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Цель. Проверялось антимикробное воздействие фотоактивируемой дезинфекции (ФАД) с использованием толуидинa синего и светодиодной лампы на эндодонтических патогенах в планктонной взвеси и после инокуляции в удаленные зубы. Время излучения ограничивалось 30 секундами.
План исследований. Было проанализированное воздействие ФАД на планктонные взвеси кишечной палочки, кандиды белой, фекального стрептококка, фузобактерии и стрептококка S. Intermedius посредством регрессии Пуассона. Кроме того, в подготовленные корневые каналы удаленных коренных зубов был инокулирован стрептококк S. Intermedius. Воздействие фотоактивируемой дезинфекции, выполненной сразу после инокуляции или инкубации бактерий в течение суток, было определено посредством испытаний t по 2 измерениям.

Результаты. Фотоактивируемая дезинфекция привела к значительному снижению (Р < 0.001) количества всех жизнеспособных организмов в планктонной взвеси. Фотоактивируемая дезинфекция S. Intermedius в корневых каналах привела к среднему логарифмическому снижению 2.60 (Р < 0.001) сразу же после инокуляции  1.38 (Р < 0.001) после инкубации в течение суток.
Заключение. Фотоактивируемая дезинфекция с использованием традиционного источника света значительно снижает количество жизнеспособных эндодонтических патогенов в планктонной взвеси и в корневых каналах. (Челюстно-лицевая хирургия, челюстно-лицевая медицина, челюстно-лицевая патология, челюстно-лицевая радиология, эндодонтия, 2010; 109:634-641).
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При эндодонтической обработке часто бывают неудачи, Хотя контролируемые клинические исследования показали процент успешных попыток 85% и выше1-3, большинство перекрестных исследований открывают другую картину. В значительном количестве исследований, проведенных в разных странах, в 35-65% зубов4-9 с обработанным корневым каналом преобладала прикорневая рентгенопрозрачность. При относительно низкой чувствительности рентгенографической оценки для ранней диагностики прикорневого воспаления10, 11 эти цифры могут быть даже ниже реальной частоты эндодонтических проблем.
Кроме причин, связанных с безуспешным лечением, важную роль играет недостаточное удаление микроорганизмов, инфицирующих систему корневых каналов. Сложная дентальная анатомия в большой степени ограничивает влияние механической обработки. Даже при полной подготовке корневого канала использование традиционного ручного напильника, или титано-никелевых ротационных напильников не позволяет полностью удалить внутренний загрязненный слой дентина.12, 13
Кроме того, боковые каналы и апикальные ответвления недоступны для инструментов, предназначенных для обработки корневых каналов. Методы химической дезинфекции, поддерживающие инструментальную эндонтическую обработку, оказывают сильное бактерицидное воздействие, но в общем случае используемые оросители, такие как гипохлорит натрия (NaOCl) и хлоргексидин диглюконат, и гидроокись кальция в качестве промежуточного покрытия не всегда полностью искореняют всю микробную флору в инфицированных корневых каналах.14-16 Эндодонтические патогены выработали множество стратегий выживания в неблагоприятных условиях. Они могут поражать дентинные канальцы и существовать в поверхностных слоях дентина рядом с просветами каналов, а также могут образовывать биопленки, комплексные прикрепленные сообщества, имеющие множество адаптивных изменений в поведении, которые повышают их сопротивляемость воздействию химиотерапевтических средств по сравнению с их планктонными двойниками.19 Так как выживание микробов после обработки во время обтурации очевидно связано с неудачной обработкой, существует настоятельная необходимость повысить эффективность процедур дезинфекции при эндонтической терапии.
Фотоактивируемую дезинфекцию (ФАД) предложили, как дополнение к традиционной эндодонтической обработке. Свет соответствующей длины волны активизирует светочувствительную молекулу, прикрепленную к бактериальной/грибковой мембране, и, в конечном счете, приводит к получению высоко реактивных кислородных видов, способных убивать микроорганизмы. Во многих исследованиях сообщалось об успешном использовании лазерного света в сочетании с фотосенсибилизаторами.22-32 Однако, чтобы избежать термических повреждений прикорневых тканей,33,34 используемые в этих исследованиях лазеры характеризуются очень ограниченной выходной энергией. Это делает процедуру ФАД довольно продолжительной, так как время облучения составляет от 2.5 до 10 минут для одного канала. Кроме того, высокая стоимость лазерных устройств делает их недоступными для большинства врачей-клиницистов и препятствует их широкому использованию.
