con la finalidad de observar la eficacia del

laser de diodo de baja frecuencia sobre Enterococcus faecalis.
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CAPITULO 1
PLANTEAMIENTO TEORICO
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1. PROBLEMA DE LA INVESTIGACION
1.1. DETERMINACION DEL PROBLEMA

En la actualidad se realizan diversos trabajos de investigacion encaminados a
comprobar y verificar la eficacia de diversos productos utilizados en endodoncia para
la eliminacion de patdgenos que se encuentran alojados en los conductos radiculares,
el éxito de todo tratamiento de conducto de piezas permanentes y temporarios es la

erradicacion de estos microorganismos ya sea por medios fisicos o quimicos.

Cuando una pieza dental esta infectada requiere administracion de medicacion
intraconducto que inhiba todo patdgeno que provoque infeccidn, cada vez, se busca
encontrar un irrigante ideal con capacidad bactericida y alta biocompatibilidad,
asociada a una técnica adecuada, sin embargo, se conoce por evidencia que la bacteria
mas comun en infecciones recurrentes que conllevan al fracaso endododntico es

enterococcus faecalis.

Razon por la cual esta investigacion propone aplicar un laser de diodo de baja
potencia que emite radiacion con alta capacidad bactericida y excelentes resultados
a corto tiempo el cual, junto con un conductor de fibra dptica, serd complementario
a los irrigantes junto a la preparacion biomecanica que conlleve al éxito de la terapia

endodontica.
1.2. ENUNCIADO DEL PROBLEMA:

“Efecto inhibitorio del laser de diodo de baja frecuencia en el crecimiento de

Enterococcus faecalis, Arequipa 2022
1.3. DESCRIPCION DEL PROBLEMA
1.3.1.  Area del conocimiento
e Area General: Ciencias de la Salud
e Area Especifica: Odontologia
e Especialidades: Endodoncia

e Linea o Topico: Microbiologia
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1.3.2.  Operacionalizacion de variables
VARIABLES INDICADORES SUBINDICADORES
e Variable estimulo: e lrradiacion Tiempo de exposicion
Laser de diodo de inoculos 5 segundos
baja frecuencia enterococcus 10 segundos
800nm/100mw feacalis 15 segundos
(dispositivo  6ptico 20 segundos
experimental) 25 segundos
30 segundos
e Variable respuesta: | Crece UFC
Efecto inhibitorio No crece

1.3.3. Interrogantes Bésicas
1.3.3.1. Interrogante Principal
e Cudl es el efecto inhibitorio del laser experimental de diodo en el
crecimiento de la bacteria Enterococcus faecalis
1.3.3.2. Interrogantes Segundarias

e Cual es el efecto inhibitorio Enterococcus faecalis frente a la aplicacion
del laser experimental de baja frecuencia 800nm/100mw a los 5, 10 y 15
segundos de exposicion?

e ;Cual sera la inhibicion en la bacteria Enterococcus faecalis frente a la
aplicacion del laser experimental de baja frecuencia a los 20, 25 y 30
segundos de exposicién?
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1.3.4. Taxonomia

Tipo de estudio Disefio Nivel

Abordaje 1.Por la técnica | 2.Por el tipo | 3.Por el | 4.Porel nimero | 5.Por el

de recoleccion de dato que se | nimero  de | de muestras de | &mbito de

planifica mediciones de | la poblacién recoleccion
recoger la variable
Cuantitativo | Observacional Prospectivo Longitudinal | Experimental Laboratorial Experimental | Explicativo

1.4. JUSTIFICACION
La investigacion se justifica por diferentes razones:
1.4.1. Actualidad

El estudio se realizé en el presente afio, para brindar informacion laboratorial de
la actualidad ya que existen muy pocos estudios en la localidad. Viendo la
eficacia del laser ante la bacteria del Enterococcus faecalis, tanto su inhibicion

o eliminacion.
1.4.2. Utilidad

La presente investigacion es importante y de mucha utilidad ya que dara a

conocer

Eficacia del laser en la erradicacion de la bacteria Enterococcus faecalis, de esta
manera se podra aportar una base de datos para futuras investigaciones

relacionadas al tema (1).
1.4.3. Relevancia cientifica

Por medio de este presente trabajo de investigacion se aportara a los especialistas
en Endodoncia que se enfrentan a las infecciones por la bacteria Enterococcus
faecalis la cual tiene caracteristicas especiales que la hacen mas resilientes en
los conductos radiculares, a la vez propagar este tema y su importancia en los
cirujanos dentistas.
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1.4.4. Originalidad

Se han encontrado trabajos de investigacion, pero ninguno en el departamento
de Arequipay tampoco en ninguna universidad de la localidad que cuenten sobre
la investigacion a tratar, por lo que esta investigacion es un tema totalmente

innovador en nuestro medio.
1.45. Viabilidad

La presente investigacion es bastante viable ya que se ha predicho la
disponibilidad de las unidades de estudio, presupuesto, tiempo y bibliografia;
Asi como también la gran utilidad de sus resultados y la forma de contribucion
al mejor progreso en cuanto a la formacion profesional (1).

1.4.6. Interés personal

Es de interés personal, para mi desarrollo profesional, por ser un campo abierto
a la investigacion y por ser este trabajo requisito para la obtencion del grado
profesional, y de esta manera, yo deseo contribuir con las lineas de investigacion,
este trabajo de investigacién ademas de satisfacer la motivacion personal seréa

para mi un reto académico (1).
2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GENERAL.:

Determinar el efecto inhibitorio del laser experimental de diodo de baja frecuencia

sobre el crecimiento de la bacteria Enterococcus faecalis.
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Determinar el efecto inhibitorio del laser de baja frecuencia sobre la bacteria
Enterococcus faecalis a la exposicion de 5 segundos,

e Determinar el efecto inhibitorio del laser de baja frecuencia sobre la bacteria
Enterococcus faecalis a la exposicion de 10 segundos,

e Determinar el efecto inhibitorio del laser de baja frecuencia sobre la bacteria
Enterococcus faecalis a la exposicion de 15 segundos,

e Determinar el efecto inhibitorio del laser de baja frecuencia sobre la bacteria
Enterococcus faecalis a la exposicion de 20 segundos,
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e Determinar el efecto inhibitorio del laser de baja frecuencia sobre la bacteria

Enterococcus faecalis a la exposicion de 25 segundos,

o ldentificar el grado inhibitorio del laser de baja frecuencia sobre la bacteria
Enterococcus faecalis a la exposicion de 30 segundos.
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3. MARCO TEORICO
3.1. LASER

La palabra "laser" es un acronimo que significa: "amplificacion de la luz por emisién
estimulada”. La palabra clave en esta transcripcion es "forzado™. Esto distingue a los
laseres de formas mas simples de luz. Cuando enciendes una linterna normal, la luz
viaja en caminos aleatorios en todas las direcciones, lo que hace que se disperse y se
vuelva relativamente débil. Ahora tomemos un laser cuya luz es "forzada" y
"coordinada™: los fotones se mueven al unisono y en una direccién, como resultado,

obtenemos un haz de luz mas estrecho, pero mas intenso (1).

Albert Einstein sentd las bases de la teoria de los laseres en 1917, pero solo 50 afios
después la ciencia implemento los principios de la teoria de los laseres en la practica,
contribuyendo asi al rapido desarrollo del uso de los laseres en medicina. La accion
de los laseres se basa en el fenomeno del efecto fotoeléctrico: la liberacion de
electrones de un sélido o liquido bajo la influencia de la radiacién electromagnética

).

La luz laser tiene una amplia gama de efectos terapéuticos y profilacticos. Provoca
un efecto antiinflamatorio pronunciado, normaliza la microcirculacion, reduce la
permeabilidad de las paredes vasculares, tiene propiedades fibrino-trombdticas,
estimula el metabolismo, la regeneracion de tejidos y aumenta el contenido de
oxigeno en ellos, acelera la cicatrizacion de heridas, previene la cicatrizacion después
de operaciones y lesiones, tiene una accién neurotropica, analgésica, relajante
muscular, desensibilizarte, bacteriostatica y bactericida, estimula el sistema de
defensa inmune, reduce la patogenicidad de la microflora, aumenta su sensibilidad a
los antibidticos. Dependiendo de la naturaleza de la accion del laser sobre los tejidos
(se tienen en cuenta parametros de la radiacion laser tales como la longitud de onda,
la potencia, el tiempo y el modo de accién sobre los tejidos bioldgicos), se pueden
utilizar varios efectos. La cirugia laser se basa en el efecto destructivo de la radiacion
laser sobre los tejidos: los efectos térmicos, hidrodindmicos y fotoquimicos de dicha
exposicion provocan la destruccion del tejido. La terapia se basa en efectos
fotoguimicos y fotofisicos, en los que la luz absorbida por los tejidos excita atomos
y moléculas en ellos, activando los mecanismos terapéuticos del organismo. El

diagnostico se basa en la exposiciéon al laser, que no provoca cambios en las

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE

TESIS UCSM =2 DE SANTA MARIA

propiedades de los tejidos bioldgicos; estos son los efectos de dispersion, reflexion y
absorcion (3).

