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RESUMO

A desinfeccdo ou esterilizacdo de dispositivos de resina acrilica, como préteses imediatas,
guias e goteiras cirurgicas, € importante na prevencdo da contaminacdo do paciente por
micro-organismos potencialmente patogénicos. As resinas acrilicas sdo materiais
termossensiveis, podendo somente ser descontaminadas por meios quimicos ou frios. Esta
dissertacdo teve como objetivos fazer uma revisdo de literatura sistematica sobre a acao
antimicrobiana de agentes quimicos em resinas acrilicas, além de realizar um estudo
experimental avaliando o efeito da terapia fotodindmica, mediada pelo fotossensibilizador
azul de metileno a 22 pM, sobre o nivel de contaminagao por micro-organismos presentes
em proteses totais advindas de diferentes laboratérios protéticos, bem como um novo
equipamento composto por diodos emissores de luz (LEDs) de 630 nm e 1W. Para a revisao
de literatura foram utilizados os descritores “~“microorganisms’™, ““dental prosthesis™, e/ou
““disinfection”” nas bases de dados Pubmed/ Bireme, com busca no periodo de 2004 a
2014, incluindo artigos em inglés referentes a pesquisas experimentais, comparando-se
agentes quimicos sobre mais de uma espécie de micro-organismo, na superficie de resinas
acrilicas. Foi verificado que os métodos apresentaram variagcbes nos efeitos
antimicrobianos, dependendo do tempo de imerséo, concentracao do produto e a espécie de
micro-organismo presente. O hipoclorito de sodio 1%, o digluconato de clorexidina 2% e o
acido acético apresentaram maior eficacia, em ordem decrescente. No estudo experimental,
foram selecionadas 25 proteses totais superiores precedendo a instalacdo nos pacientes.
Em seguida, as mesmas foram aleatoriamente distribuidas por sorteio em quatro grupos:
sem tratamento; imersdo em digluconato de clorexidina 2% por 10 minutos; apenas
irradiacdo com LEDs; terapia fotodinAmica (TFD). O circuito de controle e acionamento do
equipamento composto por 8 LEDs de 1W foi desenvolvido em parceria com o Laboratério
de Engenharia de Sistema de Computacédo, na Faculdade de Engenharia de Teleinformética
da Universidade Federal do Ceara. No grupo TFD, a irradia¢do por 1 minuto ocorreu depois
de 5 minutos da aplicacdo do fotossensibilizador. Apés os tratamentos realizados, as
préteses foram imersas em 100 ml de BHI caldo e levadas a cuba ultrasénica por 15
minutos. Foram coletados 5 ml deste meio de cultura para incubacéo por 48 horas a 37°C.
Em seguida, 1000 microlitros do caldo foram diluidos em 1:10, 1:100, 1:1000 e plagueados
em triplicada, em Agar Sangue, Agar Sabouraud Dextrose, e Hicrome UTI Agar®. As placas
foram incubadas a 37°C por 48 horas, para posterior contagem de unidades formadoras de
colénia (UFC/mI) e classificacdo dos dados em escala ordinal. Testes de Kruskall-Wallis,
Dunn, ANOVA (2 critérios) e Bonferroni (a=0,05) foram aplicados. A TFD mostrou reducéo
significativa na contagem de bactérias totais viaveis (p=0,0002), quando comparada ao
grupo somente irradiado, e reducao significativa de fungos totais viaveis, quando comparada
aos grupos sem tratamento e somente irradiado (p=0,0002). A TFD teve efeito
antimicrobiano semelhante a imersdo em digluconato de clorexidina 2% por 10 minutos
(p>0,05). As espécies bacterianas identificadas mais prevalentes nas préteses foram P.
aeruginosa, K. pneumoniae e E. coli e a TFD promoveu diminuicdo significativa na
contagem destas espécies, assim como a clorexidina (p<0,001). A contaminacdo de
préteses dentarias advindas de laboratdrios protéticos foi expressiva. A terapia fotodinamica
empregada no protocolo proposto para dispositivos de resina acrilica mostrou efeito
antimicrobiano promissor mediante esta contaminacéo.

Descritores: Fotoquimioterapia. Resinas Acrilicas. Desinfec¢éo. Protese Dentaria.



ABSTRACT

Disinfection or sterilization of acrylic resin devices, such as immediate prostheses, surgical
guides and gutters, is important in preventing the patient from contamination by potentially
pathogenic microorganisms. Acrylic resins are heat-sensitive materials, which can only be
decontaminated by chemicals or cold means. This study aimed at making a systematic
review of literature on the antimicrobial action of chemical agents on acrylic resins. In
addition, it was carried out an experimental study evaluating the effect of photodynamic
therapy, mediated by methylene blue photosensitizer to 22 uM, on the level of contamination
by microorganisms present in dentures coming from different laboratories, and a new device
consisting of light emitting diodes (LEDs) 630 nm and 1W. For the literature review, we used
the descriptors microorganisms, dental prosthesis, and/or disinfection in Pubmed/ Bireme
databases with search from 2004 to 2014, including articles in English on experimental
studies comparing chemical agents on more than one species of microorganism in the
surface of acrylic resin. It was found that methods show differences in antimicrobial effects
depending on the immersion time, product concentration and type of present microorganism.
Sodium hypochlorite 1%, chlorhexidine digluconate 2% and acetic acid showed greater
efficacy, in decreasing order. In the experimental study, a number of 25 upper dentures were
selected and installed in patients. Then, the dentures were randomly distributed into four
groups: untreated; immersion in 2% chlorhexidine digluconate for 10 minutes; only irradiation
with LEDs; photodynamic therapy (PDT). The control circuit and activation of equipment
consisting of 8 LEDs 1W was developed in partnership with the Computer System
Engineering Laboratory at the Faculty of Computer Engineering at the Federal University of
Ceard. On the PDT group, irradiation for 1 minute took place 5 minutes after application of
the photosensitizer. After the treatment, the prostheses were immersed in 100 ml of BHI
broth and then brought to ultrasonic tank for 15 minutes. It was collected 5 ml of this culture
for incubation for 48 hours at 37 ° C. After that, 1000 microliter of the broth were diluted 1:10,
1: 100, 1: 1000 and plated in triplicate, on Blood Agar, Sabouraud Dextrose Agar and
HiCrome UTI Agar®. The plates were incubated at 37°C for 48 h and then counting colony
forming units (CFU / ml) and classification of data on an ordinal scale. Kruskal-Wallis test,
Dunn, ANOVA (2 criteria) and Bonferroni (a = 0.05) were applied. PDT showed significant
reduction in count of total viable bacteria (p = 0.0002) compared to only irradiated group, and
a significant reduction of total viable fungi, when compared to the anhs irradiated arniine and
untreated (p = 0.0002). PDT showed antimicrobial effect

chlorhexidine digluconate for 10 minutes (p> 0.05). The mo _
identified in the prostheses were P. aeruginosa, K. pneumoniae and E. coli and PDT caused
a significant decrease in counting of these species as well as chlorhexidine did (p <0.001).
The contamination of dental prostheses coming from prosthetic laboratories was significant.
Photodynamic therapy used in the proposed protocol for acrylic resin devices showed
promising antimicrobial effect by this contamination.

Keywords: Photochemotherapy. Acrylic Resins. Disinfection. Dental Prosthesis.
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1 INTRODUCAO GERAL

A cavidade oral é colonizada por inUmeros agentes patogénicos que podem
contribuir para o desenvolvimento de algumas doencgas sistémicas, como pneumonia
por aspiracdo, doenca pulmonar obstrutiva crénica e infeccdo gastrointestinal
(WILLIAMS et al., 2011; SESMA et al., 2013). Alguns dispositivos acrilicos, como
préteses totais imediatas, guias e goteiras cirlrgicas nao estéreis, utilizados durante
procedimentos que envolvem feridas cruentas (SMITH; PALENICK; BLANCHARD,
2011), podem agir como fonte potencial de infeccOes por micro-organismos
patogénicos (WILLIAMS et al.,, 2011; RIBEIRO et al., 2012; ABICHANDANI,
NADIGER, 2013; FREITAS-PONTES et al., 2014). Além do processo de
demuflagem (SALES; MORAES FILHO; ESTEVES, 2003), outra provavel via de
transmissdo seriam os procedimentos de desgaste e polimento dos dispositivos
(SALES; MORAES FILHO; ESTEVES, 2003; SILVA et al., 2010; ABICHANDANI;
NADIGER, 2013), gerando infec¢do cruzada entre consultério odontologico e

laboratorio de protese dentaria.