Решением этой проблемы могут стать традиционные источники. Они относительно недорогие и вызывают более безопасные повышения температур при воздействии на эмаль или дентин. Хотя по нашим сведениям они не использовались в эндодонтической терапии, они успешно применялись для обработки множества инфекций в дерматологии.37, 38  Кроме того, исследование ФАД, во время которого сравнивалось воздействие лазерного и традиционного источников света на периодонтальные патогены, показало многообещающие результаты в отношении использования неколлимированного света на зубочелюстные бактерии.39 В данном исследовании на всем протяжении экспериментов по изучению воздействия ФАД на эндодонтические патогены и в планктонной взвеси, и в корневых каналах удаленных коренных зубов человека использовалась светодиодная лампа, излучающая свет красного спектра. 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Микроорганизмы
В экспериментах использовались следующие организмы: кишечная палочка (Escherichia coli) (NCO 09001; Национальная коллекция типовых культур [NCTC], Лондон, Великобритания; = АТСС 11775Т), кандида белая (Candida albicans (NCPF 3179; NCTC; = АТСС 10231), фузобактерии (Fusobacterium nucleatum (NCO 10562; NCTC; = АТСС 10953), фекальный стрептококк (Enterococcus faecalis (CCUG 19916; Коллекция культур Готенбургского университета, Швеция) и стрептококк (Streptococcus intermedius (SK 54; M. Килиан, Университет в Аархусе, Дания; = АТСС 273355Т). Escherichia coli, Enterococcus faecalis и Streptococcus intermedius культивировались на кровяном агаре, а Fusobacterium nucleatum выращивался на модифицированном Колумбийском кровяном агаре.40 Все бактерии культивировались анаэробно при 37 ºС. Бактерии Candida albicans выращивались на агаре Sabouraud при температуре 37 ºС в воздухе, обогащенном 5% СО2. Эксперименты с привлечением бактерий проводились с жидкими культурами в бляшкообразующей среде. Бляшкообразующая среда содержит 10 г пептона триптона (Difco, West Molesey, Великобритания), 10 г экстракта дрожжей (Difco), 2.5 г К2НРО4, 2.5 г MgSO4 x 7H2O, 2 г крахмала, 2 г глюкозы, 1 г L-хлоридцистеина и 1000 мл дистиллированной воды с рН 741. После центрифугирования при 3000 об/мин в течение 5 минут бактериальный осадок снова эмульгировался в стерильном 0.85% солевом растворе и промывался. Затем суспензии Streptococcus intermedius интенсивно перемешивались со стерилизованными стеклянными шариками (100 мкм) в течение 2 минут, чтобы разрушить бактериальные агрегаты. Для инфицирования удаленных зубов в течение ночи использовались культуры Streptococcus intermedius в бляшкообразующей среде. Бактерии Candida albicans непосредственно передавались из агара в 0.85% стерильный солевой раствор. После калибровки в соответствии с количеством клеток в счетной камере оптического микроскопа для настройки концентрации микроорганизмов на 107 – 108 /мл для всех экспериментов использовался спектрофотометр (Шимадзу, Киото, Япония) при длине волны 550 нм (таблица I).
Источник света и фотосенсибилизатор
Во всех экспериментах в качестве источника использовалась светодиодная лампа, излучающая свет в красном спектре, с пиком мощности 628 нм (FotoSan; CMS Dental, Копенгаген, Дания). На рис. 1 показано относительное спектральное распределение мощности. Измеренная выходная энергия составляла 1 Дж/с. Свет направлялся двумя разными путями в зависимости от экспериментальной установки. Для фотоактивируемой дезинфекции микроорганизмов в планктонной суспензии была предусмотрена лампа с короткой конической проводящей насадкой с диаметром торца конуса 4 мм. Эта насадка называется планктонной. В экспериментах с ФАД на удаленных зубах устанавливалась более длинная коническая насадка, известная как эндодонтическая насадка (ENDO) (рис. 2). При диаметре верхушечной части 500 мкм и конусности 0.03, эту насадку можно вставлять в каналы до 3 мм от рабочей длины и направлять свет в верхушечные части. Был приготовлен водный раствор О-толуидина синего (ТВО; Sigma-Aldrich, Сэнт Луис, МО), тиазиновый краситель семейства хинонов –иминов в концентрации от 10 мкг/мл до 100 мкг/мл и сохранялся в темном месте при температуре 4 ºС до его использования в экспериментах в качестве фотосенсибилизатора. 