3.1.1. Clasificacion de los laseres

Hay varios tipos de laseres que difieren entre si en el principio del estado de
agregacion del medio activo y en el método de su excitacion. Vamos a enumerar

los principales (4).
3.1.1.1. Léaseres de estado solido

Todo comenzd con estos laseres. EI medio activo en ellos era sélido y
consistia en cristales de rubi y una pequefia cantidad de iones de cromo. El
bombeo se realizé mediante una ldmpara de destellos. El primer laser de rubi
fue ensamblado por el estadounidense T. Maiman en 1960. Los laseres de
estado solido también estdn hechos de vidrio dopado con neodimio Nd,
granate de itrio y aluminio Y2AI5012 dopado con cromo y neodimio; todos
estos también son sustancias para el medio activo de un laser de estado sélido

(5).
3.1.1.2. Laseres de gas

En los laseres de gas, el medio activo estd formado por gases a muy baja
presion o por sus mezclas. Los gases llenan un tubo de vidrio en el que se
sueldan los electrodos. Los estadounidenses A. Javan, W. Bennett y D.
Herriot se convirtieron en los primeros creadores del laser de gas en
1960. Dicho laser suele ser bombeado por una descarga de electricidad
producida por un generador de alta frecuencia. La radiacion de un laser de gas
se distingue por su continuidad. La densidad de los gases es baja, por lo que
se requiere una barra bastante larga del medio activo. La intensidad de
radiacion se proporciona en este caso debido a la masa de la sustancia activa

(6).
3.1.1.3. Laseres gas dinamicos, quimicos y excimeros

En general, estos tres tipos se pueden clasificar como laseres de gas.

e Un laser dindmico de gas es similar en principio a un motor a reaccion. En
él, de hecho, se produce la combustion del combustible, al que se afiaden

particulas de gases del medio activo. En el proceso de combustion, las
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moléculas de gas se excitan y luego, al ser enfriadas por un flujo
supersonico, emiten una potente radiacion coherente, desprendiendo asi

energia.

e Enun laser quimico, aparece un pulso de radiacion como resultado de una
reaccion quimica. El laser méas potente de este tipo utiliza flGor atdbmico en

reaccién con hidrogeno.

e EIl funcionamiento de los laseres excimeros lo proporcionan moléculas

especiales que siempre estan en estado excitado (6).
3.1.1.4. Laseres liquidos

Los primeros laseres liquidos aparecieron casi al mismo tiempo que los
laseres de estado sélido, en los afios 60 del siglo XX. Para crear un medio
activo, utilizan varias soluciones de compuestos organicos. La densidad de tal
sustancia es mayor que la de un gas, aunque menor que la de los sélidos. Por
lo tanto, tales laseres son capaces de generar una radiacion suficientemente
fuerte (hasta 20 W), a pesar de que el volumen de su sustancia activa es
relativamente pequefio, pueden trabajar tanto en modo pulsado como

continuo. Las lamparas de destello y otros laseres se utilizan como bombeo
(7).
3.1.1.5. Laseres semiconductores

En 1962, también aparecieron los primeros laseres semiconductores, como
resultado del trabajo paralelo de varios cientificos de los EE. UU.: R. Hall,
M.1. Nayten, T. Quist y sus grupos. Tedricamente, el funcionamiento de este
laser fue fundamentado antes, en 1958, por el fisico ruso N.G. Basov. En un
laser semiconductor, se utiliza un cristal semiconductor, como GaAs, como
medio activo. Por tanto, a primera vista, podria atribuirse a los laseres de
estado sélido. Sin embargo, es fundamentalmente diferente en que las
transiciones radiactivas no ocurren entre los niveles de energia de los atomos,
sino entre las bandas o subbandas de energia del cristal. El bombeo de dicho
laser se realiza mediante una corriente eléctrica constante. Los bordes del
cristal semiconductor se pulen cuidadosamente y de ellos se obtiene un

excelente resonador (8).
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3.1.1.6. Léaseres en la naturaleza

En nuestro Universo, los cientificos han encontrado laseres con un origen
natural. Hay nubes interestelares gigantes creadas por gases condensados. En
ellos, la poblacion inversa se forma naturalmente. La luz de las estrellas
cercanas u otra radiacion en el espacio actla como una bomba, y las propias
nubes de gas son un excelente medio activo con una longitud de varios cientos
de millones de kilémetros. Surge un laser astrofisico natural que no necesita
un resonador: la radiacion electromagnética estimulada se forma en ellos

espontaneamente, tan pronto como pasa una onda de luz (8).
3.1.2. Laser de Diodo

El laser de diodo estd constituido por un medio activo solido, formado por un
semiconductor que frecuentemente usa una combinacion de galio, arsenio y otros
elementos como el aluminio o el indio para transformar la energia eléctrica en
energia luminosa. La longitud de onda de estos laseres para su utilizacién en
Odontologia comprende un rango desde 800nm hasta 980nm (9). Pueden emitir
en modo continuo o en pulsos y, debido a su longitud de onda, la energia es
facilmente transportable a través de fibra dptica. Las fibras dpticas pueden variar
entre 200, 300 y 600pm segun el fabricante. La fibra se pone en contacto con los
tejidos blandos para los procedimientos de ablacion, incision y excision. Estas
fibras Opticas deben de ser preparadas antes del primer uso y varias veces
intraoperatoriamente para garantizar la eficacia del laser. Este proceso, llamado
iniciacion, consiste en depositar un fino pigmento oscuro al final de la fibra,
produciendo el efecto de «hot tip» (estado en el que se encuentra el tip o fibra
Optica del laser preparado para su uso tras la aplicacion del pigmento oscuro). El
laser de diodo emite en el infrarrojo cercano con una potencia comprendida entre
0,5W y 15W. La ventaja de los laseres de diodo es su pequefio tamafio. Algunas
unidades son compactas y faciles de transportar dentro de la clinica dental en un
minimo tiempo, aunque podemos encontrar equipos de hasta 30 kg de peso.
Estos laseres quirurgicos son actualmente los de menor coste econémico (10).

Siguiendo las clasificaciones internacionales en cuanto a las medidas de
seguridad, tanto de la Uni6n Europea (1SO) como de los EE.UU. (ANSI), el laser
de diodo es de tipo V. Debido a que el haz de energia laser puede ser reflejado

por instrumentos cercanos a la zona operatoria o incluso por el propio tejido
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irradiado, hay que tomar ciertas precauciones cuando se utiliza esta tecnologia.
El principal riesgo que implica la manipulacién de radiaciones visibles o
infrarrojas con longitudes de onda entre los 400 y los 1400nm es la posibilidad
de dafiar la retina. Por este motivo deben utilizarse como medida de seguridad
siempre gafas protectoras especiales, tanto para el paciente como para el
profesional y el personal auxiliar. El contacto con las superficies metalicas
(instrumental quirtrgico metalico, espejos, amalgama, etc.) deben evitarse ya
que si incide el haz de luz laser sobre ellos se puede producir una reflexion de
dicho haz. Para evitar la reflexion se recomienda la utilizacion de instrumental
metalico no pulido o de plastico (11). Una de las normas internacionales de
seguridad que debe de cumplir la tecnologia laser, es que cada aparato debe
poseer una llave de conexion para que s6lo pueda ser utilizado por el personal
autorizado. Todas las unidades emisoras llevan una rotulacién especifica del tipo
de laser y la clase de riesgo a la que pertenecen, asi como el logo internacional

identificativo del tipo de laser de que se trata (9).