Uma grande prevaléncia de espécies microbianas orais e nao orais
associadas a contaminacdo de proteses dentarias vindas do laboratério tém sido
relatada (WILLIAMS et al., 2011; FROTA, 2012; RIBEIRO et al., 2012; FREITAS-
PONTES et al., 2014; TEMOTEO, 2014). Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Klebisiella pneumoniae, Candida albicans e Escherichia coli foram
encontrados em dispositivos protéticos recém recebidos dos laboratérios (SMITH;
PALENICK; BLANCHARD, 2011; WILLIAMS et al., 2011; FROTA, 2012; TEMOTEO,
2014). Os agentes quimicos digluconato de clorexidina, hipoclorito de sédio, acido
acético, glutaraldeido e pastilhas a base de perborato de sodio tém sido amplamente
utilizados com sucesso para reduzir a contaminacdo microbiana de préteses
dentarias, no entanto, algumas destas solu¢bes podem alterar dureza, rugosidade,
cor e estabilidade dimensional das resinas acrilicas (NIRALE; THOMBRE;
KUBASAD, 2012; RIBEIRO et al., 2012) e alguns podem ser toxicos ao organismo,
devido a capacidade de sorcéo de liquidos do material (FROTA, 2012; CHASSOUT
et al., 2006). Além dos agentes quimicos, outra alternativa para desinfeccdo de
dispositivos acrilicos é o uso da irradiacdo por micro-ondas (NIRALE; THOMBRE;
KUBASAD, 2012), esterilizacdo por oOxido de etileno, plasma de peroxido de

hidrogénio, raios gama e terapia fotodindmica antimicrobiana (WILLIAMS et al.,
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2011; FROTA, 2012; RIBEIRO et al., 2012; FREITAS-PONTES et al., 2014;
TEMOTEO, 2014).

Estudos relatam que a utilizagdo de clorexidina 2% por 10 minutos como
agente desinfectante, contribui para reducdo de alguns micro-organismos como
Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus e Candida albicans (SILVA et al.,
2010; GANASHI et al., 2013; SALVIA et al., 2013), porém ndo € capaz de eliminar
satisfatoriamente cepas de Escherichia coli (SILVA et al., 2010; SALVIA et al., 2013).
A desinfec¢do com hipoclorito de sodio 1 a 2% por 10 minutos, embora eficiente na
eliminacdo dos micro-organismos, pode causar um aumento na rugosidade
superficial e uma diminuicdo na resisténcia flexural das resinas acrilicas,
favorecendo a aderéncia de micro-organismos nas superficies das proteses
(NIRALE; THOMBRE; KUBASAD, 2012; FREITAS-PONTES et al., 2014). O acido
acético 50-100% possui boa eficacia contra E. coli, S. mutans e Candida albicans e
demonstra ser uma opgao promissora para 0 uso em clinica odontoldgica por ser
atoxico e de baixo custo, porém efeitos sobre a superficie da resina acrilica devem
ser estudados (SALVIA et al., 2013). O glutaraldeido apesar de ter sido indicado
para desinfeccdo de materiais odontolégicos tendo uma acdo antibacteriana e
esporicida comprovadas, teve a utilizacédo proibida por seu potencial toéxico para uso
em consultério odontolégico (SALVIA et al., 2013; HIRT; SCHLIEVERT; DUNNY,
2002; ANVISA, 2014). As pastilhas a base de perborato de sodio podem reduzir E.
coli e S. mutans, porém em porcentagens muito diferentes e insatisfatérias para
outras espécies patogénicas (SILVA et al., 2008; SALVIA et al., 2013).

A irradiacdo por micro-ondas € um meio eficaz de desinfeccédo, no entanto,
pode ocasionar alteracbes na estabilidade dimensional dos materiais envolvidos
(NIRALE; THOMBRE; KUBASAD, 2012), e além disso, assim como as solucfes de
hipoclorito de sodio, ndo pode ser usada na desinfeccdo de préteses parciais
removiveis devido a presenca de metal em sua composicao (RIBEIRO et al., 2012).
Ja a esterilizacdo com 6xido de etileno, plasma de peroxido de hidrogénio e raios
gama embora eficientes, sdo métodos de uso hospitalar e de alto custo
(CAMPANHA et al., 2005; SEO et al., 2007; FREITAS-PONTES et al., 2014).

E consenso que os materiais dentarios ndo devem ter suas propriedades
alteradas pelo processo de descontaminagcédo (PAVARINA et al., 2006; PAVARINA et
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al., 2007; TAVORA, 2007; FROTA, 2012; NIRALE; THOMBRE; KUBASAD, 2012;
RIBEIRO et al., 2012; FREITAS-PONTES et al., 2014), por esse motivo métodos
alternativos e eficazes de desinfeccdo e esterilizacdo de acrilico tém sido
pesquisados (RIBEIRO et al., 2012; Frota, 2012; FREITAS-PONTES, et al., 2014).
Estudos evidenciam que a terapia fotodinamica (TFD) tém se mostrado uma
modalidade terapéutica promissora na inativacdo de alguns tipos de micro-
organismos patogénicos (DOVIGO et al., 2010; RIBEIRO et al., 2012; FREITAS-
PONTES et al, 2014), sendo também denominada terapia fotodinamica
antimicrobiana. O principio basico da TFD, consiste na irradiagdo utilizando fontes
de luz laser de baixa poténcia ou LED (diodo emissor de luz), de substratos corados
por um fotossensibilizador (FS), gerando espécies reativas de oxigénio como,
oxigénio singleto, ions superoxidos, hidroxilas e outros radicais livres, que tém a
capacidade de matar ou danificar as células bacterianas, além de neutralizar seus
fatores de viruléncia ap6s a morte (FRANCO et al.,, 2010; DOVIGO et al., 2010;
MIYABE et al., 2011; RIBEIRO et al., 2012; FREITAS-PONTES et al., 2014).
Embora o laser de baixa poténcia seja bastante utilizado, o LED apresenta algumas
vantagens (RIBEIRO et al., 2012), como baixo custo, baixo componente térmico, luz
monocromatica e necessitam de menos energia para emissdo do comprimento de
onda desejado (ROSSONI et al., 2009; SIQUEIRA MARTINS et al., 2009;
HATAKEYAMA et al., 2013). Além disso, os LEDs abrangem diferentes
comprimentos de onda, cobrindo quase todos os espectros eletromagnéticos visiveis
(RIBEIRO et al., 2012). Entre os fotossensibilizadores mais utilizados na TFD, o azul
de metileno destaca-se por ter boa absorcdo em diferentes substratos, com
afinidade a comprimentos de onda maiores que 620 nm, sendo biocompativel e
apresentando um alto potencial antimicrobiano quando fotoativado (TEICHERT et
al., 2002; KHANAL; BUI; SEO, 2014).
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2 PROPOSICAO

Essa dissertacdo de mestrado sera apresentada em capitulos, tendo como
objetivos:

Capitulo 1: Revisar a literatura concernente a acdo antimicrobiana de diferentes
agentes quimicos como hipoclorito de sédio, digluconato de clorexidina, perborato
de sédio, glutaraldeido e acido acético sobre dispositivos acrilicos.

Capitulo 2: Realizar um estudo experimental avaliando a acdo antimicrobiana da
terapia fotodindmica (TFD) mediada por azul de metileno na minima concentragéo
inibitéria e um novo dispositivo composto por diodos emissores de luz de 630 nm e
1W de poténcia, em proteses totais com contaminagdo advinda de laboratorios de

prétese dentéria.
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3 CAPITULOS

REGIMENTO INTERNO

Esta dissertacdo baseia-se no Artigo 46 do Regimento Interno do Programa
de Pés-graduacdo em Odontologia da Universidade Federal do Ceara, que
regulamenta o formato alternativo para dissertacdes de Mestrado e teses de
Doutorado e permite a insercdo de artigos cientificos de autoria e co-autoria do
candidato. Assim sendo, essa dissertacdo é composta por dois capitulos, contendo
dois artigos a serem submetidos para publicacdo em revistas cientificas, conforme

descrito abaixo:

Capitulo 1

“Agentes quimicos com ag¢do antimicrobiana aplicados a protese dentaria de
resina acrilica — Revisdo sistematica de literatura” Loiola DC, Prado JCH,
Freitas-Pontes KMF. Este artigo sera submetido a publicacdo no periédico “Journal

of Prosthodontic Research”

Capitulo 2

“Efeitos da terapia fotodindmica antimicrobiana mediada por azul de metileno
e equipamento prototipo para irradiacdo de dispositivos protéticos em resina
acrilica” Prado JCH, Frota de Carvalho BMD, Garcia BA, Freitas-Pontes KM. Este

artigo sera submetido a publicagao no “The Journal of Prosthetic Dentistry”
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3.1 Capitulo 1 — Artigo para publicacéo

““Agentes quimicos com agao antimicrobiana aplicados a protese dentaria de
resina acrilica — Revisao sistematica de literatura”

Loiola DC
Holanda-Prado JC

Freitas-Pontes KM

Este artigo serd submetido a publicacdo no “Journal of Prosthodontic Research”
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Agentes quimicos com acgdo antimicrobiana aplicados a prétese dentéaria de
resina acrilica — Revisdo sistemética de literatura

Artigo de revisao

Palavras-chave: resinas acrilicas, desinfeccao, protese dentéria.

