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RESUMO: O laser de baixa potência vem sendo usado para acelerar a cicatrização
em úlceras de pressão devido a seus efeitos cicatrizante, antiinflamatório,
antiedematoso e analgésico. No entanto, não há consenso quanto a seu efeito
em úlceras infectadas. O objetivo deste estudo foi verificar o efeito bactericida
da laserterapia e da terapia fotodinâmica (TFD) com laser de baixa potência,
InGaP, 670 nm, em doses de 2, 4 e 6 J/cm2, em bactérias gram-positivas e
gram-negativas in vitro. Foram preparadas 32 placas de Petri com bactérias, 16
com Pseudomonas aeruginosa e 16 com Staphilococcus aureus. Aleatoriamente
dividiu-se cada grupo em oito subgrupos (duas placas cada): três subgrupos tratados
só com laserterapia, em doses de 2 J/cm2,  4 J/cm2 e 6 J/cm2; três subgrupos
tratados com TFD, em doses de 2 J/cm2,  4 J/cm2 e 6 J/cm2; um tratado apenas
com fotossensibilizante (azul de metileno a 0,1 µg/ml); e um subgrupo não
tratado (controle). Os subgrupos laser e TFD foram irradiados uma única vez e
incubados por 24 horas. Os outros dois subgrupos não receberam irradiação.
As culturas foram analisadas visualmente para verificação ou não do halo de
inibição. Em todos os subgrupos, de ambas as bactérias, não foi observado
qualquer halo de inibição nem de crescimento. Conclui-se que a terapia a
laser e a fotodinâmica de baixa potência (InGaP, 670 nm) não produziram
efeitos bactericidas e/ou bacteriostáticos, tampouco tendo havido efeito
bioestimulante sobre as bactérias.
DESCRITORES: Bactérias/efeitos de radiação; Fotoquimioterapia/utilização; Terapia

a laser de baixa intensidade

ABSTRACT: Low-level laser therapy has been used to speed up healing process
of pressure ulcers due to its antiinflammatory, analgesic, anti-edematous,
and scarring effects. However there is no consensus on its effect on infected
ulcers. The aim of this study was to verify the bactericidal effect of low-
level laser therapy (InGaP, 670 nm) and photodynamic therapy (PDT) at 2,
4 and 6 J/cm2 doses, onto gram-negative and gram-positive bacteria in vitro.
Thirty two Petri plates were prepared, 16 with Pseudomonas aeruginosa and
16 with Staphilococcus aureus, and divided into eight subgroups each: three
subgroups treated with 2 J/cm2, 4 J/cm2, and 6 J/cm2 laser; three subgroups
treated with 2 J/cm2, 4 J/cm2, and 6 J/cm2 PDT; one treated solely with
photosensitiser; and a non-treated (control) subgroup.  Laser and PDT groups
were irradiated once and incubated for 24 hours; the other two subgroups
underwent no irradiation. Cultures were visually analysed in search of
inhibition haloes. In all subgroups, for both bacteria, no inhibition or growing
signs could be detected. Hence neither low-level laser or PDT (InGaP, 670
nm) produced any bactericidal or bacteriostatic effect,  nor any
biostimulation effect,  onto analysed bacteria.
KEY WORDS: Bacteria/radiation effects; Laser therapy, low level; Photochemotherapy/

utilization
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INTRODUÇÃO
Infecções causadas por Pseudomonas

aeruginosa e Staphilococcus aureus
estão entre as de maior ocorrência em
hospitais e são as duas bactérias mais
freqüentes em úlceras de pressão1,2.
Tais infecções podem atrasar ou impedir
o processo de cicatrização de uma feri-
da, bem como debilitar o estado geral
do paciente levando-o, em casos mais
extremos, à morte3-5. Feridas infecta-
das, em especial as úlceras de pres-
são, constituem uma complicação
clínica importante, com possível inci-
dência em até 28% da população inter-
nada em hospitais, gerando gastos anuais
estimados em mais de 1 bilhão de
dólares com diagnóstico e tratamento6.

A fisioterapia tem um papel na
prevenção e tratamento de tais feridas,
lançando mão de recursos físicos
como o laser, para acelerar o processo
de cicatrização dos tecidos envolvi-
dos7,8. Entretanto, a infecção da ferida
constitui uma barreira à aplicação da
terapia laser, pois acredita-se que a
radiação pode causar aumento do
crescimento bacteriano9.