En funcion de la potencia los laseres de diodo pueden clasificarse en dos grandes

grupos: de baja potencia y de alta potencia.
¢ De baja potencia,

También llamados laseres blandos (Low Level Laser Therapy), son de baja
energia y emiten en la region del espectro infrarrojo cercano 6 del rojo
(632,8, 670 y 830nm), con una potencia media de 1-100mW. Sus
aplicaciones bésicas en ciencias de la salud estan basadas en sus efectos de

bioestimulacion de los tejidos y en su accion analgésica antiinflamatoria.
e De alta potencia

Son aquellos laseres con potencias de 1W hasta 15W o mas y con una
longitud de onda comprendida entre 810nm y 980nm. Son laseres
relativamente nuevos en su aplicacion en el campo de la Medicina y de la
Odontologia (10).
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3.1.2.1. Aplicaciones del laser de diodo de alta potencia

El laser de diodo, debido a su pequefio tamafio y a su bajo coste econdémico,
es actualmente uno de los laseres con mas predicamento en Odontologia. Las
aplicaciones de este tipo de laser se relacionan con su efecto bactericida, con
indicaciones especificas en Periodoncia y Endodoncia. También se utiliza en

la cirugia de tejidos blandos y para el blanqueamiento dental (12).
3.1.2.1.1. Endodoncia

Uno de los principales objetivos del tratamiento endoddntico es dejar el
conducto radicular libre de microorganismos. Para ello se pueden utilizar
diferentes sistemas de desinfeccion y el laser de diodo es uno de ellos. No
obstante, se debe de tener precaucion con su uso a fin de prevenir el posible
dafio térmico generado por el laser sobre el periodonto o el propio diente
(13).

Moritz y cols hicieron un estudio in vitro en conductos radiculares con un
laser de diodo, con una longitud de onda de 810nm vy trabajando a 2, 3y
4W de potencia durante 50 segundos, y consiguieron una completa

eliminacion bacteriana cuando empleaban las potencias de 2 'y 3W (14).

Por otro lado, Kreisler y cols compararon la accién del hipoclorito sédico
al 0,9% frente al hipoclorito sodico combinado con un laser de diodo con
el fin de conseguir la desinfeccion de los conductos radiculares. Emplearon
una longitud de onda de 809nm y potencias de 1W, 3W 'y 4,5W durante 60
segundos. Obtuvieron una reduccion bacteriana del 99,86% utilizando
conjuntamente el hipoclorito sédico y el laser a 3W de potencia. A pesar
de estos datos, su conclusion es que el laser de diodo no puede sustituir al
hipoclorito sédico, pero ayuda a obtener mejores resultados (15).

3.1.2.1.2. Periodoncia

En los tratamientos periodontales se pretende obtener la eliminacion
completa de todos los depositos calcificados y bacterianos que estan
situados en las superficies radiculares (16).

La aplicacién de la tecnologia laser para el control de las enfermedades

periodontales esta progresando rapidamente en los Ultimos afos.
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Concretamente el laser de diodo es relativamente nuevo en el tratamiento
periodontal. Los procedimientos que se pueden hacer con él son el curetaje
de los tejidos blandos, el desbridamiento de las bolsas periodontales y
todas las incisiones y excisiones gingivales. También tiene gran utilidad
en la descontaminacion de las bolsas periodontales, ya que consigue
eliminar las bacterias anaerobias que contienen (17).

Moritz y cols efectuaron un estudio, en el cual aplicaban un laser de diodo
de 805nm de longitud de onda a una potencia de 2,5W, sobre las bolsas
periodontales durante 3-4 segundos. Obtuvieron una reduccion de la
presencia de Actinobacillus actinomycetemcomitans de un 73,5% y de la
Prevotella intermedia de un 85,3% (18).

Por otro lado, Kreisler y cols utilizaron una longitud de onda de 810nm y
una potencia de trabajo entre 0,5 y 2,5W, demostrando que potencias
superiores a 1W producen carbonizacién parcial o total de la superficie
radicular. Observaron ademdas que se obtiene un adecuado efecto

antibacteriano empleando este laser a 1W de potencia (19).
3.1.2.1.3. Cirugia bucal

El laser de diodo es absorbido en menor medida por el agua, y se absorbe
maés en profundidad que los laseres de Er: YAG, Er:Cr:YSGG y de CO..
Esto permite que la cirugia de los tejidos blandos se pueda realizar en la
proximidad de los dientes. El uso del laser quirdrgico de diodo sobre el
hueso no esta indicado, y por consiguiente se deben tomar todas las
precauciones posibles cuando se usa este laser en la proximidad del tejido
6seo. El laser de diodo puede ser utilizado en la cirugia de los tejidos
blandos, y esta indicado para el corte de la encia y de la mucosa bucal, para
obtener coagulacion en los procedimientos quirdrgicos con excesivo
sangrado y para hacer el curetaje de tejidos blandos. Se deben tomar
algunas precauciones cuando se emplea el modo de emision continuo
porque genera un rapido aumento de la temperatura en los tejidos sobre los
que se trabaja. Las intervenciones quirdrgicas que se pueden hacer con el
laser de diodo son: gingivectomia, exéresisbiopsia de tejidos blandos,

frenectomias y vestibuloplastias, etc (20).
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Se puede conseguir una adecuada hemostasia en las lesiones superficiales
de la mucosa bucal al desfocalizar el laser, aunque la hemostasia no es tan
rapida como la que se consigue con el laser de Argon. Su efecto
hemostéatico es mucho menor en comparacion con el laser de CO2, por lo
que solo nos sera util para realizar la exéresis de lesiones superficiales y
no serd recomendable para efectuar la exéresis de lesiones angiomatosas
ni para hacer intervenciones quirurgicas en las que se preveé que se

producira un sangrado profuso (10).
3.2. Enterococcus Faecalis

Enterococcus faecalis, antiguamente denominado Streptococcus faecalis, es un
microorganismo que forma parte de la microbiota de las vias intestinales y
biliares. También se le puede encontrar como microbiota de la vagina y de la uretra
masculina, asi como en el tracto intestinal de animales, como aves de corral, ganado
vacuno, perros, cerdos, caballos, cabras y ovejas. También puede detectarse en el
suelo, agua o alimentos, lo que indica contaminacidn fecal, a excepcion de alimentos
fermentados como quesos, embutidos crudos y carnes, donde su presencia es normal.
E. faecalis pertenecio al género Streptococcus del drupo D, pero recientemente fue
clasificado en su propio género, denominado Enterococcus. Son fuente frecuente de
infecciones a nivel hospitalario y de la comunidad. Actualmente, han tomado
relevancia clinica debido a su resistencia antimicrobiana frente a penicilina,
cefalosporinas, aminoglucésidos, trimetropim-sufametoxazole y vancomicina. Las
infecciones pueden tornarse de curso grave hasta causar la muerte debido a su

multirresistencia (21).
3.2.1. Caracteristicas del Enterococcus faecalis

Son microorganismos anaerobios facultativos, inmovil, catalasa negativa o
débilmente positiva, con capacidad para fermentar glucosa y otros carbohidratos
con produccidn de acido lactico, pero sin gas. Ademas, presenta capacidad para
formar biopeliculas. Los Enterococcus se diferencian de los Streptococcus en
gue pueden crecer en un rango de temperatura de 10° C a 45° C. Son mas
resistentes a los cambios ambientales adversos, pudiendo tolerar
concentraciones de 6,5% de NaCl, desarrollarse a pH 9.6 y soportar temperaturas
de 60° C hasta por media hora (22).
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3.2.2. Taxonomia del E. faecalis

Enterococcus faecalis pertenece al dominio Bacteria, filo Firmicutes, clase
Bacilli, orden Lactobacillales, familia Enterococcaceae, género Enterococcus,

especie faecalis (22).
3.2.3.  Morfologia del E. faecalis

Enterococcus faecalis son cocos de tamafio 0,6-2,0 x 0,6-2,5 um, Gram positivos

que se distribuyen en cadenas cortas o en pares. No forman esporas (23).
3.2.4. Patogenia/sintomas

Se cree que para que haya infeccion por Enterococcus faecalis primero debe
haber la colonizacién de la bacteria en las mucosas. Esta se fija a las células
diana a través de las adhesinas. Después de la colonizacién, el microorganismo
puede invadir otras regiones anatomicas hasta alcanzar el sistema linfatico o
circulatorio. De esa manera puede producir diversas patologias. Las cepas de
enterococos virulentas que colonizan la mucosa intestinal pueden trasladarse
desde la luz intestinal hacia los nédulos linfaticos, higado y bazo, después de ser

endocitados por las células del ileon, colon o por macrofagos intestinales (24).
3.2.5. Patologias que produce el E. faecalis

Enterococcus faecalisse ha aislado de infecciones del tracto urinario,
bacteriemia, endocarditis, infecciones intradominales, pelvianas, infecciones de

tejidos blandos, heridas, sepsis neonatal y rara vez meningitis.

También se ha asociado a cistitis, pielonefritis, prostatitis y abscesos
perinefriticos, atribuibles a anormalidades estructurales o intervenciones

instrumentales en el tracto urinario.

Es frecuente que participe en infecciones mixtas. Por ejemplo, en infecciones
con anaerobios y otras bacterias facultativas, especialmente en tejidos blandos
(23).
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3.2.6. Transmision

E. faecalis puede propagarse por transmision fecal-oral, por contacto con fluidos

o0 superficies contaminadas.