Danielle Cordeiro Loiola®
Janaina Cancio de Holanda Prado?®
Karina Matthes de Freitas Pontes”
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RESUMO

Objetivo: Este estudo avaliou a eficacia de agentes quimicos para desinfeccdo de
proteses dentarias de resina acrilica, por meio de uma revisdo sistematica da
literatura. Materiais e Métodos: Foi utilizado os bancos de dados PubMed e Bireme
no periodo de 2004 a 2014, com os descritores em inglés: “microorganisms”,
“denture disinfection” “dental prosthesis”, “complete dentures” e/ou “disinfection”. As
referéncias bibliograficas, assim como os artigos relacionados dos titulos
selecionados, foram recuperados pela busca eletrdnica e avaliados. Como critérios
de inclusdo foram: estudos experimentais que compararam dois ou mais agentes
guimicos desinfetantes, com grupo controle e analise microbioldgica e os critérios de
exclusao: estudos avaliando apenas uma espécie de micro-organismo e relatos de
caso clinico. Resultados: A busca resultou primeiramente em 334 titulos de artigos,
sendo selecionados 59 resumos e, destes, 14 para leitura de texto completo. Por
fim, 4 artigos compuseram esta revisao, obedecendo todos os critérios de inclusdo e
exclusao pré-estabelecidos. Estes estudos verificaram a eficacia antimicrobiana de
solugdes quimicas, como hipoclorito de sédio 1% e 2%, glutaraldeido 2%,
digluconato de clorexidina 2%, acido acético 50% e 100%, solucdo de perborato de
sédio a 3,8% e pastilhas a base de perborato de sddio, em analises microbioldgicas.
Conclusdes: O hipoclorito de sédio a 1% apresentou-se com maior efeito
antimicrobiano, chegando a reduzir, em média, 93,01% dos micro-organismos em
diferentes periodos de imersdo. O digluconato de clorexidina 2% apresentou uma
média de 74,91% e o &cido acético 67,86% de reducdo microbiana, mostrando-se

também como alternativas viaveis.

Palavras-chave: resinas acrilicas, desinfecgéo, protese dentéria.
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Introducéo

A cavidade oral é um ambiente colonizado por diversos micro-organismos,
como bactérias, fungos e virus [1, 2] e como as priteses sao transportadas,
ajustadas ou reparadas inumeras vezes [3], a maioria destes micro-organismos
podem ser transmitidos pelo sangue, saliva, goticulas ou aerossois, principalmente
nos procedimentos de acabamento e polimento das préteses [4, 5, 6], como
também, por micro-organismos encontrados nas maos dos profissionais envolvidos

ou em bancadas de consultérios e laboratdrios em geral. [7]

Estudos apontam que ha uma deficiéncia de dentistas e técnicos de
laboratério em evitar a infec¢do cruzada realizando as medidas de controle de forma
inadequada ou negligenciado-as nos trabalhos protéticos. [5, 8] Uma grande
prevaléncia de espécies microbianas orais e ndo orais associadas a contaminacao
nos equipamentos e proteses dentarias vindas do laboratorio tém sido relatada. [6,
7, 9, 10] Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Klebisiella pneumoniae,
Candida albicans e Escherichia coli foram encontrados em dispositivos protéticos
recém recebidos do laboratorio. [7, 11, 12] Estes micro-organismos em contato com
a pele ou mucosa de pacientes saudaveis podem néo gerar problemas, mas em
pacientes idosos e/ou imunodeprimidos, principalmente com higiene oral precéria,
podem causar infeccbes importantes, como estomatite protética, pneumonia

aspirativa e infeccGes gastrointestinais. [9, 10]

As resinas acrilicas sdo materiais termossensiveis e, embora existam outros
métodos de desinfeccdo e/ou esterilizacdo seguros [13] para proteses e dispositivos
acrilicos, os agentes quimicos sdo comumente utilizados, podendo ser eficazes na

descontaminacao, tanto no consultorio odontolégico, como no laboratorio de protese
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dentaria. [8] No entanto, devido a capacidade de sorcdo de liquidos da resina
acrilica, ha risco de residuos destas substancias serem liberados na cavidade oral
guando as proteses estdo em uso. Portanto, o produto ideal deve ser atoxico para
garantir a seguranca do operador e do paciente, ser eficaz contra 0s micro-
organismos, ndo causar danos as propriedades dos materiais envolvidos, além de
ter baixo custo. [14, 15] Vérias substancias como: hipoclorito de sodio, digluconato
de clorexidina, glutaraldeido e pastilhas a base de perbotato de sodio tém sido
sugeridas para desinfeccao da resina acrilica. [3, 15] Nesse contexto, este trabalho
teve como objetivo revisar sistematicamente a literatura acerca de estudos
microbiolégicos sobre métodos quimicos atuais de desinfeccdo para préteses

dentarias de resina acrilica e sua acao antimicrobiana.

Materiais e métodos

Estratégia de busca e selecéo do estudo

Para orientacdo na busca de evidéncia nas bases de informacéo cientifica, a
duvida clinica foi estruturada segundo o acrénimo PICO (paciente/problema,
intervencdo, comparacéao, e desfecho/’outcome) [16, 17], utilizando-se P = amostras
de resina acrilica, | = desinfeccéo quimica, C = controle e O = analise microbiolégica
(unidades formadoras de colbnias). Buscas nos bancos de dados PubMed
(Medline)/ Bireme, no periodo de 2004 a 2014, usando os descritores em inglés:
“microorganisms”, “denture disinfection”, “dental prosthesis”, “complete dentures”
e/ou “disinfection”, separadamente ou em combinacgao, foi realizada. As bibliografias
dos artigos selecionados foram recuperadas pela busca eletrénica e avaliados.

Artigos relacionados também foram coletados.



20

Os estudos foram selecionados por meio de critérios de inclusdo e excluséo.
Os critérios de inclusdo foram: artigos publicados na lingua inglesa, estudos
experimentais que compararam, no minimo, dois agentes quimicos desinfetantes,
com grupo controle e analise microbioldgica. Os critérios de exclusdo foram: estudos
avaliando apenas uma espécie de micro-organismo, relatos de caso clinico, revisdes
de literatura. Este trabalho priorizou estudos in vitro devido a padronizacdo
metodoldgica, quando comparada a diversidade e heterogeneidade de metodologias

utilizadas nos estudos clinicos encontrados.

Titulos e resumos foram selecionados para inclusdo. Os textos completos dos
artigos possivelmente relevantes foram analisados. Os artigos que atenderam aos
critérios de inclusdo foram submetidos a extracdo de dados, como tipo de corpo de
prova, materiais desinfetantes analisados, espécies de micro-organismos
inoculados, tempo e temperatura de imersdo (protocolo para desinfeccéo) e tipo de

resina acrilica utilizada.
Resultados

Trezentos e trinta e quatro artigos foram encontrados nas bases de dados.
Quatorze artigos de texto completo foram selecionados e, finalmente, 4 incluidos,
pois eram 6 estudos clinicos, 3 analisando apenas um tipo de micro-organismo e 1

utilizando coroas de Ni-Cr como corpo de prova (Figura 1 e Tabela 1).

Foram utilizadas resinas acrilicas polimerizadas termicamente e
guimicamente nos experimentos. O tempo de imersao nas solucdes desinfetantes
variou entre 4 e 15 minutos. Em cada estudo foi realizada andalise microbiolégica
para se estabelecer a quantidade de crescimento ou se havia crescimento

microbiano positivo atraves da visualizacdo da turvacdo do meio de cultura.
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Os quatro estudos utilizados nesta revisdo analisaram a eficacia do hipoclorito
1% e, apenas um, o hipoclorito 2% durante 5, 10 e 15 minutos de imersdo. Trés
estudos analisaram o glutaraldeido 2% durante 5, 10, 15 minutos de imersdo e o
digluconato de clorexidina 2% durante 4, 8 e 10 minutos. Dois estudos analisaram
pastilhas a base de perborato de sédio durante 10 minutos. A eficacia do perborato
de saodio 3,8%, acido acético 50% e 100% foram analisados em um Unico estudo. As
analises de crescimento microbiano foram constituidas de cepas de Staphylococcus
aureus, Streptococcus mutans, Escherichia coli, Candida albicans, Pseudomonas
aeruginosa, Enterococcus faecalis e Bacillus subtilis. Os resultados dos estudos

analisados estdo apresentados nas Tabelas 2 a 8.