Обработка микроорганизмов ФАД в планктонной суспензии
В первой части все 5 организмов подвергались ФАД: в крышку стерильной трубки Эппендорфа объемом 1.5 мл ввели 100 мкл раствора ТВО (О-толуидин голубой) в концентрации 100 мкг/мл и равный объем бактериальной/грибковой суспензии и тщательно перемешали стерильным наконечником пипетки. Через одну минуту после введения ТВО в суспензию вставлялась планктонная насадка и в течение 30 секунд происходило облучение. Обработка для негативного контроля выполнялась посредством смешивания 100 мкл микробной суспензии с равным объемом 0.85% стерильного солевого раствора вместо раствора ТВО. Через одну минуту после смешивания на 30 секунд вставлялась планктонная насадка, но проба не облучалась. Чтобы проанализировать воздействие только ТВО, смешивались равные объемы микробной суспензии и раствора ТВО, а насадка для полости зуба вставлялась на 30 секунд без облучения пробы. Чтобы проанализировать потенциальное воздействие одного света, смешивались равные объемы бактериальной/грибковой суспензии и стерильного солевого раствора, после чего смесь подвергалась облучению в течение 30 секунд. Для каждого из 5 организмов микробная суспензия для всех 4 опытов была взята из одной и той же исходной суспензии. Сразу же после обработки из крышки трубки был взята аликвотная проба 150 мл, которая подвергалась последовательному разведению. Две аликвотные пробы по 100 мкл после каждого разведения распределялись по агаровым пластинкам и подвергались инкубации в течение 48 часов. Количество выживших микроорганизмов учитывались на 8 агаровых пластинах. Так как Candida albicans показала устойчивость к ФАД, был проведен дополнительный эксперимент. Концентрация клеток была настроена 4 х 106 колониеобразующие единицы (кое)/мл, а время облучения составило 120 секунд.
Таблица I. Среднее количество колониеобразующих единиц (кое) микроорганизмов в планктонной суспензии

	Экспериментальные условия

	Виды
	T-L-
	T+L-
	T-L+
	T+L+

	
	КОЕ
	%SF
	КОЕ
	%SF
	95%CI
	КОЕ
	%SF
	95%CI
	КОЕ
	%SF
	95%CI

	E. coli
	1.13 x 108
	100
	1.03 x 108
	91.5
	82.9-101.1
	1.05 x 108
	92.6
	83.8-102.4
	4.92 x 100*
	4.4 x 10-6
	7.7 x 10-7 -2.5x10-5

	C. albicans
	3.16 x 107
	100
	2.90 x 107
	91.8
	83.2-101.2
	2.84 x 107 *
	89.9
	83.9-96.2
	1.06 x 107 *
	33.6
	25.1-45.1

	E. faecalis
	2.18 x 107
	100
	1.93 x 107
	87.9
	71.7-107.9
	1.91 x 107
	87.4
	72.8-104.9
	6.24 x 104 *
	0.3
	0.2 – 0.4

	F. nucleatum
	2.78 x 107
	100
	2.74 x 107
	98.3
	84.4-114.5
	2.86 x 107
	103.1
	83.0-128.1
	7.26 x 105 *
	2.6
	1.7 – 4.0

	S.intermedius
	2.96 x 107
	100
	2.96 x 107
	99.6
	88.0-112.7
	3.12 x 107
	105.6
	94.9-117.4
	0*
	0
	-


T-L-, без ТВО, без обработки светом (обработка для отрицательного контроля); T+L-, 100 мкг/мл ТВО, без обработки светом; T-L+, без ТВО, облучение в течение 30 секунд; SF, доля выживших микробов; CI, интервал достоверности.
*Статистически значащее снижение.