La mayoria de las bacteriemias se originan a partir de infecciones urinarias,
peritonitis, heridas, Ulceras por decUbito, catéteres u otros dispositivos
intravenosos, asi como también por complicaciones en ceséreas, endometritis o

enfermedad inflamatoria pélvica aguda.

Los factores condicionantes para la adquisicion de infecciones por Enterococcus

faecalis son generalmente por estados de inmunosupresion.

Por ejemplo:

e Pacientes con largos periodos de hospitalizacion,

e Pacientes con tumores malignos e infecciones de localizacién profunda,
¢ Diabéticos, entre otros.

También el uso de antibi6ticos de amplio espectro con poca 0 ninguna accién

contra este microorganismo favorece su proliferacion (25).
3.2.7.  Diagnéstico

Se hace a través del cultivo y aislamiento del microorganismo en el laboratorio.
En agar sangre se observan colonias de incoloras a grises de 2-3 mm de didmetro,
pudiendo presentar hemolisis alfa, beta 0 gamma, dependiendo de la cepa y el
tipo de sangre utilizada. Para su identificacion se utilizan pruebas bioquimicas
entre las que se encuentra la prueba de PYR (L-pirrolindonil B-naltil-amida), la

prueba de leucino-aminopeptidasa (LAP) y la hidrolisis de la esculina (23).
3.2.8. Tratamiento

Debido a la multirresistencia que frecuentemente se encuentra en esta especie,
el tratamiento de las infecciones puede ser algo complicado. El tratamiento
normal para esta bacteria es amoxicilina o ampicilina sola o0 en combinacion con
gentamicina o estreptomicina. Pero debido a que Enterococcus faecalis ha
registrado resistencia a las penicilinas, cefalosporinas, y muy especialmente, una
resistencia de alto nivel para los aminoglucdsidos, esta combinacion en

ocasiones no es posible, por lo que el tratamiento ideal era la vancomicina. Sin
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embargo, actualmente existen cepas de Enterococcus faecalis que son
vancomicinas resistentes (VRE) con diversos fenotipos (VanA al VanE). Esto
oscurece el panorama terapéutico. La teicoplanina también es una opcion, pero
en ocasiones también es resistente. En infecciones urinarias no complicadas
puede ser util la nitrofurantoina y la fosfomicina, y en infecciones urinarias
asociadas a prostatitis se puede usar la combinacion de nitrofurantoina con
rifampicina. Existen nuevos farmacos con sensibilidad para E. faecalis como el

linezolid y daptomicina, Gtiles para casos de bacteriemia (26).
3.2.9. Prevencion

Para prevenir la colonizacion por cepas virulentas de esta bacteria es necesario
cumplir las normas de asepsia (desinfeccion y esterilizacion) de lugares u objetos
contaminados con este microorganismo, especialmente en el ambiente

hospitalario (27).
3.3. Medios De Cultivos

Un medio de cultivo es un conjunto de nutrientes, factores de crecimiento y otros
componentes que crean las condiciones necesarias para el desarrollo de los
microorganismos. La diversidad metabdlica de estos es tan grande que la variedad de
medios de cultivo es enorme, no existiendo un medio de cultivo universal adecuado

para todos ellos, ni siquiera refiriéndonos a las bacterias con exclusividad (28).
3.3.1. Constituyentes habituales de los medios de cultivo

A continuacion, se da una idea general sobre algunos de los constituyentes
habituales de los medios de cultivo (29).

3.3.1.1. AGAR

Se utiliza como agente gelificante para dar solidez a los medios de cultivo.
En el agar bacterioldgico el componente dominante es un polisacarido que se
obtiene de ciertas algas marinas y que presenta la indudable ventaja de que, a
excepcion de algunos microorganismos marinos, no es utilizado como
nutriente. Un gel de agar al 1-2% se licua alrededor de los 100°C y se gelifica
alrededor de los 40°C, dependiendo de su grado de pureza (29).
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3.3.1.2. EXTRACTOS

Su preparacion consiste en que ciertos 6rganos o tejidos animales o vegetales
(Carne, higado, cerebro, semillas, etc.) son extraidos con agua y calor y
posteriormente concentrados hasta la forma final de pasta o polvo. Estos
preparados deshidratados son a menudo empleados en la elaboracion de los
medios de cultivo. Los mas utilizados son el extracto de carne, de levadura y
el de malta (30).

3.3.1.3. PEPTONAS

Son mezclas complejas de compuestos organicos, nitrogenados y sales
minerales, que se obtienen por digestion enzimatica o quimica de proteinas
animales o vegetales (soja caseina carne, etc.). Las peptonas son muy ricas en
pépticos y aminoacidos, pero pueden ser deficientes en determinadas

vitaminas y sales minerales (31).
3.3.1.4. FLUIDOS CORPORALES

Con frecuencia es necesario afadir a los medios de cultivo de algunos
patdgenos sustancias como sangre completa, sangre desfibrinada, plasma o
suero sanguineo, sobre todo para conseguir el primer aislamiento a partir del
hospedador. La sangre no puede ser esterilizada, y por tanto debe de ser
obtenida en condiciones asepticas directamente de un animal sano, y
adicionada al medio de cultivo después de que este haya sido auto clavado.
Los fluidos corporales no solo aportan factores de crecimiento, sino que
también aportan sustancias que neutralizan a inhibidores del crecimiento de
algunas bacterias. Un ejemplo podria ser la catalasa presente en las células
sanguineas destruye el peroxido de hidrégeno que algunas bacterias que no
poseen este enzima acumulan como producto del metabolismo del oxigeno
(32).
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3.3.1.5. Sistemas Amortiguadores

Para mantener el pH dentro del rango optimo del crecimiento bacteriano a
veces, es necesario afiadir algunos componentes al medio de cultivo. Debido
a que la mayoria de las bacterias son neutrofilas, se suelen emplear sales del
tipo de los fosfatos bisodicos 0 bipotésicos u otras sustancias como las
peptonas para prevenir la desviacion del pH (32).

3.3.1.6. Indicadores PH

Con el objeto de poder detectar variaciones en el pH debido a fermentaciones
u otros procesos, se hace necesario a veces afiadir indicadores acido-base que

nos lo indiquen (33).
3.3.1.7. Agentes Reductores

Con el objetivo de crear en los medios de cultivo condiciones que permitan
el desarrollo de los gérmenes microaerdfilos 0 anaerobios se afiaden estos
agentes reductores siendo, los mas empleados la cisteina y el tioglicolato entre
otros (34).

3.3.1.8. Agentes selectivos.

La adicion de determinadas sustancias a un medio de cultivo puede
convertirlo en selectivo. Asi, por ejemplo, la adicién de cristal violeta, sales
biliares, azida sodica, telurito potasico, antibioticos, etc., a la concentracién
adecuada hard que actten como agentes selectivos frene a determinados

microorganismos (34).
3.3.2.  Tipos De Medios De Cultivo
3.3.2.1. Medios Generales

Son aquellos que permiten el crecimiento de una gran variedad de
microorganismos (34).

3.3.2.2. Medios De Enriquecimiento

Son aquellos que favorecen el crecimiento de u determinado tipo de
microorganismo sin llegar a inhibir totalmente el crecimiento de los demas
(34).
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3.3.2.3. Medios selectivos.

Son aquellos que permiten el crecimiento de un tipo de microorganismos

determinado, inhibiendo el desarrollo de los demas (34).
3.3.2.4. Medios Diferenciales

Son aquellos en los que se pone de manifiesto propiedades que un

determinado tipo de microorganismos posee (34).
3.3.3.  Preparacion de medios de cultivo

En la actualidad, la mayoria de los medios de cultivo se encuentran
comercializados; normalmente bajo la forma de liofilizados a los que es preciso
rehidratar. En estos casos la preparacion del medio de cultivo se reduce
sencillamente a pesar la cantidad deseada del mismo y disolverla en agua
destilada siguiendo las instrucciones del fabricante. Las sustancias termolabiles,
se esterilizan por filtracion y se afiaden al resto de los componentes después de
que estos hayan sido previamente esterilizados en el autoclave y enfriados a
temperatura ambiente 6 a 40-50°C si se trata de medios con agar. Antes de su
esterilizacion los medios liquidos se reparten en los recipientes adecuados
(tubos, matraces, etc.). Si es un medio solido y se ha de distribuir en tubos 6 en
matraces sera necesario fundir el agar en bafio Maria u horno microondas, una
vez fundido y homogenizado, se distribuye en caliente a los tubos 6 matraces (no
en placas Petri) se tapa y se esteriliza en el autoclave. Una vez finalizada la
esterilizacion los medios se dejaran enfriar a temperatura ambiente y en el caso
de medios sélidos contenidos en tubos deberan, en su caso, inclinarse para que
al solidificarse adopten la forma de agar inclinado 6 pico de flauta(slant) si tal es
su finalidad. Las placas de Petri se preparan vertiendo el medio fundido y estéril
dentro de ellas y en un ambiente aséptico (por ejemplo en la proximidad de la
Ilama de un mechero Bunsen) es conveniente homogenizar el medio en el
transcurso de la operacion para evitar que el agar sedimente en el fondo del
recipiente y no se distribuya por igual en todas las placas. También es posible
conservar el medio destinado a preparar placas Petri solidificado y estéril en
tubos que se fundiran al bafio Maria en el momento de la preparacion de estas
(35).
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3.4. Inhibicion de bacterias