Embora alguns estudos comprovem
o efeito bactericida e/ou bacteriostáti-
co do laser, permanece ainda o parado-
xo de estudos que verificaram aumento
do crescimento bacteriano (prin-
cipalmente de cepas de Escherichia
coli)10-13. Nussbaum et al.14, ao irradiar
com 660 nm P. aeruginosa, E. coli e S.
aureus, observaram efeitos marginais
no crescimento bacteriano (p=0,07),
com tendência geral de diminuir o
crescimento. Porém, em outros com-
primentos de onda (630 e 810 nm)
houve aumento geral no crescimento;
apenas com 905 nm o crescimento não
foi significativo. Relatam ainda que,
sobre o Staphylococcus aureus, não
houve efeito geral no crescimento.

Em outro estudo, os mesmos auto-
res15 analisaram os efeitos de 810 nm
sobre as mesmas bactérias, alterando
a forma de entrega do laser. Ao avaliar
as formas de entrega pulsada e con-
tínua, obtiveram resultados bastante
controversos, mas relatam que o
crescimento bacteriano aumentou no

modo contínuo apenas com 1 J/cm2,
independente da espécie. Variando a
modulação de freqüência e dose,
induziu-se intensamente o crescimento
de Pseudomonas aeruginosa; sobre
Staphylococcus aureus, o efeito ocor-
reu principalmente em altas freqüências
(1000 e 3800 Hz); e sobre Escherichia
coli, apesar de em 1000 Hz ter ocorrido
aumento de 138%, não houve efeitos
estatisticamente significativos.

Postula-se que o efeito bactericida
da laserterapia de baixa potência
(efeito direto na membrana bacteria-
na) ocorra em virtude da absorção de
fótons por cromóforos endógenos
(dentro da bactéria), com concomitan-
te produção de moléculas altamente
reativas e citotóxicas, que provocam
a ruptura da membrana e morte
bacteriana11.

A terapia fotodinâmica (TFD) é
usada pela medicina no tratamento
alternativo para tumores superficiais
pequenos. Tal técnica consiste na
administração de um corante (fotos-
sensibilizante) com posterior aplica-
ção de radiação laser. O poder bacte-
ricida da TFD pode ser explicado pela
escassa atenuação do laser em virtude
da otimização da absorção gerada
pelo corante, bem como pela produ-
ção de radicais livres (citotóxicos)
pelo próprio corante, causando lesão
na parede bacteriana16-18.

O aumento da resistência das bac-
térias às drogas antibióticas gera a
necessidade de desenvolver novos
meios bacteriostáticos e bactericidas
que colaborem com a terapêutica de
indivíduos infectados. No entanto, há
poucos trabalhos que forneçam dados
práticos sobre o efeito bactericida da
TFD e da laserterapia de baixa po-
tência, não havendo consenso nos
resultados dessas terapias em feridas.
Os estudos sobre o efeito bactericida
de tais terapias usam vários tipos de
laser, com diferentes comprimentos de
onda, potência e doses de irradiação,
e nenhuma recomendação pode ser
feita a respeito do tipo de laser e com-
primento de onda ótimo para tal te-
rapia6.

O objetivo deste trabalho foi anali-
sar o efeito bactericida in vitro da
terapia fotodinâmica e da laserterapia
de baixa potência (InGaP, 670 nm)
sobre as principais bactérias presentes
em úlceras de pressão infectadas, em
bactérias gram-positivas e gram-
negativas, com doses de 2, 4 e 6 J/cm2,
buscando a padronização de uma do-
sagem para o tratamento de tecidos
infectados.

METODOLOGIA
Este estudo foi desenvolvido no La-

boratório de Microbiologia da Uni-
versidade Estadual do Oeste do Paraná
(Unioeste).

Culturas bacterianas
Foram utilizadas bactérias da bac-

terioteca do Laboratório descritas na
literatura como causadoras de infecção
em úlceras de pressão. Cada grupo de
bactérias foi diluído em solução fisio-
lógica estéril, para obter a escala de
turbidez semelhante à escala 0,5 de
MacFarland (equivalente a 1,5 x 108
UFC/ml).

Para a amostra tratada com terapia
fotodinâmica (TFD) foi acrescido 0,1
µg/ml de corante (azul de metileno)
às bactérias nos tubos de ensaio.
Dentro de 15 minutos procedeu-se à
semeadura, introduzindo um cotonete
(swab) estéril na suspensão (retirando
o excesso pressionando na lateral do
tubo) e estriando toda a superfície de
uma placa de Petri com 50 mm de
diâmetro, contendo o meio de cultura
Ágar Mueller-Hinton (AMH) por duas
vezes, girando a placa a 90° entre uma
estriação e outra para obter uma
inoculação homogênea.

Equipamento
Foi utilizado o equipamento Laser,

InGaP, da marca Bioset®, modelo
Physiolux Dual, com os seguintes pa-
râmetros: saída de 30 mW, compri-
mento de onda 670 nm, feixe de luz
único de cor vermelha, emissão con-
tínua e direta. O aparelho foi aferido
previamente ao início dos trabalhos.
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Amostra
Foram preparadas 32 placas de Petri

com meio de cultura AMH, onde foram
semeadas as bactérias Pseudomonas
aeruginosa (bactérias gram-negativas)
(16 placas) e Staphilococcus aureus
(bactérias gram-positivas) (16 placas),
a partir de cepas padrão.