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Рис. 1. Относительное спектральное распределение энергии светодиодной лампы, используемой в экспериментах
Relative Spectral Power/Относительная мощность спектра
Wavelength (mm)/Длина волны (мм)
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Рис. 2. Коническая насадка, установленная на лампе для эндодонтических экспериментов с использованием ФАД
Во второй части были выполнены дополнительные эксперименты на суспензиях E.coli. В одной серии экспериментов растворы, содержащие 10 мкг/мл, 25 мкг/мл, 50 мкг/мл или 100 мкг/мл ТВО, смешивались с бактериальными пробами и облучались в течение 10 секунд. В другой серии экспериментов равные объемы суспензии E. coli и 100 мкг/мл раствора ТВО подвергались облучению в течение 10, 20 или 30 секунд. Обработка для негативного контроля со стерильным солевым раствором вместо ТВО и без облучения была  включена во все эти эксперименты. И опять, все бактериальные аликвотные пробы для 1 серии экспериментов получены из одной исходной суспензии. После обработки, выполнялось разведение, посев и подсчет, как описывалось ранее. Все эксперименты, выполняемые на микроорганизмах в планктонной суспензии, повторялись на другой день.
Подготовка зубов к эндодонтической обработке ФАД

Для эндодонтических экспериментов собрали и хранили в 70% этаноле 80 недавно удаленных коренных зубов человека, 40 из них были взяты из верхней челюсти, 40 – из нижней. Ни один из этих зубов не подвергался эндодонтической обработке перед удалением. После удаления кариозной субстанции из зуба доступ в пульпарные камеры улучшился и для обработки был выбран самый изогнутый корневой канал каждого зуба. Углы между коронками и апикальными частями корней измерялись по методу Шнейдера и находились в диапазоне от 2º до 63º. 42 Подготовка каналов осуществлялась с помощью ряда ротационных титаново- никелевых напильников (ProTaper; Dentsply Maillefer, Ballaigues, Швейцария) для достижения окончательных размеров канала согласно ISO 40 в апикальном сужении. Между каждыми 2 инструментами канал ополаскивался большим количеством 0.5% раствора NaOCl. После формирования самого изогнутого канала верхушка была запломбирована стеклоиономерным цементом (CcFuji II; GC Corporation, Токио, Япония), если остались отверстия каналов, которые не подвергались подготовке. После этого сформированный канал орошался 1 мл 17% раствора EDTA (этилендиаминтетраацетат) в течение 3 минут, чтобы удалить слой грязи, затем 1 мл 6% раствора  NaOCl в течение 3 минут. Поверхности корней коренных зубов, используемых для бактериальной инкубации в течение суток, покрывались 2 слоями лака для ногтей, чтобы предотвратить утечки. Все зубы подвергались обработке в автоклаве при температуре 121 ºС в течение 20 минут и до использования хранились по отдельности в 0.85% стерильном солевом растворе. После экспериментов зубы снова промывались растворами EDTA (этилендиаминтетраацетат) и NaOCl, как описывалось выше, затем опять подвергались обработке в автоклаве и использовались еще раз.
Эндодонтическая обработка ФАД
Для всех эндодонтических экспериментов ФАД использовались культура S.intermedius. Перед инокуляцией каждого зуба предварительно подготовленный канал и пульпарная камера тщательно осушались с помощью стерильных эндодонтических бумажных штифтов (ISO 35; Coltene/Whaledent, Langenau, Германия).
Были выполнены две серии экспериментов. В первой серии обработка ФАД выполнялась сразу же после бактериальной инокуляции. Двадцать зубов подвергались обработке ФАД, а другие двадцать подвергались обработке для негативного контроля. Бактериальная затравка для одного зуба, обработанного ФАД, и соответствующего зуба для негативного контроля была взята из одной и той же исходной суспензии. 