La actividad antimicrobiana se midi6 determinando la cantidad méas pequefia que se
necesita de un agente para inhibir el crecimiento de un microorganismo, valor
Ilamado Concentracion Minima Inhibitoria (CMI), de manera que cuanto mas

pequefio sea este valor, mayor potencia antimicrobiana tiene el compuesto (36).
3.4.1. Concentracién Minima Inhibitoria

La CMI, o concentracion minima inhibitoria, es la concentracion mas baja (en
pg/ml) de un antibidtico que inhibe el crecimiento de una determinada cepa
bacteriana. En IDEXX se utiliza un sistema comercial automatizado para
determinar las CMI. Un método cuantitativo de prueba de sensibilidad, que
ofrezca una CMI, ayuda a determinar qué clase de antibidtico es mas eficaz. Esta
informacion puede conducir a la eleccion adecuada del tratamiento, lo que
aumentara las probabilidades de éxito para resolver la infeccion y ademas
ayudara en la lucha para frenar la resistencia a antibioticos (37).
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4. ANALISIS DE ANTECEDENTES INVESTIGATIVOS

TITULO: “DIODE LASER RADIATION AND ITS BACTERICIDAL EFFECT
IN ROOT CANAL WALL DENTIN”,

AUTOR: Norbert Gutknech, Dirk Van Gogswaardt, Georg Conrads, Christian Apel,
Claus Schubert, And Friedrich Lampert.Clinica de Odontologia Conservadora,
Periodoncia y Odontologia Preventiva, Facultad de Medicina de la Universidad de
Aachen, Alemania. Clinica de Prostodoncia y Ciencia de Materiales, Universidad
Friedrich-Schiller, Jena, Alemania. Resumen. Objetivos: El objetivo de este estudio fue
investigar el efecto antibacteriano de un l&ser de diodo en el conducto radicular profundo.
Datos de antecedentes: La colonizacion microbiana de la dentina del conducto radicular
puede provocar fallas en tratamiento de endodoncia si se consigue una reduccién
bacteriana inadecuada Unicamente mediante tratamiento de conductos y desinfeccién
quimica. Métodos: cortes de dentina bovina de 100 um, 300um 500um obtenidos por
cortes longitudinales fueron esterilizados e inoculados por un lado con una suspension
de Enterococcus faecalis. La radiacion laser se realizo en el lado opuesto con el laser de
diodo (810 nm) en un ajuste de 3 W en modo continuo (CW). La radiacion se realizd
usando una punta de fibra ahusada de 400 um en un angulo de aproximadamente 5 ° con
respecto a la superficie durante un periodo de 30 segundos. La potencia de salida en el
extremo distal de la punta fue de 0,6 W. A continuacion, se luyeron las bacterias
mediante vibracion y cultivado en placas de agar sangre. El recuento de colonias reflejé
el efecto antibacteriano del laser. radiacion en funcion del espesor de la capa. Resultados:
Se logré una reduccién bacteriana media del 74% incluso con una rodaja de 500 um de
grosor. MICROCOMENTARIO: Esta investigacion indica que la radiacion laser de
diodo reduce el nimero de bacterias en capas profundas de dentina de la pared del

conducto radicular infectada (38).
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TITULO: EFICACIA ANTIBACTERIANA DE LA ACTIVACION ULTRASONICA
PASIVA Y EL LASER DE DIODO COMO PROCEDIMIENTOS
COMPLEMENTARIOS A LA DESINFECCION ENDODONTICA QUITO,
OCTUBRE 2019

AUTOR: BENJAMIN BERNARDO BARRIGA PEREZ GEN LAB. Resumen: El
objetivo de la investigacion es determinar la eficacia antibacteriana de la activacion
ultrasonica pasiva y el laser de diodo como procedimientos complementarios a la
desinfeccion Endoddntica. Metodologia se utilizaron 20 dientes humanos unirradiculares
de conducto Unico, donde se infectaron con E. Faecalis y se incubaron por 21 dias con la
finalidad de obtener un biofilm maduro, a este grupo se le aplico varias técnicas de
desinfeccion (n=20). se tomaron las muestras de dentro de los conductos radiculares con
conos de papel estériles, S1: antes de la preparacién guimico-mecanica como control,
S2; después de la preparacion quimico-mecanica, S3: luego de la activacion ultrasonica
pasiva como procedimiento inicial complementario de desinfeccion y el S4: laser de
diodo para la segunda desinfeccidbn complementaria, Sembrandose en agar Mueller
Hinton sangre para realizar el contaje de las unidades formadoras de colonias (UFC)
después de 24 horas de incubacién. Analisis de resultados después de todos estos
procedimientos se realizé la prueba de Shapiro Wilk con la finalidad de observar si los
resultados eran paramétricos o no paramétricos. Ademas, se efectlo el test de Wilcoxon
para ver si las variables se relacionan con las muestras analizadas, a lo que se observo
un p< de 0.05, lo que indica una diferencia significativa en las 20 muestras en los
procesos descritos, preparacién quimico-mecéanica eliminé el 87.7% en E. faecalis, con
la activacion ultrasénica pasiva un 98.47% y con el laser de diodo disminuyo un 99.50%,
por ende, se llegd a la conclusion que la preparacion quimico-mecanica utilizando el
NaOCl al 2.5%, reduce la cantidad de bacterias E. faecalis, sin eliminarlas
completamente, por lo que es necesario utilizar otros procedimientos como el laser de
diodo y/o la activacion ultrasonica pasiva (39).

Micro comentario: En la tesis presentada nos da a conocer como el NaOCL al 2.5% no
erradica por completo los productos bacterianos obtenidos como consecuencia de una
instrumentacién mecanica convencional, pero por lo contrario con la aplicacion del laser
de diodo como complemento a la irrigacion logra efectividad contra las bacterias ah
estudiar.
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TITULO: IRRIGACION ACTIVADA POR LASER EN ENDODONCIA TEMUCO
SET. 2021

AUTORES: Pablo Betancourt,Josep Arnabat-Dominguez,Miguel Vifias. Resumen: El
objetivo de la endodoncia es prevenir o curar la periodontitis apical. Por lo tanto, los
microorganismos que han colonizado el sistema de canales radiculares deben ser
eliminados para promover la regeneracion y cicatrizacion. Desafortunadamente, la
existencia de canales accesorios, anastomosis, istmos, asi como ramificaciones apicales,
genera una compleja red tridimensional en el interior de la raiz, lo que dificulta la
eliminacién total de bacterias y detritus. La terapia endoddntica convencional utilizada
actualmente presenta una serie de limitaciones. Se ha demostrado que los instrumentos
endoddnticos dejan un 35 % o mas de superficie dentinaria sin tratar. Por otro lado, la
imposibilidad de generar un flujo turbulento en el interior de los canales impide que el
irrigante llegue a zonas de dificil acceso. Esto facilita la persistencia de biopeliculas
bacterianas y la supervivencia de un nUimero importante de bacterias viables. La
irrigacion activada por laser (LAI) ha sido propuesta como una tecnologia coadyuvante
a la terapia quimio-mecanica para optimizarla limpieza y desinfeccion. Los laseres de
Er,Cr:YSGG (2780nm) y Er:YAG (2940nm) son los més utilizados. Estas dos longitudes
de onda son capaces de ser absorbidas ampliamente por diferentes soluciones irrigantes,
teniendo en cuenta un uso seguro y respetando los pardmetros clinicos aceptados. La
absorcion de la energia del laser por parte de los irrigantes, genera burbujas de vapor en
el interior del fluido, que liberan fuerzas de cizalla al implosionar. Este fendmeno,
denominado cavitacion, genera mayor limpieza y desinfeccion del interior del sistema
de canales radiculares, incluso en zonas de dificil acceso. Diversos estudios
microbiologicos y microscopicos han demostrado la efectividad antibacteriana de LAL.
Recientemente, se ha publicado que LAI tendria la capacidad de incrementarla capacidad
antibacteriana del hipoclorito de sodio a baja concentracion (un buen desinfectante, pero
extraordinariamente tdxico), lo que permitiria trabajar con concentraciones menores y

por lo tanto méas seguras para el paciente (40).