Discussao

O alto risco de infeccdo cruzada existente entre clinica odontolégica e
laboratério de prétese dental torna evidente a necessidade de desinfeccdo dos
trabalhos protéticos antes de envia-los e apos recebé-los do laboratorio. A
esterilizacdo por meios térmicos dos materiais acrilicos € inviavel devido a baixa

temperatura de ebulicio do mondémero. [15]

A selecdo dos micro-organismos observados foi baseada na prevaléncia de
doencas, como a estomatite protética, comumente relacionada a C. albicans [18, 19,
20], potencial patogénico de espécies como E. coli, que podem causar infeccdes
disseminadas [20], S. aureus e B. subtilis, por sua resisténcia ao calor e a alguns
grupos de desinfetantes [15], P. aeruginosa coexistente com C. albicans, que estao
associadas a um risco elevado para pneumonia e doencas cardiacas em idosos [21,
22], S. mutans por sua frequéncia na microflora oral normal [15, 23] e E. faecalis por

contribuir em casos de endocardite infecciosa. [24]
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Os estudos utilizados nesta revisao, tiveram concordancia em relacdo a
maioria dos produtos testados quanto a eficdcia antimicrobiana. No entanto,
algumas divergéncias foram observadas. De acordo com da SILVA et al. (2008) [15]
e SALVIA et al. (2013) [3], pastilhas a base de perborato de sédio reduziram E. coli e
S. mutans em porcentagens muito diferentes. A solucdo de perborato de sédio a
3,8% ndo alcancou reducéo satisfatoria para as espécies estudadas. O acido acético
demostrou boa eficacia contra E. coli, S. mutans e C. albicans, demostrando ser
uma opgao promissora para o uso em clinica odontolégica por ser atoxico e de baixo
custo. [3] Contudo, efeitos sobre a superficie da resina acrilica devem ser

estudados.

Os estudos de da SILVA et al. (2008) [15], ORSI et al. (2011) [23] e SALVIA et
al. (2013) [3], que analisaram o hipoclorito de sédio a 1%, por 10 minutos, tiveram
resultados semelhantes e boa eficacia, chegando a reduzir 100% de algumas
espécies. A acao do hipoclorito de sédio a 1% foi menor contra P. aeruginosa e E.
faecalis. Apenas ORSI et al. (2011) [23] avaliaram o hipoclorito de sédio a 2%. Este
obteve reducdo de 100% de C. albicans, mesmo durante 5 minutos de imersao, no
entanto, para S. aureus, S. mutans, P. aeruginosa e E. faecalis, sua eficacia variou
entre 20 e 80% de reducdo microbiana nos periodos estudados. E consenso que o
hipoclorito de sodio apresenta boas propriedades bactericidas e bacteriostaticas
[25], no entanto, sua elevada propriedade oxidativa e corrosiva pode alterar a
estabilidade dimensional das resinas acrilicas [26]. GERNHARD et al. (2004) [27] em
uma revisao sobre as principais complicacfes advindas do uso do hipoclorito de
sédio, relataram que a toxicidade do hipoclorito pode causar reacdes teciduais

inflamatorias graves.
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O glutaraldeido a 2% foi analisado por da SILVA et al. (2008) [15], ORSI et al.
(2011) [23] e GANESH et al. (2013) [28], onde esta substancia apresentou 6tima
efichcia para os micro-organismos testados, exceto para B. subtilis, em que se
alcancou apenas uma reducdo de 36,08% durante 10 minutos. O glutaraldeido a
2%, apesar de ter sido indicado para a desinfeccdo de materiais odontolégicos,
moldes e modelos, além de se mostrar eficaz por sua agdo antibacteriana e
esporicida em estudos anteriores [3, 28], teve sua utilizacdo proibida por seu
potencial de toxicidade, de acordo com a Resolucdo RDC 15 de 03/2012 para
esterilizacdo em consultério odontoldgico e a desinfeccdo em alto nivel com esta

substancia segue normas especificas da ANVISA (2012). [29]

SALVIA et al. (2013) [3], verificaram que o digluconato de clorexidina 2%
durante 10 minutos, mostrou boa atividade antimicrobiana em relagdo as espécies
Candida albicans, Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis,
porém nao conseguiu reduzir satisfatoriamente cepas de Escherichia coli. Estes
resultados estdo de acordo com SILVA et al. (2008) [15], quando afirmam que
atividade antimicrobiana deste agente desinfectante € maior para bactérias Gram-
positivas. ESTRELA et al. (2003) [30] afirmam que a solucdo de digluconato de
clorexidina 2% apresenta acdo antimicrobiana semelhante ao hipoclorito de sodio

2% para algumas espécies bacterianas e ndo possui toxicidade aos tecidos.

Todos os artigos usados no presente estudo testaram a eficacia dos
desinfetantes para cada espécie microbiana inoculada separadamente. No entanto,
estudos analisando espécies simultaneamente ou biofilmes multi-espécies também
podem trazer resultados relevantes. O método de contagem de UFC se mostrou
mais preciso, por apresentar resultados quantitativos, que o método de visualizacao

da turvacdo, o qual indica apenas a auséncia de esterilizagédo, ou seja, ndo é capaz
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de indicar a quantidade de redugcdo microbiana. Os dados apontaram que 0s
métodos de desinfeccao utilizados apresentaram acfes na atividade antimicrobiana
dependendo do tempo de imersdo e concentracdo do produto utilizado e a eficacia

dos desinfetantes variou dependendo da cepa examinada.
Consideracg®es finais

Em relacdo a aplicabilidade dos resultados apresentados para a pratica
odontolégica, o hipoclorito de sédio a 1% apresentou maior potencial antimicrobiano
entre os desinfetantes avaliados. A clorexidina 2% e o &cido acético 50% e 100% se
mostraram como alternativas viaveis, embora com menor agdo antimicrobiana. A
clorexidina 2% néo foi capaz de eliminar satisfatoriamente cepas de E. coli e 0 acido
acético causou baixa reducdo de B. subtilis e S. aureus. Portanto, devido as
limitacbes dos produtos usualmente indicados para desinfeccdo dos materiais
protéticos, mais estudos sdo necessarios para desenvolvimento de protocolos que

visem a esterilizacdo destes materiais.
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Figura 1
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Tabela 2: Porcentagem de reducao no crescimento de Candida albicans.

da Salvia Orsi et al. Ganesh et al.
Silva et al.
et al.
10 min 10min 5min 10 15 4 min 8 min
min min
Hipoclotiro 84,91% 87,91% 100% 100% 100% - -
1%
Hipoclorito - - 100% 100% 100% - -
2%
Glutaraldeido 91,09% - 100% 100% 100% 100% 100%
2%
Clorexidina 75,25% 100% - - - 100% 100%
2%
Acido acético 62,63% - - - - - -
100%
Acido acético - 100% - - - - -
50%
Pastilhas a 0% 0% - - - - -
base de
perborato de
sodio
Perborato de  41,09% - - - - - -

sodio 3,8%
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Tabela 3: Porcentagem de reducéo no crescimento de Staphylococcus

aureus.
da Salvia Orsi et al. Ganesh et al.
Silva et al.
et al.
10 min 10 min 5min 10 15min 4 min 8 min
min
Hipoclotiro 89,69 96,7% 100% 100% 100% - -
1% %
Hipoclorito - - 60% 80% 80% - -
2%
Glutaraldeid 100% - 100% 100% 100% 100% 100%
0 2%
Clorexidina 88,81 0% - - - 100% 100%
2% %
Acido 48,7% - - - - - -
acético
100%
Acido - 0% - - - - -
acético 50%
Pastilhas a 22,97 42,99 - - - - -
base de % %

perborato de
sodio

Perborato de 18,3%

sodio 3,8%




Tabela 4: Porcentagem de reducao no crescimento de Streptococcus
mutans.

da Salvia Orsi et al. Ganesh et al.
Silva et al.
et al.
10 min 10 min 5 min 10 15min 4 min 8 min
min
Hipoclotiro 100% 100% 80% 100% 100% - -
1%
Hipoclorito - - 80% 60% 40% - -
2%
Glutaraldeid 95,76 - 80% 100% 80% - -
0 2% %
Clorexidina 86,27 100% - - - - -
2% %
Acido 85,26 - - - - - -
acético %
100%
Acido - 100% - - - - -

acético 50%

Pastilhas a 27,28 100% - - - - -
base de %

perborato de

sodio

Perborato de 46,47 - - - - - -
sodio 3,8% %




Tabela 5: Porcentagem de reducéo no crescimento de Escherichia coli.

da Salvia Orsi et al. Ganesh et al.