Процедура обработки ФАД. 75 мл бактериальной суспензии и такой же объем раствора ТВО (100 мкг/мл) смешивались в течение 10 секунд и вводились в канал с помощью стерильного одноразового эндодонтического шприца (VMK-Endoneedle; Vedefar, Dilbeek, Бельгия). Стерильный эндодентический напильник (ISO 15, нержавеющая сталь; Kerr, Scafati, Италия) вставили на рабочую длину и осторожно подвигали, чтобы удалить потенциальные пузырьки воздуха. С помощью стерильной пипетки удалили излишек жидкости из пульпарной камеры. При этом, только остаток суспензии внутри корневого канала подвергался фотоактивируемой дезинфекции и последующему отбору проб. Через шестьдесят секунд после инокуляции в канал вставили эндодонтическую насадку светодиодной лампы и в течение 30 секунд выполняли облучение. После извлечения эндодонтической насадки в канал вставили и вытащили через 15 секунд стерильный эндодонтический бумажный штифт (ISO 20; Coltene/Whaledent), который впитал часть остатков. Затем этот штифт поместили в 1 мл 0.85% стерильного солевого раствора и интенсивно встряхивали в течение 1 минуты. После этого штифт удалили и последовательно выполнили разведение, высев в двойном размере и подсчет, как описано в отношении планктонных экспериментов.
Процедура обработки для негативного контроля. При обработке для негативного контроля бактериальная суспензия перед инокуляцией смешивалась с равным объемом 0.85% стерильного солевого раствора вместо ТВО. Эндонасадка вставлялась в канал, но не облучение не осуществлялось. Все остальные шаги соответствовали процедуре ФАД. После обработки все 40 зубов снова подвергались стерилизации, как описано выше, и те 20 зубов, которые были обработаны для негативного контроля, теперь подвергались ФАД, а те зубы, которые обрабатывались ФАД в первой части испытаний, теперь обрабатывались для негативного контроля, в результате было выполнено 40 обработок ФАД и 40 контрольных обработок.
Вторая серия
Во второй серии экспериментов обработка выполнялась после бактериальной инкубации в течение суток. Все зубы подвергались инокуляции в 75 мл суспензии S. intermedius. С помощью стерильного напильника (ISO 15) смесь осторожно перемешивали. Зубы подвергались инкубации при 37 ºС в анаэробных условиях. И опять, половина зубов подвергалась ФАД, а другая половина обработке для негативного контроля.
Процедура обработки ФАД. Остаток бактериальной суспензии осторожно поглотили с помощью стерильных бумажных штифтов. В корневой канал ввели 75 мкл раствора ТВО (100 мкг/мл). Чтобы способствовать проникновению фотосенсибилизатора в стенку канала, в течение 30 секунд выполняли круговую опиловку с помощью стерильного эндодонтического напильника (ISO 35, нержавеющая сталь; Kerr). Вставили эндодонтическую насадку, и в течение 30 секунд выполняли облучение. После этого насадку удалили, а канал тщательно высушили с помощью стерильных бумажных штифтов. Затем в канал ввели 15 мкл 0.85% стерильного солевого раствора и в течение 30 секунд выполняли круговую опиловку с помощью стерильного эндодонтического напильника (ISO 35). Вставили два стерильных бумажных штифтаа (ISO 20), чтобы впитать часть полученной бактериальной суспензии, затем поместили их в 1 мл 0.85% стерильного солевого раствора вместе с эндодонтическим напильником и интенсивно  перемешивали в течение 1 минуты. После чего напильник и бумажные штифты вынули и последовательно выполнили разведение, высев и подсчет.
Процедура обработки для негативного контроля. Вместо ТВО в каналы ввели 75 мкл солевого раствора. Были вставлены эндонтические наконечники, но излучение не производилось. Все остальные шаги выполнялись, как в процедуре ФАД. После обработки коренные зубы дезинфицировались, стерилизовались и предоставлялись для обработки по следующей процедуре, как описано выше, с общим количество обработок – 20 ФАД и 20 контрольных.
Чтобы исключить загрязнение, в каждый эндонтический эксперимент с использованием ФАД включили 1 дополнительный стерильный контрольный зуб. Вместо бактериальной суспензии в канал вводили 75 мкл 0.85% стерильного солевого раствора. Все остальные шаги выполнялись, как при обработке для отрицательного контроля.