Micro comentario: En este articulo utilizan una técnica especial denominada LAl
siempre acompafiada por un irrigante, utilizada a una distancia determinada y en un area
especifica del diente dio como resultados una cavitacion efectiva la cual genero un mayor

proceso de desinfeccion.
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TITULO: EFECTO ANTIMICROBIANO DE LA TERAPIA FOTODINAMICA
SOBRE ENTEROCOCCUS FAECALIS, ESTUDIO IN VITRO.

AUTORES: Silva EJNL, Coutinho-Filho WP, Andrade AO, Herrera DR, Hirata-Junior
R, Coutinho-Filho TS, Krebs RL. Resumen: OBJETIVO: Evaluar el efecto
antibacteriano, in vitro, de la Terapia Fotodinamica (PDT) sobre Enterococcus 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, 2L y 3L) y un grupo control (GC). Utilizando un equipo Twin Laser
conteniendo como medio activo un diodo de GaAlAs, los grupos experimentales
recibieron respectivamente dosis de energia de 1 min a 60 J/cm2, 2 mina 120 JJcm2y 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 (p0,05).
CONCLUSION: La PDT es una alternativa efi caz para la eliminacion de E. faecalis,

microorganismo frecuentemente asociado a casos de fracaso endodontico (41).
5. HIPOTESIS

Dado que: el laser emite radiaciones e inhibe el crecimiento de bacterias de acuerdo con
los antecedentes; es muy probable que el laser experimental de baja frecuencia inhiba

el crecimiento de la bacteria Enterococcus faecalis.
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CAPITULO Il
PLANTEAMIENTO OPERACIONAL
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1. TECNICAS E INSTRUMENTOS
1.1. Técnicas

Se utilizara para la recoleccion de datos la técnica de observacion microbioldgica en

el laboratorio

1.1.1. Esquematizacion

VARIABLES INDICADORES | SUBINDICADORES | TECNICA INSTRUMENTO
e Variable Irradiacion a | Tiempo de | Observacion Ficha De
estimulo: indculos de E. | exposicion microbiologica | Observacion
Laser faecalis 5 segundos Microbiologica

800nm/100mW 10 segundos elaboracion
(dispositivo 15 segundos propia.
Optico 20 segundos
experimental) 25 segundos
30 segundos
e Variable Crece Viabilidad
respuesta:
Efecto No crece
inhibitorio
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1.1.2. Esquematizacion del procedimiento

VARIABLES PROCEDIMIENTO TECNICA
. Dispositivo . Adquisicion del laser Observacion
optico experimental microbioldgica
experimental o Adquisicién de la cepa
(laser de diodo de ATCC 29212
baja frecuencia o Reactivacion de la cepa
800nm/100mw) . Observacion
. CEPA de macroscopica
enterococcus o Seleccion de las
faecalis colonias
. Aplicacion del
dispositivo
o Resembrado de la
bacteria expuesta.
. lectura a las 24 horas

1.1.3. Descripcién del procedimiento
1.1.3.1. Adquisicion del laser experimental

Se procedié a solicitar el laser experimental de los investigadores, se
prosiguié a la capacitacion para el manejo y funcionamiento.

1.1.3.2. Adquisicién de la cepa de Enterococcus feacalis atcc 29212

Se adquiri6 una cepa de Enterococcus faecalis ATCC 29212 certificada de
los laboratorios GemLab Per(.
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1.1.3.3. Reactivacion de la cepa

Del tubo sellado con Enterococcus fecalis certificado; se realizd la suspension
en tioglicolato de 1 en 10 se coloca en estufa a 37 grados centigrados por 24

a 48 horas

Posterior a esto, se tomaron con la micropipeta 50 pl del medio conteniendo
el indculo y se colocaron sobre la superficie del medio selectivo
Agar Enterococcus, (KF) extendiendo el in6culo por toda la superficie del
medio con asa de hengle previamente esterilizada. Luego se incubaron los
medios a la estufa a 37°C hasta por 72 horas en condiciones de microaerofilia.

(selladas con cinta maskenteing) (42).
1.1.3.4. Observacion

Esta se hizo al visualizar las colonias que crecieron sobre la superficie del
medio de cultivo Agar Enterococcus, (KF) y se tomaron en consideracion los
aspectos relacionados con la forma, tamafio, color, consistencia y aspecto de

sus bordes, empleando para ello el microscopio (42).
1.1.3.5. Seleccion de colonias

Se procedi6 a elegir el nimero de mayores colonias presentes en la placa para

su posterior irradiacion
1.1.3.6. Aplicacion de laser a las colonias de Enterococus fecalis

1. Tras la eleccion de la zona a irradiar en cada placa se continuara a la
exposicion en los tiempos 5,10,15,20,25,30 segundos a una potencia de
800nm/100mwW

2. Luego del procedimiento de irradiacién con un asa hengle estéril se
procedera a un resembreo de dicha zona por cada tiempo seran un total

de 3 placas

3. Se incuba las 18 placas por 24 horas para su posterior lectura y

interpretacion.
1.1.3.7. Lectura de resultados 24 horas

Se realizo una lectura de unidades formadoras de colonias
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1.2. Instrumentos

La recoleccion de datos se realizard mediante el método de observacion directa

con un instrumento documental, que fue llenado por el investigador.
1.2.1. Instrumento documental

Ficha de observacion microbioldgica para obtener los parametros de inhibicion
bacteriana.

RADIACION 800nm/100Mw

Dosis - tiempo OBSERVACIONES
MUESTRA INOCULOS

10 15 20 25 30
5 seg
seg |seg |seg |seg |seg

Grupo control
No irradiado |19.1 [19.1 |19.1 |19.1 19,1 | 191

UFC

ler grupo 192 | 188 |189 |84 |32 |15
Grupo de
resultados 2do grupo 19.1 | 181 | 188 |83 |35 (14
UFC

3er grupo 189 1192 |189 |81 |31 |12

1.2.1.1. Ficha de observacion microbiolégica

INHIBICION MICROBIANA:

ESPECIE: ENTEROCOCCUS FAECALIS
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CUADRO DE VARIABLES Y TECNICAS

Inhibicion
antibacteriana

e Variable
independiente:
Laser de diodo

de baja potencia

VARIABLES INDICADORES | DIMENSION | ESCALA | VALOR
e Variable Crece UFC Razén 0-x
dependiente: No crece colonias
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1.3. Materiales de verificacion
1.3.1. Mediosy reactivos.
e Agua destilada
e Cepa de Enterococcus faecalis
e Caldo BHI
e Agar Kf
e Agar Mueller Hinton
e Agar mitis salivarius (42).
1.3.2. Equipos de laboratorio.

Autoclave

e Balanza electrica

e Cocina eléctrica

e Incubadora

e Estufa

e Refrigeradora

e Mechero de Bunsen (42).
1.3.3. Instrumentos de laboratorio.

e Pipetas

e Gradillas

e Tubos de ensayo

e Placas Petri

e Varilla de vidrio

e Asade Digralsky

e Frascos de vidrio

e Matraz
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Pipeta Eppendorf

Tubos Eppendorf

Soporte Eppendorf

Disco de papel filtro (42).
1.3.4. Materiales de escritorio.
e Céamara fotografica
e Marcadores indelebles
e Regla milimetrada
e Cinta masking tape
e Papel craft
e Lapicero
e Material documental
e Ficha laboratorial (42).
2. CAMPO DE VERIFICACION
2.1. Ubicacion espacial
2.1.1.  Ambito general
Universidad Catolica de Santa Maria de Arequipa.
2.1.2.  Ambito Especifico
Laboratorio privado.
2.2. Ubicacién temporal

La investigacion se realizard en 2022, esta tiene una vision temporal prospectiva, ya
que se recogeran datos a medida que se realice la investigacién, también es de corte

longitudinal por las varias etapas de observacion y control (1).
2.3. Unidades de Estudio

Seran 24 placas Petri distribuidas en 6 placas las cuales tendran una poblacion de
enterococcus feacalis, se seleccionara un grupo de colonias a las cuales se les
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realizara la irradiacion en los tiempos de 5,10, 15, 20, 25, 30 a una potencia de
800nm/100mw, se realizara un resembrado por cada tiempo 3 placas nuevas.