Aleatoriamente dividiu-se cada
grupo em oito subgrupos (com duas pla-
cas cada), a saber: a) três subgrupos
tratados somente com laserterapia,
com dosimetrias em 2 J/cm2,  4 J/cm2

e 6 J/cm2; b) três subgrupos tratados
com TFD, com dosimetrias em 2 J/cm2,
4 J/cm2 e 6 J/cm2; c) um subgrupo
tratado somente com fotossensibilizan-
te – azul de metileno a 0,1 µg/ml; d) e
um subgrupo não tratado (controle).

As amostras dos subgrupos tratados
com laserterapia e com TFD foram
irradiadas, uma única vez, pela técni-
ca por zona19,20 (visto a saída do equi-
pamento produzir radiação divergen-
te), sem contato, com irradiação na
região central da placa, área de irradia-
ção na placa de cultura de 1 cm2

(distância padronizada e mantida pelo
suporte do laser, Figura 1).

Figura 1  Ilustração do uso da
radiação laser sobre a placa
de Petri cultivada com
bactérias, com área de
irradiação predeterminada

Os tempos de irradiação foram
estabelecidos levando-se em conta a
dose desejada, área a ser irradiada e
potência do laser19,20, sendo que o
tempo utilizado foi de 34 s para cada
1 J/cm2, com diâmetro de saída do
feixe de 0,09 cm2.

As amostras do grupo tratado somen-
te com fotossensibilizante e do grupo
controle foram submetidas aos mesmos
procedimentos de irradiação, porém
com o aparelho laser desligado (simu-
lacro).

Após irradiação ou simulacro, as
placas foram incubadas por 24 horas
em estufa aeróbia, com temperatura
máxima aferida em 37°C. Após in-
cubação, realizou-se a medição da
área de inibição do crescimento bac-
teriano, com auxílio de um gabarito
especialmente preparado (folha de
papel milimetrado).

Os resultados foram considerados
pela verificação da existência do halo
de inibição. Os halos de inibição fo-
ram interpretados como resistente,
intermediário ou sensível. Todas as
amostras foram manuseadas em área
livre de contaminação (fluxo laminar
e bico de Bunsen) durante os procedi-
mentos de preparo da cultura, ir-
radiação, incubação e mensuração da
área de inibição; todos os materiais
envolvidos foram previamente esteri-
lizados.

RESULTADOS
Para os oito subgrupos analisados –

laser 2J, 4J e 6J, TFD 2J, 4J e 6J, azul
de metileno e controle – de ambas as
bactérias, não foram observados quais-
quer halos de inibição e/ou crescimen-
to nas zonas irradiadas, ou seja, das
áreas avaliadas em cada placa, todas
foram consideradas resistentes, indi-
cando ausência de efeito bactericida
e/ou bacteriostático.

DISCUSSÃO
A literatura é controvertida no que

diz respeito aos efeitos do laser sobre
crescimento bacteriano. Diversas pes-
quisas sobre o efeito da radiação laser
em bactérias apontam para resultados
bioestimulantes ou proliferativos, pos-
tulando que tais efeitos se devem às
modificações geradas pelo aumento
do aporte energético provido pela
radiação na cadeia respiratória das
bactérias10-13.

Pode-se citar como efeitos terapêu-
ticos do laser de baixa potência o [1]
efeito proliferativo, que aumenta a
neo-angiogênese, síntese de fibroblas-
tos, colágeno e ATP (adenosina trifos-
fato); [2] efeito fibrinolítico, que faci-
lita a fibrinólise; [3] efeito anti-edema-
togênico, que facilita o retorno venoso-
linfático, devido à ação vasodilatadora
dos capilares; [4] efeito antiinflama-
tório, que interfere na síntese de pros-
taglandinas; [5] efeito analgésico, que
libera substâncias quimiotáxicas, que
estimulam a liberação de endorfinas;
[6] e um possível efeito bactericida,
pelo aumento da quantidade de inter-
feron e pelo efeito direto na membrana
bacteriana19-22.

Pesquisas que evidenciam o efeito
bactericida ou bacteriostático da
radiação laser relatam que a radiação,
absorvida por cromóforos, pode causar
mudanças conformacionais em deter-
minadas moléculas, gerando radicais
livres e oxigênio reativo os quais, por
sua vez, promovem a ruptura de mem-
branas bacterianas9,23.