Silva et al.

et al.

10 min 10 min 5 min 10 15 4 min 8 min

min min

Hipoclotiro 100%  100% - - - - -
1%
Hipoclorito - - - - - - -
2%
Glutaraldeido 95,76% - - - - - -
2%
Clorexidina 14,15% 56,53% - - - - -
2%
Acido acético  74,15% - - - - - -
100%
Acido acético - 100% - - - - -
50%
Pastilhas a 0% 75,98% - - - - -
base de
perborato de
sodio
Perborato de  46,47% - - - - - -

sodio 3,8%




Tabela 6: Porcentagem de reducéo no crescimento de Bacillus subtilis.

da Salvia Orsi et al. Ganesh et al.
Silva et al.
et al.

10 10 min 5 min 10 15 4 min 8
min min min min

Hipoclotiro 1% 86,22 100%
%

Hipoclorito 2% - - - - - - -

Glutaraldeido 36,08 - - - - - -

2% %

Clorexidina2% 31,68 96,14 - - - - -
% %

Acido acético 16,43 - - - - - -

100% %

Acido acético - 39,32 - i ; _ ;

50% %

Pastilhas a 0% 0% - - - - -

base de

perborato de

sodio

Perborato de 10,56 - - - - - -
sodio 3,8% %




Tabela 7: Porcentagem de reducéo no crescimento de Pseudomonas
aeruginosa.

da Salvia Orsi et al. Ganesh et al.
Silva et al.
et al.

- - 5 min 10 15 4 min 8
min min min

Hipoclotiro 1% - - 80% 80%  100% - -

Hipoclorito 2% - - 60% 80% 80% - -

Glutaraldeido - - 80% 100% 100% - -
2%

Clorexidina - - - - - - .
2%

Acido acético - - - - - _ -
100%

Acido acético - - - - - _ -
50%

Pastilhas a - - - - - - -
base de

perborato de

sodio

Perborato de - - - - - - .
sodio 3,8%




Tabela 8: Porcentagem de reducédo no crescimento de Enterococcus

faecalis.
da Orsi et al. Ganesh et
Silva al.
et al.
- 5min 10 min 15 min 4 8 min
min
Hipoclotiro 1% - 80% 80% 80% - -
Hipoclorito 2% - 20% 60% 40% - -
Glutaraldeido - 100% 60% 100% - -

2%

Clorexidina 2%

Acido acético
100%

Acido acético
50%

Pastilhas a
base de
perborato de
sodio

Perborato de
sodio 3,8%
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RESUMO

Declaracdo do problema: A descontaminacdo de dispositivos protéticos deve prevenir a
infeccdo cruzada entre laboratério e clinica. Objetivo: Este trabalho avaliou o efeito
antimicrobiano e a viabilidade técnica da terapia fotodindmica (TFD) mediada pelo
fotossensibilizador azul de metileno a 22 uM e irradiacdo por um equipamento prot6tipo com
oito diodos emissores de luz (LEDs) de 630 nm e 1 W, mediante contaminagdo presente em
préteses acrilicas antes da instalacdo. Materiais e Métodos: Vinte e cinco proteses totais
superiores foram distribuidas aleatoriamente em grupos: sem tratamento; imersdo em
digluconato de clorexidina 2%, 10 minutos; irradiacdo por LEDs, 1 minuto; TFD (irradiagdo 1
minuto, ap6s 5 minutos da aplicacdo do fotossensibilizador estéril nas superficies das
proteses). Em seguida, as proteses foram imersas em BHI caldo e sonicadas 15 minutos. O
caldo foi incubado por 48 horas a 37°C, diluido e plaqueado em triplicata sobre Agar Sangue,
Agar Sabouraud Dextrose e Hicrome UTI Agar®. As placas foram incubadas por 48 horas a
37°C, para posterior contagem de unidades formadoras de coldnias e classificacdo dos dados
em escala ordinal. Testes de Kruskall-Wallis/Dunn, ANOVA 2-critérios/Bonferroni (0=0,05)
foram aplicados. Resultados: A TFD reduziu bactérias viaveis (p=0,0002) comparada ao
grupo irradiado e reduziu fungos viaveis, comparada aos sem tratamento e irradiado
(p=0,0002). As bactérias mais prevalentes identificadas foram P. aeruginosa, K. pneumoniae
e E. coli e a TFD diminuiu significativamente suas contagens (p<0,001), com efeito
semelhante a clorexidina (p>0,05). Conclusbes: A TFD no protocolo proposto para

dispositivos de resina acrilica, mostrou efeito antimicrobiano promissor e viabilidade técnica.
Implicacgdes clinicas: Os resultados deste estudo demonstraram que proteses dentarias

podem trazer contaminacdo importante dos laboratdrios protéticos, sendo necessarios

cuidados para prevencdo de infeccdo cruzada. Também foi observada a viabilidade do uso da

terapia fotodindmica na rotina clinica para descontaminacdo rapida de dispositivos acrilicos,

antes da insercdo na cavidade oral dos pacientes ou devolugdo ao laboratdrio.

Palavras-chave: Fotoguimioterapia, desinfeccdo, resinas acrilicas.
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INTRODUCAO

Alguns dispositivos acrilicos como: proteses totais imediatas, guias e goteiras
cirtrgicas, utilizados ap6s exodontias multiplas ou procedimentos cirirgicos para instalacdo
de implantes dentarios,* podem agir como fonte potencial de infeccdo por micro-organismos
patogénicos,*® capazes de causar problemas sistémicos relacionados ao sistema pulmonar "2
e trato urinario,® bem como infeccBes gastrointestinais,®® doencas cardiacas em pacientes
idosos "8 e endocardite infecciosa.™ Uma grande prevaléncia de espécies microbianas orais e
ndo orais associadas a contaminacdo de proteses dentérias vindas do laboratério tém sido

2, 3, 5 12, 13,

relatada. 4" pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Klebisiella

pneumoniae, Candida albicans e Escherichia coli foram encontrados em dispositivos

12,

protéticos recém recebidos dos laboratérios.® 3 Estes dispositivos acrilicos s&o

classificados como materiais termossensiveis,*> 1

portanto, torna-se necessario estabelecer
um protocolo de descontaminacdo simples e eficaz, capaz de eliminar todos os micro-
organismos que possam estar aderidos a superficie do material sem prejuizos as propriedades
fisicas e mecanicas do mesmo. ®°

A terapia fotodindmica (TFD) vem sendo aplicada com sucesso em diversas
especialidades odontoldgicas: cariologia, endodontia, implantodontia e periodontia,’’ e
atualmente vém sendo pesquisada na area de reabilitacdo oral como uma alternativa eficaz na
desinfeccdo e esterilizacdo de resinas acrilicas.” O principio basico da TFD antimicrobiana,
consiste na irradiacdo de uma substancia conhecida como fotossensibilizador (FS) aplicada
em um substrato contaminado por bactérias e/ou fungos, por uma fonte de luz, que pode ser
um laser de baixa poténcia ou um diodo emissor de luz (LED). Quando as células
microbianas coradas pelo FS absorvem essa fonte de luz, espécies reativas de oxigénio séo

formadas através de dois tipos de reacdes quimicas. A reacdo do tipo | ocorre através da

transferéncia de elétrons, produzindo ions superoxidos, peroxido de hidrogénio e radicais
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hidroxila, e a reacdo do tipo 11 acontece pela transferéncia de energia, causando a formacéo de
oxigénio singleto,’® que possuem a capacidade de matar ou danificar as células bacterianas.*
>18.19.20 A eficicia da TFD depende de alguns fatores como, comprimento de onda (1) da luz
utilizada e sua interacdo com o fotossensibilizador, poténcia, tempo de irradiacdo, modo de
funcionamento e convergéncia do feixe de luz."® Embora a luz laser de baixa poténcia seja
mais utilizada em TFD, a luz de LED apresenta algumas vantagens,® como baixo custo, baixo
componente térmico, luz monocromatica, necessidade de menos energia para emissao do
comprimento de onda desejado, podendo gerar efeitos semelhantes a terapia com laser de
baixa.> 2 % 2% Além disso, existem diferentes cores da luz LED, que tém radiaces cobrindo
quase todos 0s espectros eletromagnéticos visiveis.® A fonte de luz LED vermelho (A 630 a
700 nm) associada a fotossensibilizadores sensiveis a este comprimento de onda tais como,
azul de metileno (MB), azul de orto toluidina (TBO) e verde malaquita (MG), tem sido
amplamente utilizada em TFD, resultando em morte significativa de micro-organismos
patogénicos.’® Dentre estes, o azul de metileno além de absorver comprimentos de onda
maiores que 620nm de maneira eficaz, possui baixa toxicidade aos tecidos e um alto potencial
antimicrobiano quando fotoativado.?* %