2.4. Criterios de seleccion
2.4.1.  Criterios de inclusion
Cepa de Enterococcus faecalis ATCC29212 estandarizada.
2.4.2.  Criterios de exclusion

Cepa contaminada de Enterococcus faecalis ATCC29212 estandarizada u cepa

de otra bacteria.
2.5. Tamafio de grupos
Se determing, el tamafio minimo muestral mediante antecedentes investigativos.
3. ESTRATEGIAS DE RECOLECCION
3.1. Organizacion
Antes de hacer el estudio de comparacion:
e Presentar la solicitud para empezar el proyecto.
e Compra de cepa estandarizada.
e Realizar la compra de los materiales necesarios.
e Obtener el laser experimental.
e Hacer la preparacion de las unidades de estudios.
e Realizar prueba piloto.

e Si se observa un resultado positivo en la prueba piloto, realizar los ensayos
definitivos para el estudio.

3.2. Recursos
3.2.1. Recursos humanos
e Investigador : Richard Nifio de Guzman Alejos
e Asesor . Alberto Figueroa Banda
3.2.2.  Recursos fisicos

Laboratorio privado.
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3.2.3. Recursos Econémicos

Los fondos para la recoleccion y otras tareas investigativas son financiados por
El investigador y por parte de un fondo de investigacion interno por parte de la

Universidad Catolica de Santa Maria.
3.3. Prueba piloto / validacion del instrumento

3.3.1. Tipo
Incluyente

3.3.2.  Muestra piloto
5% total

3.3.3.  Recoleccién piloto
e Aplicacion de los instrumentos a la muestra piloto.

e Emisién de informe por un profesional de la especialidad.
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4. ESTRATEGIA PARA MANEJAR LOS RESULTADOS
4.1. Plan de procesamiento de los datos
4.1.1. Tipo de procesamiento
El procesamiento se realiz6 de forma computarizada y manual
4.1.2. Operaciones del procesamiento

a. Plan de clasificacion: La informacién obtenida seré ordenada en una matriz

de registro y control.
b. Plan de codificacién: No se utilizara.

c. Plan de recuento: Ser4 computarizado, por medio de software (Excel y
SPSS version 16), usando matrices de conteo.

d. Plan de tabulacion: Se utilizaran tablas numéricas de entrada doble, en

ambos grupos de analisis.

e. Plan de Graficacion: Dependiendo de los resultados seran graficos de
barras dobles.

4.2. Plan de analisis de datos
4.2.1. Tipo de analisis
Anélisis cuantitativo
4.2.2. Tratamiento estadistico

CUADRO DE TRATAMIENTO ESTADISTICO

VARIABLES INDICADORES | DIMENSION | ESCALA | VALOR
e Variable: Crecimiento Razoén 0-x colonias
Efecto UFC antibacteriano
inhibitorio  del

laser de diodo de

baja frecuencia
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4.2.3. Tablasy gréficas

El ordenamiento se realizara en Tablas de distribucion de frecuencias con las

gréficas correspondientes (1).
4.2.4. Estudio de la informacién

Para el andlisis de la informacion apelard a la apreciacion critica de la
informacion.
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CAPITULO III
RESULTADOS
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PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE DATOS

TABLAN°1
EFECTO INHIBITORIO DEL LASER DE DIODO DE BAJA FRECUENCIA EN
DIFERENTES TIEMPOS DE EXPOSICION SOBRE ENTEROCOCCUS
FAECALIS, AREQUIPA 2022

UFC
GRUPO EXPERIMENTAL
Aritmética Estandar Minimo Maximo
5 seg. (a) 19,06 0,15 18,9 19,2
10 seg. (b) 18,70 0,55 18,1 19,2
15 seg. (c) 18,86 0,05 18,8 18,9
20 seg. (d) 8,26 0,15 8,1 8,4
25 seg. (e) 3,26 0,20 3,1 3,5
30 seg. (f) 1,36 0,15 1,2 15
Repeticiones 3

Fuente: Elaboracion propia.

P = 0,000 (P < 0,05) S.S.

(@=b=c>d>e>f)
Se puede observar que hubo una variacion en la media de los valores donde la prueba (a) fue
19,06, (b) 18,70, (c) 18.86, (d) 8,26, (e) 3,26, (f) 1,36. También se observa que a la prueba
estadistica ANOVA se obtuvo un resultado significativo y se realizé una prueba completaria
TUQUEY para observar donde se dio el cambio, el crecimiento no tubo variacion puesto
que a, b y c el resultado fue iguales, pero en d, e y f se observd y se comprobo
estadisticamente que existié una diferencia en el crecimiento disminuyendo el nimero de
UFC
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GRAFICO N° 1
EFECTO INHIBITORIO DEL LASER DE DIODO DE BAJA FRECUENCIA EN
DIFERENTES TIEMPOS DE EXPOSICION SOBRE ENTEROCOCCUS
FAECALIS, AREQUIPA 2022
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5 seg. 10 seg. 15 seg. 20 seg. 25 seg. 30 seg.

Fuente: Elaboracion propia.
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TABLA N° 2
COMPARACION ENTRE EL GRUPO CONTROL Y EL LASER DE DIODO DE
BAJA FRECUENCIA SOBRE ENTEROCOCCUS FAECALIS ALOS 5
SEGUNDOS, AREQUIPA 2022

TIEMPO Grupo de Estudio
05 segundos Control Experimental
Media Aritmética 19,10 19,06
Desviacion Estandar 0,15
Valor Minimo 19,1 18,9
Valor Maximo 19,1 19,2
Repeticiones 1 3

Fuente: Elaboracién propia.

P =0,628 (P > 0,05) N.S.
Se puede apreciar que no existe diferencias ente las medias de las UFC, donde el control
19.1y el experimental 19.06. segln la prueba T Student el valor de p es mayor a 0.05 lo que
nos permite inferir que no existe diferencia estadistica significativa, siendo estas iguales

donde el laser no obtuvo eficacia.
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GRAFICO N° 2
COMPARACION ENTRE EL GRUPO CONTROL Y EL LASER DE DIODO DE
BAJA FRECUENCIA SOBRE ENTEROCOCCUS FAECALIS ALOS5
SEGUNDOS, AREQUIPA 2022

25

20
19.1 » — 19.06

15

10

Control Experimental

Fuente: Elaboracion propia.
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TABLAN°3
COMPARACION ENTRE EL GRUPO CONTROL Y EL LASER DE DIODO DE
BAJA FRECUENCIA SOBRE ENTEROCOCCUS FAECALIS A LOS 10
SEGUNDOS DE EXPOSICION, AREQUIPA 2022

TIEMPO DE EXPOCISION Grupo de Estudio
10 segundos Control Experimental
Media Aritmética 19,10 18,70
Desviacion Estandar 0,55
Valor Minimo 19,1 18,1
Valor Maximo 19,1 19,2
Repeticiones 1 3

Fuente: Elaboracién propia.

P = 0,426 (P > 0,05) N.S.
Se puede observar que no hay variacion entre las UFC tanto en la media de control 19,10 y
la experimental 18,70, segun el analisis comparativo T Student el valor de P es mayor a 0.05

lo que nos permite inferir que no existe diferencia estadistica significativa, siendo estas
iguales donde el l&ser no obtuvo eficacia.
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GRAFICO N° 3
COMPARACION ENTRE EL GRUPO CONTROL Y EL LASER DE DIODO DE
BAJA FRECUENCIA SOBRE ENTEROCOCCUS FAECALIS A LOS 10
SEGUNDOS, AREQUIPA 2022
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18
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Fuente: Elaboracién propia.
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TABLA N° 4
COMPARACION ENTRE EL GRUPO CONTROL Y EL LASER DE DIODO DE
BAJA FRECUENCIA SOBRE ENTEROCOCCUS FAECALIS A LOS 15
SEGUNDOS DE EXPOCISION, AREQUIPA 2022

TIEMPO DE EXPOCISION Grupo de Estudio
15 segundos Control Experimental
Media Aritmética 19,10 18,86
Desviacion Estandar 0,05
Valor Minimo 19,1 18,8
Valor Maximo 19,1 18,9
Repeticiones 1 3

Fuente: Elaboracién propia.
P =0,073 (P > 0,05) N.S.

Se puede apreciar que no existe diferencias ente las medias de las UFC a los 15 segundos de
irradiada, donde el control 19.1 y el experimental 18.86. segun la prueba T Student el valor
de p es mayor a 0.05 lo que nos permite inferir que no existe diferencia estadistica

significativa, siendo estas iguales donde el laser no obtuvo eficacia.
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GRAFICO N° 4
COMPARACION ENTRE EL GRUPO CONTROL Y EL LASER DE DIODO DE
BAJA FRECUENCIA SOBRE ENTEROCOCCUS FAECALIS A LOS 15
SEGUNDOS, AREQUIPA 2022
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Fuente: Elaboracién propia.
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TABLAN°5
COMPARACION ENTRE EL GRUPO CONTROL Y EL LASER DE DIODO DE
BAJA FRECUENCIA SOBRE ENTEROCOCCUS FAECALIS A LOS 20
SEGUNDOS, AREQUIPA 2022

TIEMPO DE EXPOCISION Grupo de Estudio
20 segundos Control Experimental
Media Aritmética 19,10 8,26
Desviacion Estandar 0,15
Valor Minimo 19,1 8,1
Valor Maximo 19,1 8,4
Repeticiones 1 3

Fuente: Elaboracién propia.