Статистический анализ
Для анализа результатов экспериментов, выполненных на микроорганизмах в планктонной суспензии, использовались регрессии Пуассона, при условии, что случайное изменение результатов подсчета можно описать распределением Пуассона, среднее значение которого всегда будет пропорционально коэффициенту разведения. Каждый организм рассматривался отдельно. Для учета возможного группового распределения вычислялись стандартные устойчивые погрешности. Результаты каждой обработки представлялись, как выживаемость микробов при обработке для негативного контроля (T-L-, стерильный солевой раствор вместо ТВО, без облучения). Выживаемость оценивалась, как соотношение средних количеств для данного разведения.
Эксперименты на зубах представляют собой двухступенчатые перекрестные исследования с 2 группами обработки (обработка ФАД и обработка для негативного контроля). Одна группа зубов сначала была обработана ФАД, а затем получила обработку для негативного контроля. Другая группа получила идентичные обработки, но в обратном порядке. Для каждого периода результаты проверки зубов обобщались и представлялись, как среднее количество выживших микроорганизмов в зависимости от используемых коэффициентов разведения. Анализ перекрестных экспериментов затем применялся к логарифму этих количеств. В этом анализе оценивалась гипотеза идентичного выживания путем сравнения разностей логарифмов учтенных количеств в первом и во втором периодах при использовании t-испытаний с двумя пробами. Логарифм выживаемости оценивался, как полуразность средних разностей в каждой группе.
При оценке результатов статистических испытаний использовался 5% уровень значимости. Результаты оценки представляются с 95% интервалом достоверности (CI). Для статистического анализа использовалась стата 1043.

Результаты

Обработка ФАД микроорганизмов в планктонной суспензии
Основанием для сравнения на протяжении исследования служили значения КОЕ/мл после обработки для негативного контроля (без облучения, стерильный солевой раствор вместо ТВО) (Таблица 1). В первой части применение 100 мкг/мл ТВО без облучения привело к умеренному снижению количества выживших бактерии всех 5 организмов, ни одно из которых не оказалось статистически значащим. Подобным образом, терапия облучением без фотосенсибилизатора не достигла значительных степеней уничтожения в отношении каких-либо организмов. Однако среднее снижение 10.1% (логарифмическое снижение 0.046 при использовании десятичного логарифма) клеток C.albicans при воздействии одним светом оказалось статически значащим (Р = .002). Обработка ФАД при использовании ТВО в концентрации 100 мкг/мл и при облучении в течение 30 секунд привела к высокому значащему снижению (Р < .001) жизнеспособных количеств всех организмов по сравнению с результатами обработки для негативного контроля. Однако есть подозрения, что ФАД по-разному воздействует на разные организмы. Полного или почти полного уничтожения можно добиться в отношении S. Intermedius и E. Coli (кишечная палочка), затем идет E. Faecalis со средней степенью уничтожения 99.7% (логарифмическое снижение 2.60 log10) и F. Nucleatum со средней степенью уничтожения 97.4% (логарифмическое снижение 1.58 log10). Бактрия Candida albicans (кандида белая) оказалась наименее чувствительной из рассматриваемых организмов, характеризующейся средней выживаемостью после обработки 33.6% (логарифмическое снижение 0.47 log10). После облучения суспензий Candida albicans в течение 120 секунд можно было достигнуть гораздо более низкую степень выживаемости 0.003% (95% интервал достоверности 0.00071‰ – 0.014‰; логарифмическое снижение 5.50 log10) по сравнению с обработкой для негативного контроля. На рис. 1 показаны сравнительные данные.
Во второй части сравнивалось влияние разных концентраций ТВО. Применение концентраций 10 мкг/мл, 25 мкг/мл, 50 мкг/мл и 100 мкг/мл в сочетании с облучением в течение 10 секунд привело к средней выживаемости кишечной палочки (E. Coli) 0.067 ‰ (95% интервал достоверности 0.024‰ – 0.131‰; логарифмическое снижение 4.18 log10), 0.055 ‰ (95% интервал достоверности 0.030‰ – 0.087‰; логарифмическое снижение 4.26 log10), 0.1 ‰ (95% интервал достоверности 0.052‰ – 0.194‰; логарифмическое снижение 4.00 log10) и 0.03 ‰ (95% интервал достоверности 0.016‰ – 0.057‰; логарифмическое снижение 4.52 log10), соответственно. Обработка 100 мкг/мл ТВО оказалась гораздо эффективнее, чем при других используемых концентрациях (Р < .001). Более того, сравнивалось влияние обработки при различных периодах облучения. Десять секунд облучения светом в сочетании с ТВО в концентрации 100 мкг/мл привели к средней выживаемости кишечной палочки (E. Coli) 0.057 ‰ (95% интервал достоверности 0.040‰ – 0.082‰; логарифмическое снижение 4.24 log10), а полное уничтожение достигалось посредством облучения в течение 20 или 30 секунд. По этим результатам для экспериментов с зубами выбрали облучение светом в течение 30 секунд.