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito antimicrobiano e a viabilidade técnica da
TFD mediada pelo fotossensibilizador azul de metileno a 22 uM e irradiacdo por um
equipamento prototipo composto por oito diodos emissores de luz (LEDs) de 630 nme 1 W,
mediante contaminagdo presente em proteses acrilicas antes da instalacéo.
MATERIAIS E METODOS
Amostras

O estudo foi do tipo experimental, randomizado, transversal e controlado, em que
proteses totais recém acrilizadas e recém recebidas de alguns laboratérios protéticos da cidade

de Fortaleza-CE, Brasil, foram selecionadas. Os critérios de inclusdo para a selecdo das
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préteses foram: prétese total superior, confeccionada com resina acrilica termopolimerizével,
com dentes de acrilico de dupla prensagem, polida mecanicamente com pedra pomes e branco
de espanho, feita para paciente com rebordo alveolar regular. Os critérios de exclusdo foram:
presenca de defeitos no acrilico, como trincas, porosidades, bolhas e polimento inadequado.
Optou-se por amostras de proteses totais, por serem dispositivos apenas acrilicos, que
apresentam areas propicias ao acimulo de detritos e contaminacgdes, como a superficie interna
ndo polida, as ameias e espagos interdentais, sendo um bom representativo.

Uma anélise de poder estatistico foi realizada com o software BioEstat 5.3 (Instituto
Marimaud, Manaus, AM, Brasil) para confirmacdo do tamanho amostral, a partir de dados
preliminares obtidos com o presente estudo.

Desenho experimental

As proteses totais foram distribuidas aleatoriamente, por sorteio utilizando-se o
programa Microsoft Excel 2010, em quatro grupos: sem tratamento; imersao em digluconato
de clorexidina 2% por 10 minutos; irradiagdo com LED (A 630 nm / 1 W) por 1 minuto; TFD
mediada por azul de metileno 22 uM por 5 minutos e LED (A 630 nm / 1W) por 1 minuto.
Todos os tratamentos e suas etapas foram realizados dentro de camara de fluxo laminar.

As proteses totais foram removidas das embalagens enviadas pelos laboratorios, sem
lavagem prévia em agua corrente, dentro do fluxo laminar: sem tratamento, foram submetidas
aos procedimentos microbioldgicos; imersdao em clorexidina, foram imersas em 100 ml de
solucdo de digluconato de clorexidina 2% manipulado (Ethicall farmacia com manipulacéo
LTDA) por 10 minutos.

Fotossensibilizador e Fonte de luz
O fotossensibilizador selecionado foi o azul de metileno (Vetec Fine Chemicals

LTDA, Duque de Caxias, RJ, Brasil) na minima concentragdo inibitéria de 22 pM.> * A
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solucdo foi esterilizada por meio de filtragem a vacuo (Sistema de filtracdo a vacuo 500 ml,
Kasvi, Curitiba, PR, Brasil).

A fonte de luz selecionada para o estudo foi um equipamento protétipo composto por
LEDs com comprimento de onda de 630 nm, planejado para irradiacdo de todas as superficies
de um dispositivo protético, simultaneamente. O circuito de controle e acionamento do
aparelho foi desenvolvido em parceria com o LESC (Laboratdrio de Engenharia de Sistema
de Computacdo), na Faculdade de Engenharia de Teleinformatica da Universidade Federal do
Ceara. A area iluminada foi internamente a um cubo de 8 cm de lado, com 8 LEDs
distribuidos em suas faces, através de um modelo de poténcia luminosa e dissipagéo de calor.
Foram utilizados LEDs da série S com 1W de poténcia e sem dissipador proprio (Cromatek,
Guarulhos, SP, Brasil). Externo ao cubo ha uma placa de controle alimentada por uma fonte
chaveada, devido a necessidade de uma maior eficiéncia na poténcia dissipada. Essa placa de
controle € composta de um microcontrolador ARM (Advanced RISC Machine), que comanda
0 drive de poténcia para acionamento dos LEDs através de um PWM (Pulse-Width
Modulation- modulagéo por largura de pulso), regulado pelo usuario (Figuras 1, 2 e 3).
Protocolo para irradiacéo

As proteses somente irradiadas, apds serem removidas das embalagens enviadas pelos
laboratdrios foram colocadas diretamente no equipamento prototipo de LEDs e submetidas a
irradiacdo por 1 minuto, que abrangeu toda area da base da protese: interna, externa e
lateralmente. Ao final do periodo de irradiacédo, as proteses foram removidas, assepticamente,
do equipamento.
Protocolo para TFD

As proteses foram coradas, em toda sua extensao interna e externa, com 20 ml de azul
de metileno 22uM, por meio de lavagem com uso de seringa de 10 ml, e foram aguardados 5

minutos. Em seguida, foram colocadas individualmente dentro do equipamento prot6tipo de
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LEDs e submetidas a irradiagdo por 1 minuto semelhante ao que foi descrito no protocolo
para irradiagéo.
Procedimentos microbiolégicos

Apbs os tratamentos, as proteses totais foram imersas individualmente em becker
contendo 100 ml de Brain Heart Infusion caldo (BHI, Himedia, New York, USA), e colocadas
em cuba ultrasonica (UltraCleaner 1400, Unique LTDA, S&o Paulo, Brasil) por 15 minutos.
Foram coletados 5 ml deste meio de cultura em tubo tipo falcon, que foi colocado em estufa
de CO, por 48 horas a 37°C. Apds este periodo, foi checado se houve ou ndo turvacdo do
meio e 1ml foi coletado para tubo tipo eppendorf, e realizada diluicdo seriada 1:10, 1:100,
1:1000, em outros tubos contendo solucdo de cloreto de sédio 0,89%. Em seguida, foi
realizado o plaqueamento de 25ul em Agar Sangue (Himedia, New York, USA), Agar
Sabouraud Dextrose (Kasvi LTDA, Parana, Brasil), e HiCrome UTI Agar® (Himedia, New
York, USA). As placas foram incubadas por 48 horas, a 37°C, para posterior contagem de
unidades formadoras de colénias (UFC). O Agar sangue evidenciou a quantidade de bactérias
viaveis, o Agar Sabouraud Dextrose mostrou a quantidade de fungos viaveis, enquanto o
HiCrome UTI Agar®, meio de cultura cromogénico, possibilitou a identificacdo de algumas
espécies bacterianas potencialmente patogénicas presentes.
Anélise de resultados

Os dados da contagem de UFC nas placas foram convertidos em UFC/ml e
organizados em uma escala ordinal, conforme o quadro 1. Desta forma, os resultados da
contagem de bactérias e fungos totais viaveis foram analisados estatisticamente por meio dos
testes de Kruskal-Wallis e Dunn, comparando-se todos os grupos entre si (a=0,05). Testes de
Andlise de Variancia (ANOVA-dois critérios) e Bonferroni, foram empregados para
comparacdo dos tratamentos para as diferentes espécies de bactérias viaveis identificadas nas

placas de meio de cultura cromogénico (0=0,05).
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Quadro 1. Escala ordinal referente a contagem de UFC/ml de microorganismos.

UFC/mlI Escore
0 1
1-9,9999999 x 10 2
10°-9,9999999 x 10° 3
10*—9,9999999 x 10° 4

10° - 9,9999999 x 10’ 5

>10° 6
RESULTADOS

Seguindo os critérios de incluséo e exclusdo, 34 proéteses totais foram previamente
selecionadas, mas 25 permaneceram no estudo: 7 sem tratamento, 5 imersas em digluconato
de clorexidina 2%, 5 apenas irradiadas com LEDs e 8 tratadas com terapia fotodinamica.
Nove proteses foram desconsideradas devido a contaminacdo durante o experimento.