P =0,000 (P < 0,05) S.S.

Se puede apreciar que hay diferencias ente las medias de las UFC a los 20 segundos de
irradiado, donde el control 19.10 y el experimental 8,26. segun la prueba T Student el valor
de p es menor a 0.05 lo que nos permite inferir que, si existe diferencia estadistica
significativa, siendo este periodo de tiempo efectivo para el laser demostrando una

disminucion en el namero de colonias con el valor minimo fue de 8,1 y el maximo 8,4.
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GRAFICO N° 5
COMPARACION ENTRE EL GRUPO CONTROL Y EL LASER DE DIODO DE
BAJA FRECUENCIA SOBRE ENTEROCOCCUS FAECALIS A LOS 20
SEGUNDOS, AREQUIPA 2022
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Fuente: Elaboracion propia.
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TABLAN° 6
COMPARACION ENTRE EL GRUPO CONTROL Y EL LASER DE DIODO DE
BAJA FRECUENCIA SOBRE ENTEROCOCCUS FAECALIS A LOS 25
SEGUNDOS DE EXPOCISION, AREQUIPA 2022

TIEMPO DE EXPOCISION Grupo de Estudio

25 segundos

Control Experimental
Media Aritmética 19,10 3,26
Desviacion Estandar 0,20
Valor Minimo 19,1 3,1
Valor Maximo 19,1 35
Repeticiones 1 3

Fuente: Elaboracién propia.

P = 0,000 (P < 0,05) S.S.

En la siguiente tabla podemos visualizar que hay diferencias ente las medias de las UFC a
los 25 segundos de la aplicacion del laser, donde el control 19,10 y el experimental 3,26.
segun la prueba T Student el valor de p es menor a 0.05 lo que nos permite inferir que, si
existe diferencia estadistica significativa, siendo este periodo de tiempo efectivo para el laser

demostrando una disminucion en el numero de colonias con el valor minimo fue de 3,1y el

maximo 3,5.
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GRAFICO N° 6
COMPARACION ENTRE EL GRUPO CONTROL Y EL LASER DE DIODO DE
BAJA FRECUENCIA SOBRE ENTEROCOCCUS FAECALIS A LOS 25
SEGUNDOS, AREQUIPA 2022
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Fuente: Elaboracién propia.
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TABLA N° 7
COMPARACION ENTRE EL GRUPO CONTROL Y EL LASER DE DIODO DE
BAJA FRECUENCIA SOBRE ENTEROCOCCUS FAECALIS A LOS 30
SEGUNDOS DE EXPOCISION, AREQUIPA 2022

TIEMPO DE EXPOCISION Grupo de Estudio
30 segundos Control Experimental
Media Aritmética 19,10 1,36
Desviacion Estandar 0,15
Valor Minimo 19,1 1,2
Valor Maximo 19,1 15
Repeticiones 1 3

Fuente: Elaboracién propia.

P =0,000 (P<0,0

Se puede observar que hay diferencias ente las medias de las UFC a los 30 segundos de
irradiado, donde el control obtuvo 19.10 y el experimental fue de 1,36. segun la prueba T
Student el valor de p es menor a 0.05 lo que nos permite inferir que, si existe diferencia
estadistica significativa, siendo este periodo de tiempo efectivo para el laser demostrando
una disminucion en el nimero de colonias donde el valor minimo fue de 1,2 y el maximo

1,5 demostrando la efectivad del laser a los 30 segundos.
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GRAFICO N° 7
COMPARACION ENTRE EL GRUPO CONTROL Y EL LASER DE DIODO DE
BAJA FRECUENCIA SOBRE ENTEROCOCCUS FAECALIS A LOS 30
SEGUNDOS, AREQUIPA 2022
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Fuente: Elaboracion propia.
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DISCUSION

En relacién con los resultados obtenidos por el laser de diodo de baja frecuencia sobre el
enterococcus feacalis, se demostro que este obtuvo una eficacia a partir de los 20 segundos

de aplicacion con un mejor resultado a los 30 segundos.

Asi mismo la investigacion realizada por los autores: Norbert Gutknech; Dirk Van
Gogswaardt, Georg Conrads, Christian Apel, Claus Schubert y Friedrich Lamper. La cual se
titula Diode laser radiation and its bactericidal effect in root canal wall dentin. Obtuvo

resultados similares con un 74% de eficacia a los 30 segundos de irradiacién (38).

Por su parte el investigador Benjamin Bernardo Barriga Pérez es su investigacion: Eficacia
antibacteriana de la activacién ultrasonica pasiva y el laser de diodo como procedimientos
complementarios a la desinfeccion endodontica. Obtuvo resultados 6ptimos con respecto a
esta investigacion con un 99.50% de eficacia, cabe mencionar que esta investigacion utilizo
el laser como método complementario a una desinfeccion, que tuvo una preparacion

quimico-mecénica de NaOCL al 25% y una terapia fotodinamica (39).

También tienen cierta coincidencia con el estudio hecho por: Pablo Betancourt, Josep
Arnabat- Dominguez, Miguel Vifas titulado: Irrigacion activada por laser en endodoncia.
2021 donde demuestran las limitaciones de una terapia endodéntica convencional deja un
35% de superficie de dentina sin preparar, donde la irrigacion activada por laser fue capaz

de generar una limpieza y desinfeccion al igual que la aplicacion de este proyecto (40).

Cabe mencionar gque existen mas estudios utilizando en laser como método complementario
de irrigacion como una terapia fotodindmica donde la investigacion denominada Efecto
antimicrobiano de la terapia fotodinamica sobre enterococcus faecalis, estudio in vitro como
autores a: Silva EJNL, Coutinho-Filho WP, Andrade AO, Herrera DR, Hirata-Junior R,
Coutinho-Filho TS, Krebs RL. Publicado en el afio 2011 donde utiliza el laser como una
terapia complementaria obteniendo resultados positivos y iguales que esta investigacion
(41).
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CONCLUSIONES
PRIMERA:

El laser de diodo experimental es eficaz frente a la bacteria enterococcus

faecalis.
SEGUNDA:

El laser de diodo experimental no demostro eficacia significativa frete a la

bacteria enterococcus faecalis a los tiempos irradiados de 5, 10 y 15 segundos.
TERCERA:

El laser de diodo experimental fue eficaz, con una reduccion significativa de
la bacteria enterococcus faecalis a los tiempos irradiados de 20, 25 y 30

segundos.
CUARTO:

Por lo tanto, se aprueba la hipotesis de la investigacion dado que hubo un
resultado eficaz a partir de los 20 segundos de irradiado con una notable

mejoria a los 30 segundos causando inhibicion de esta bacteria.
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RECOMENDACIONES

1. Se recomienda a los futuros tesistas trabajar en los tiempos efectivos con diferentes

secciones de trabajo.
2. Serecomienda trabajar con otros tiempos para comparar la efectividad.

3. A los investigadores se recomienda buscar un tipo de conductor que tenga mayor
efectividad con respecto al tiempo.

4. Alos creadores se les recomienda colocar sus efectos adversos si se sobrepasa el tiempo

de exposicion.
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ANEXO 1
FICHA DE OBSERVACION MICROBIOLOGICA

SENSIBILIDAD MICROBIANA:

ESPECIMEN: ENTEROCOCCUS FAECALIS

MEDICION A LAS 24, HORAS

VIABILIDAD

OBSERVACIONES
MUESTRA PLACAS TIEMPOS

5 10 15 20 25 30

+seg |seg |seg |seg |seg | seg

Grupo control
19.1 |19.1 | 191 |19.1 |191 |19.1

PROMEDIO

ler grupo |19.2 | 188 | 189 (84 |32 |15
Grupo de
resultados

2do grupo [ 19.1 |18.1 | 188 |83 |35 (14
exposicion
800nm/100

3er grupo 189 |19.2 189 |81 |31 |12
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ANEXO 2
SECUENCIA FOTOGRAFICA

1. AOBTENCION DE LA CEPA

2. REACTIVACION DE LA CEPA ATCC 29212
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3. OBSERVACION MACROCOPICA

4. SELECCION DE COLONIAS
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5. APLICACION DEL DISPOSITIVO
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