Эндодонтическая обработка ФАД
Отсутствие пригодных для обработки микроорганизмов в пробах, полученных со стерильных контрольных зубов, подтвердило успешную стерилизацию и чистую обработку коренных зубов при экспериментах. Выполнение ФАД на культурах S. Intermedius сразу же после инокуляции зубов (30 с, 100 мкг/мл ТВО) обеспечило среднюю выживаемость 0.25 ‰ (95% интервал достоверности 0.07‰ – 0.94‰; логарифмическое снижение 2.60 log10) по сравнению с обработкой для негативного контроля (Р < .001). Обработка ФАД зубов с выращенными на них в течение суток бактериями S. Intermedius оказывает воздействие более низкой, но все еще очень высокой значимости (Р < .001). Средняя выживаемость составила 4.18 ‰ (95% интервал достоверности 1.90‰ – 9.17‰; логарифмическое снижение 1.38 log10).
ОБСУЖДЕНИЕ
Риск повреждения околоверхушечных тканей из-за генерирования тепла налагает ограничения на энергию лазерных устройств, используемых для эндодонтической обработки ФАД. Они обычно работают с выходной мощностью ≤ 100 мВт23. Следовательно, эффективное уничтожение эндодонтических патогенов представляет собой процедуру, которая требует времени. Светодиодная лампа, используемая в данном исследовании, обеспечивает гораздо более высокую энергию на выходе, излучая 1 Дж/секунда. Повышение температуры у поверхности корня в этом исследовании не измерялось, но маловероятно, что произойдет термическое повреждение из-за обработки, потому что зуб и даже эндонаконечник можно держать в руках во время процедуры облучения, не замечая изменения температуры. Лампа использовалась для коротких периодов облучения в течение 30 секунд, чтобы можно было исследовать воздействие ФАД с традиционным источником света на микроорганизмы, инфицирующие корневые каналы.
Первый этап эксперимента фокусировался на микробах в планктонной суспензии. При инфицировании бактериями E. faecalis и S. Intermedius для исследования выбрали 2 грамположительных случайных анаэроба. Кроме того, для F. nucleatum выбрали грамотрицательный обязательный анаэроб и для C. albicans – дрожжи. Все эти 4 организма были повторно использованы для первичного и вторичного эндодонтического инфицирования с помощью современных методов анаэробного выращивания культур и методов на основе ДНК.44-48 И, наконец, в эксперименты включили грамотрицательный произвольный анаэроб E.coli. В течение ограниченного периода облучения 30 секунд можно было наблюдать непревзойденное  бактерицидное влияние на суспензии S. Intermedius и E.coli. Enterococcus faecalis и F. Nucleatum проявили прекрасную восприимчивость к обработке, в то время как среднюю степень уничтожения Candida albicans 66.37% (логарифмическое снижение 0.47 log10) нельзя считать удовлетворительной. Причины могут быть связаны со значительным размером клеток Candida albicans с учетом высокой летальной дозы синглетного кислорода. Этот вывод подтверждается гораздо более высокой средней степенью уничтожения 99.9997% (логарифмическое снижение 5.50 log10), достигаемой в дополнительных экспериментах с Candida при использовании более продолжительного облучения в течение 120 секунд. Кроме того, как продемонстрировали Демидова и Хамблин49, эффективность обработки Candida albicans методом ФАД значительно снижается по мере возрастания концентрации клеток в облученной суспензии. Сопоставление лампы с 3 х 107 КОЕ/мл, конечно, сложная проблема, к тому же, возникает высокая бактериальная нагрузка в сравнении с типичной ситуацией в организме. Частично улучшение результатов обработки в дополнительных экспериментах с Candida можно объяснить низкой начальной концентрацией клеток 4 х 106 КОЕ/мл.