Para a contagem de bactérias totais viaveis semeadas em placas com Agar sangue,
foram observados escores médios de 6, ou seja, crescimento maior ou igual a 10® para os
grupos sem tratamento e somente irradiado (p>0,05). As proteses tratadas com digluconato de
clorexidina 2% e TFD apresentaram efeito semelhante (p>0,05). A clorexidina eliminou
quase totalmente a contaminagdo presente e, comparando-se ao grupo sem tratamento, a TFD
mostrou uma reducdo de trés escores, correspondendo a cerca de cinco logio (p= 0,0002)
(Figura 4).

Entre as bactérias identificadas, a P. aeruginosa foi uma das mais prevalentes,
atingindo escore préximo a 5 nos grupos sem tratamento e somente irradiados (p>0,05). Nos
grupos clorexidina e TFD, houve uma diminui¢do para proximo do escore 1, com logio

reducdo em torno de quatro, comparando-se aos grupos sem tratamento e somente irradiado
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(p<0,001). A bactéria K. pneumoniae foi também uma das mais prevalentes atingindo o
escore 5 no grupo sem tratamento e escore 4 no grupo somente irradiado (p>0,05). Nos
grupos tratados com clorexidina e TFD, esse micro-organismo néo foi identificado (p<0,001).
A terceira espécie bacteriana mais encontrada foi E. coli, atingindo escore proximo a 3 para o
grupo sem tratamento e maior do que 4 para o grupo somente irradiado (p>0,05). Nos grupos
tratados com clorexidina e TFD n&o houve crescimento (p<0.001). S. saprophyticus, E.
faecalis e S. aureus também foram identificados, porém em menor nimero e sem diferenca
entre os grupos (p>0,05) (Figura 5).

Em relacdo a contagem de fungos totais vidveis, observou-se escore 5 para 0S grupos
sem tratamento e somente irradiado (p>0,05). Nos grupos tratados com clorexidina e TFD,

houve eliminacéo total (p= 0,0002) (Figura 6).

DISCUSSAO

Os resultados deste estudo rejeitaram parcialmente a hipotese nula, pois houve
diferenca entre préteses que nao receberam tratamento comparadas as proteses tratadas com
clorexidina e terapia fotodinamica; e a aplicacdo da terapia fotodindmica mostrou resultados
semelhantes a imerséo em clorexidina.

Williams et al. (2011) ? num estudo feito sobre contaminacdo de dispositivos
protéticos, demonstrou que 57,5% de 40 préteses acrilicas recém recebidas de laboratdrios
dentarios estavam contaminadas. Bacillus spp, Pseudomonas, Staphylococcus e fungos do
género Candida foram os micro-organismos mais prevalentes neste estudo. Temoteo (2014)
¥ num estudo in vitro, avaliou o grau de contaminagdo observada em espécimes de resina
acrilica confeccionados por quatorze laboratorios protéticos na cidade de Fortaleza, CE, Brasil

e foram verificadas contaminacdes em todos os laboratdrios. Foram identificadas neste
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estudo, Pseudomonas spp, Enterococcus spp, Staphylococcus aureus, Klebsiella,
Staphylococcus saprophyticus e Escherichia coli, sendo a primeira espécie a mais prevalente.

O presente estudo experimental demonstrou que todas as proteses avaliadas no grupo
sem tratamento estavam contaminadas com bactérias e fungos vidveis. Bactérias como
Pseudomonas aeruginosas, Klebisiella pneumoniae, Escherichia coli, Staphilococcus
saprophyticus, Enterococcus faecalis e Staphilococcus aureus foram encontradas, sendo a
primeira e a segunda em maior quantidade. P. aeruginosa, K. pneumoniae e E. coli sdo
bactérias Gram-negativo, portanto mais resistentes, virulentas e com maior potencial
patogénico.® P. aeruginosa est4 associada a um risco elevado para pneumonia, doencas
cardiacas em idosos e é um dos principais agentes de infeccdo hospitalar;” ® K. pneumoniae é
comumente encontrada no trato intestinal, sendo um patdgeno oportunista, que pode levar a
bacteremia, pneumonia, infeccdes do trato urinério e outros tipos de infeccdes humanas:® E.
coli, pode causar infeccdes disseminadas.’ E. faecalis e S. aureus sdo bactérias classificadas
como Gram-positivo: E. faecalis pode contribuir em casos de endocardite infecciosa’' e S.
aureus s&o resistentes ao calor e a alguns grupos de desinfetantes™, podendo causar diversos
tipos de infeccdes e intoxicacdes. Acredita-se que, pela topografia das proteses totais e as
propriedades de superficie das resinas acrilicas, a aderéncia e retencdo destes micro-
organismos patogénicos seja facilitada.

O agente quimico digluconato de clorexidina 2% foi utilizado no estudo, por sua
eficacia antimicrobiana reconhecida.™ > Estudos relatam que a utilizagdo do digluconato de
clorexidina 2% por 10 minutos, contribui para reducdo de alguns micro-organismos, como

Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus e Candida albicans,** * %

porém ndo é capaz
de eliminar satisfatoriamente cepas de Escherichia coli ** % Além disso, contribui para
reducdo da formacdo do biofilme em préteses dentarias e melhora a condi¢do da mucosa do

paciente, combatendo a estomatite protética.”> *® Porém, seu uso frequente pode causar
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manchamento da resina acrilica.”> *® Neste estudo a imersdo em clorexidina comprovou sua
eficacia antimicrobiana, diante da carga de micro-organismos presentes nas proteses em
questdo.

Observou-se que no grupo TFD, também houve eliminacdo quase que totalmente dos
micro-organismos presentes nas proteses totais envolvidas no estudo, tendo efeito semelhante
ao grupo imerso em clorexidina. Esse resultado corrobora com estudo prévio, que utilizou a
associacdo de azul de metileno e LED vermelho sobre biofilmes formados em resina acrilica
por cepas representativas de Gram-positivos, Gram-negativos e leveduras, observando efeito
antimicrobiano diretamente proporcional a densidade de energia empregada,® o que
influenciou o delineamento deste estudo e a busca por um equipamento de luz mais potente.

A poténcia de cada LED que compbe o equipamento prototipo € de 1 W, e sua
distribuicdo no interior do cubo permite que todas as regifes da protese sejam irradiadas
simultaneamente. No entanto, ndo foi possivel calcular a densidade de energia (J/cm?) total
entregue em cada regido, pela dificuldade em determinar a area exata que cada LED irradiou,
nas diferentes préteses. Diferentes tamanhos, formatos e topografias das proteses ndo
permitem que a distancia entre a saida da luz e o objeto sejam iguais em todas as regides.
Outro motivo é a sobreposicdo das areas irradiadas pelos diferentes LEDs do aparelho. Por
isso, houve dificuldade em se fazer comparagdes com resultados de outros estudos, que
reportam o protocolo de TFD pela densidade de energia. Neste trabalho, a poténcia de saida
de 1 W de cada LED possibilitou a previsdo de um menor tempo de irradiacdo em relacdo a
outras pesquisas que utilizaram TFD ®, uma vez que a densidade de energia é igual a poténcia
da luz (W) multiplicada pelo tempo (s) e dividido pela &rea irradiada (cm?).?” Um menor
tempo de irradiacdo € desejavel para tornar o protocolo mais rapido, pratico e viavel
clinicamente. O grupo somente irradiado foi criado para confirmar que a associacdo da luz

com o fotossensibilizador é fundamental para o efeito antimicrobiano, confirmando também
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que 0 equipamento ndo estd causando aquecimento ou morte de micro-organismos por
desidratacéo.

O fotossensibilizador utilizado foi manipulado na concentracdo minima inibit6ria de
22 uM, que é suficientemente baixa, mostrando-se com efeito antimicrobiano apenas quando
em contato com a luz de comprimento de onda compativel e sendo, ao mesmo tempo, incapaz
de pigmentar a resina acrilica (Figura 7). Esta foi a idéia deste estudo, utilizar um novo
equipamento de irradiacdo com LEDs mais potentes, possibilitando a reducdo da
concentracdo inibitoria do azul de metileno. N&o existe no mercado odontoldgico atual
nenhum aparelho de LED vermelho e de maior poténcia, para emprego na terapia
fotodinamica com corantes azuis, assim como também ndo existe uma camara irradiadora que
permita uma irradiacédo tridimensional simultanea de um objeto.

Algumas limitacdes foram observadas durante a realizacdo deste estudo, como o
design do novo aparelho. Embora tenha se conseguido abranger todas as areas da protese
total, estas ndo receberam de forma homogénea a incidéncia da luz, por isso, novos estudos
devem ser realizados findando aperfeicoar esse dispositivo de luz a fim de torna-lo um aparelho
pratico e preciso para ser usado pelos cirurgides dentistas. Sugere-se também mais estudos testando
novos tempos de irradiacdo, novas fontes de luz com comprimentos de onda diferentes
utilizando outras classes de fotossensibilizadores.