Nussbaum et al.24 utilizaram laser de
810 nm, com variação na irradiância
de 0,015 W/cm2 (0-50 J/cm2) ou 0,03
W/cm2 (0-80 J/cm2), em uma única
sessão, em bactérias gram-positivas e
gram-negativas, com várias doses.
Observaram que para a Escherichia
coli houve aumento no crescimento
bacteriano (p=0,01), similar nas duas
irradiâncias (p=0,36); para a Pseudo-
monas aeruginosa, quando a irradiância
foi baixa o crescimento foi diminuído,
comparado ao controle, e quando a
irradiância aumentou, a inibição foi
maior; finalmente, para o Staphylococcus
aureus, para ambas irradiâncias, o
crescimento não foi diferente compa-
rado com o controle em qualquer
exposição. Relatam aumento no cres-
cimento de Pseudomonas aeruginosa
na irradiância de 0,015 W/cm2 e
diminuição em 0,03 W/cm2, em dose
de 1 J/cm2; sugerem que tal resultado
pode ser explicado apenas por diferen-
ças na irradiância e/ ou tempo de expo-
sição, visto que outros fatores foram
constantes. No presente estudo, a
irradiância utilizada, de 0,03 W/cm2,

Benvindo et al. Laser em bactérias in vitro
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monstre resultados que convergem
para efeitos estimulantes ou inibi-
tórios, os resultados do presente tra-
balho não apontam para qualquer des-
sas hipóteses. Os grupos tratados não
apresentaram halo de inibição do cres-
cimento bacteriano, evidenciando
não haver qualquer efeito bactericida
ou bacteriostático do laser utilizado
com os parâmetros em questão. Por
outro lado, não houve aumento do
crescimento bacteriano dos grupos tra-
tados quando comparados ao grupo
controle, pois ambos cresceram de
forma homogênea. Isso denota que a
radiação laser nas doses utilizadas,
com comprimento de onda de 670 nm,
não provocou efeito bioestimulante
sobre as bactérias. Contudo, vale res-
saltar que o modo de aplicação, única
dose no centro da placa, pode ter sido
responsável pela ausência de efeitos
sobre o crescimento bacteriano, visto
que somente a região central recebeu
a aplicação. Além disso, a quantidade
de energia entregue nos grupos irradia-
dos pode estar fora da janela terapêu-
tica para o laser de baixa potência. E
ainda, visto que a aplicação por zona

ocorre sem contato da caneta aplica-
dora com a placa de cultura, de acordo
com Baxter9 ocorrerá perda signifi-
cativa da energia, pois a irradiância,
nesse caso, cai devido à lei do qua-
drado inverso (a intensidade da radia-
ção incidente é inversamente pro-
porcional ao quadrado da distância
entre a fonte e a superfície) e ao
aumento da reflexão.

A ausência de efeito bactericida no
grupo tratado com TFD pode dever-se
à concentração extremamente baixa
do agente fotossensibilizante utiliza-
do. O azul de metileno foi usado com
essa finalidade devido a sua eficácia
demonstrada em sensibilizar tais bac-
térias; além disso, apresenta absorção
máxima de energia nas faixas próxi-
mas à do laser utilizado (>620 nm)18.
Chan e Lai25 relatam ter obtido efeitos
bactericidas com concentrações dez
vezes menores que a usada nesta pes-
quisa (0,1 µg/ml), porém Teichert et
al.16 afirmam que a concentração óti-
ma desse fotossensibilizante é de 500
mg/ml. Em vista dessa discordância,
no presente estudo optou-se por uma
concentração intermediária de azul de
metileno.

O meio de cultura Ágar Mueller-
Hinton foi escolhido por ser o meio

ótimo para o desenvolvimento das
bactérias em questão, e também pela
existência na literatura de trabalhos
utilizando tal meio14,15,24, embora outras
pesquisas utilizem outros meios de
cultura16,25,26.

Apesar de os resultados deste traba-
lho não confirmarem efeitos bactericidas
e/ou bacteriostáticos da laserterapia nem
da terapia fotodinâmica, ressalta-se
que este é um estudo in vitro, com
irradiação por zona (o que pode produ-
zir perdas de energia), com doses rela-
tivamente baixas de densidade de
energia, e em uma única sessão, o que
não permite vislumbrar um possível
efeito cumulativo do laser de baixa po-
tência (esta é uma prática metodológi-
ca comum nesse tipo de estudo10,12-15).
Portanto, fazem-se necessários mais
estudos para corroborar os resultados
aqui obtidos.

CONCLUSÃO
Em placas contendo P. aeruginosa e

S. aureus, nem a irradiação de laser de
baixa potência (670 nm), nem a terapia
fotodinâmica com azul de metileno,
ambas em doses de 2, 4 e 6 J/cm2, nem
o azul de metileno sem laser produzi-
ram qualquer alteração no crescimento
ou inibição das bactérias.
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