На втором этапе исследований на удаленных коренных зубах применялась обработка ФАД. Культуры S.intermedius были выбраны для данных экспериментов, благодаря их высокой восприимчивости к ФАД и легкости выращивания. Так как планктонная часть не показала влияние только ТВО или только света, выполнили всего 2 серии – фактическую обработку ФАД, и обработку для отрицательного контроля (без облучения, стерильный солевой раствор вместо ТВО). Во всех экспериментах на зубах использовался раствор ТВО 100 мкг/мл, потому что дополнительные эксперименты на планктонных суспензиях E.coli показали, что концентрация 100 мкг/мл обеспечивает более высокие степени уничтожения, чем  более низкие концентрации ТВО. Так как самой трудной задачей практикующих врачей является эндодонтическая обработка коренных зубов, особенно, изогнутых корневых каналов50, для подготовки были выбраны самые кривые корни коренных зубов. Инокулирование одного зуба, запланированного для ФАД, и соответствующего зуба для отрицательного контроля посредством одной и той же исходной суспензии снизило отклонение количества клеток в бактериальном инокуланте до минимума. Взаимозаменяемость режимов обработки двух парных зубов после стерилизации устранила влияние анатомических отклонений на результат обработки. О повторном использовании зубов после стерилизации сообщалось в отчетах нескольких исследований.22, 28, 29
Было выполнено два разных вида эндодонтических экспериментов. В первой части S.intermedius подвергался обработке ФАД сразу же после инокуляции зубов, в то время как во второй части культуры S.intermedius подвергались инкубации в течение суток внутри корневых каналов и обрабатывались на следующий день. В первой экспериментальной ситуации организмы все еще оставались в планктонном состоянии, потому что у них не было времени осесть на стенках канала, внедриться в дентинные канальца или, возможно, даже образовать биопленку из бактерий одного вида. Перед облучением были приняты меры по удалению жидкости из пульпарной полости. При этом обработке ФАД подвергался только остаток суспензии в корневом канале, пробу которой затем брали с помощью бумажного штифта. Это позволило проверить, достаточно ли количество неколлимированного света, который может пройти через направляющий наконечник в корень и дойти до верхушечной части канала, для того, чтобы достигнуть клинически надлежащего снижения бактериальной нагрузки. По пути теряется много света. Хотя внутри крышек трубок можно достичь полного уничтожения 3 х 107 организмов на литр, в среднем, в корневых каналах выжило 0.3% организмов (логарифмическое снижение 2.51 log10). Все же можно подтвердить, что эффективная часть света, хотя и неколлимированного, достигает внутренней части канала, и, конечно, снижение на 99.7% (2.51 log10) является очень важным снижением в клинической ситуации.
Вторая экспериментальная установка сфокусировалась на бактериях, приставших к стенкам канала. Исследование, проведенное Соукосом и др.31 при помощи сканирующего электронного микроскопа, показало, что процедура мойки, выполненная после эндодонтической подготовки зубов (1 мл 17% раствора EDTA в течение 3 минут, затем 1 мл 6% раствора NaOCl в течение 3 минут), удалила слой со стенок и оставила дентинный каналец открытым для проникновения бактерий. В этой части экспериментов перед ФАД- терапией была тщательно высушена пульпа зуба, и взяты пробы для микробной оценки, полученные с помощью круговой опиловки корневого канала. Среднее снижение микробов после обработки 95.82% (1.38 log10) показало, что свет влияет слабее на приросшие организмы, чем на бактерии во взвеси в просвете канала, но также подтверждается, что эффективная часть света может достичь приросших бактерий и что можно достигнуть значительного и клинически соответствующего снижения эндодонтических патогенов, инфицирующих зуб.
ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Насколько нам известно, это первое исследование, в котором для эндодонтической фотоактивируемой дезинфекции (ФАД) используется лампа, а не лазер. Оно подтвердило, что неколлимированный свет может достигать подготовленных корневых каналов, до некоторой степени проникать в дентинные канальца и эффективно убивать эндодонтические болезнетворные микробы в течение короткого времени облучения, равного 30 секундам. Дальнейшие исследования определят, могут ли полученные результаты описанных здесь экспериментов, соответствовать условиям в живом организме.
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