A contaminacdo cruzada existente entre consultério odontoldgico e laboratério de
proteses dental € uma problematica preocupante e precisa ser compreendida e abordada com
prudéncia pela classe odontologica e demais profissionais auxilares envolvidos: auxiliares de
salde bucal e técnicos em protese dentdria. Por isso, a desinfeccdo ou esterilizagdo destes
dispositivos antes de serem instalados € uma etapa de extrema importancia na prevencdo da
contaminacgio e ndo deve ser negligenciada. E consenso que a utilizacdo de clorexidina 2% por 10
min, como meio desinfectante é eficaz sobre a maioria das espécies de micro-organismos encontrados

em proteses recém acrilizadas, no entanto, a terapia fotodinamica mostrou um efeito promissor,
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diante das limitacbes na técnica, que poderdo conduzir ao aumento do potencial
antimicrobiano para espécies mais resistentes, possibilitando a esterilizacdo de dispositivos

acrilicos.

CONCLUSAO

As proteses totais recém acrilizadas e recém recebidas dos laboratérios de protese
dentéria apresentaram uma contaminacdo relevante e heterogénea de micro-organismos. O
estudo mostrou que a terapia fotodindmica antimicrobiana utilizando o fotossensibilizador azul
de metileno 22 uM associado ao equipamento protétipo de LEDs reduziu significativamente a
contagem de micro-organismos encontrados nas proteses totais, exercendo efeito semelhante a

imersdo em digluconato de clorexidina 2% por 10 minutos.
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Figura 1. Aspecto interno do dispositivo de LED composto por 8 LEDs com poténcia de 1W
utilizado para o experimento.




Figura 2. Aspecto interno do dispositvo de LED em funcionamento.
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Figura 3. Exemplo da aplicagdo da terapia fotodindmica sobre a prétese total no grupo
experimental
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Figura 4. Mediana com intervalo interquartil dos escores obtidos da contagem de UFC/ml de
bactérias totais viaveis presentes nas proteses totais avaliadas de cada grupo (letras diferentes:
p=0,0002).
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Figura 5. Média dos escores obtidos da contagem de UFC/ml de bactérias viaveis
identificadas presentes nas proteses totais avaliadas de cada grupo (letras diferentes:
p<0,001).
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Figura 6. Mediana com intervalo interquartil dos escores obtidos da contagem de UFC/ml de
fungos totais viaveis presentes nas préteses totais avaliadas de cada grupo (letras diferentes:
p=0,0002).
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Figura 7. Aspecto da protese total apds ser irradiada e corada pelo fotossensibilizador.
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4 CONCLUSOES GERAIS

A revisdo de literatura sistemética indicou que os agentes quimicos para
imers&o hipoclorito de sodio 1%, digluconato de clorexidina 2% e &cido acético 50-
100% apresentaram uma boa eficacia mediante a contaminacdo de proteses
acrilicas e; sdo os mais indicados, atualmente, para desinfeccdo de proteses
acrilicas, ndo atuando como esterilizantes. Entretanto, mais estudos devem ser
realizados em relacao a alteracbes que estes meios podem causar as propriedades

do material envolvido.

O estudo experimental demonstrou que as proteses acrilicas recém recebidas
dos laboratorios protéticos mostraram um indice de contaminacao relevante e
heterogéneo de micro-organismos potencialmente patogénicos, exercendo
fundamental papel na infecgdo cruzada entre laboratério e clinica. Espécies de
bactérias identificadas P. aeruginosa, K. pneumoniae e E.coli foram as mais
prevalentes em ordem decrescente. Por meio dos resultados obtidos, e diante das
limitacbes do estudo experimental, foi verificado que a terapia fotodinamica
antimicrobiana, no protocolo proposto de 6 minutos, apresentou viabilidade técnica
para sua aplicacdo no combate a infeccdo cruzada entre laboratério protético e
clinica odontologica, e vice-versa. A utilizacdo do fotossensibilizador azul de
metileno 22 uM associado ao equipamento prototipo composto por 8 LEDs de 630
nm e 1 W reduziu significativamente a contagem de micro-organismos encontrados
nas proéteses totais advindas de diferentes laboratorios protéticos, exercendo efeito
semelhante a imersédo por 10 minutos em digluconato de clorexidina 2%. O efeito
apresentado é promissor, diante da possibilidade de ajustes na técnica, que poderao
conduzir ao aumento do potencial antimicrobiano para espécies mais resistentes,

possibilitando a esterilizacdo de superficies de resina acrilica.



64

REFERENCIAS GERAIS

ABICHANDANI, S. J.; NADIGER, R. Cross contamination in dentistry: A
comprehensive overview. Chron. Young Sci., v. 4, p. 51-58, 2013.

ANVISA. RDC n°l5, de marco de 2012. Disponivel em:<www.anvisa.gov.br>.
Acesso em: 10 abr. 2015.

CAMPANHA, N.; PAVARINA, A. C.; VERGANI, C.; MACHADO, A. Effect of
microwave sterilization and water storage on the Vickers hardness of acrylic resin
denture teeth. J. Prosthet. Dent., v. 93, n. 5, p. 483-487, 2005.

CHASSOT, A. L. C.; POISL, M. I. P.; SAMUEL, S. M. W. In vivo and in vitro
evaluation of the efficacy of a peracetic acid-based disinfectant for decontamination
of acrylic resins. Braz. Dent. J., v. 17, p. 117-121, 2006.

DOVIGO, L. N.; PAVARINA, A. C.; RIBEIRO, D. G.; ADRIANO, C. S.; BAGNATO, V.
S. Photodinamic inactivation of four candida species induced by photogem®. Braz.
J. Microbiol., v. 41, p. 42-49, 2010.

FRANCO, J. E. M.; CAI, S.; LIMA, L. A. P. A;; GONCALVES, A. S.; CAMPOS, T. N.
Avaliacdo da capacidade de descontaminacdo da terapia fotodindmica no pos
operatorio imediato de implantes : estudo piloto. RPG, v.17, n.3, p. 151-157, 2010.

FREITAS-PONTES, K. M.; GOMES, C. E.: DE CARVALHO, B. M.;: SABOIA, R. D.;
GARCIA, B. A. Photosensitization of in vitro biofilms formed on denture base resin. J.
Prosthetic Dent., v. 14, p. 30-34, 2014.

FROTA, B. M. D. Terapia fotodinamica antimicrobiana aplicada em espécimes
de resina acrilica confeccionados em diferentes laboratérios de protese
dentaria. 2012. 71 f. Dissertacdo (Mestrado) - Programa de Pdés-Graduacdo em
Odontologia, Universidade Federal do Ceara, Fortaleza. 2012.

GANASHI, S.; GUJJARI, A. K.; SHYLESH KUMAR, B. S.; RAVI, M. B.; SOWMYA,
S.; MEENAKSHI, S. Comparative Study to Assess the Effectiveness of Various
Disinfecta- nts on two Microorganisms and the effect of same on Flexural Strength of
Acrylic Denture Base Resin - An In Vitro Study. J. Int. Oral Health, v. 5, n. 3, p. 55-
62, 2013.

HATAKEYAMA, T.; MURAYAMA, Y.; KOMATSU, S.; SHIOZAKI, A.; KURIU, Y.;
IKOMA, H.; NAKANISHI, M.; ICHIKAWA, D.; FUJIWARA, H.; OKAMOTO, k.
OCHIAI, T.; KOKUBA, Y.; INOUE, K.; NAKAJIMA, M.; OTSUJI, E. Efficacy of 5-
aminolevulinic acid-medi photodynamic therapy using light-emitting diodes in human
colon cancer cells. Oncol. Rep., v. 29, p. 911-916, 2013.

HIRT, H.; SCHLIEVERT, M. P.; DUNNY, M. G. In Vivo Induction of Virulence and
Antibiotic Resistance Transfer in Enterococcus faecalis Mediated by the Sex
Pheromone-Sensing System of pCF10. Infect. Immun., v. 70, p. 716-723, 2002.



65

KHANAL, A.; BUI, M. P.; SEO, S. S. Microgel-Encapsulated Methylene Blue for the
Treatment of Breast Cancer Cells by Photodynamic Therapy. J. Breast Cancer, V.
17, p. 18-24, 2014.

MYABE, M.; JUNQUEIRA, J. C.; COSTA, A. C. B. O.; JORGE, A. O.C.; RIBEIRO, M.
S.; FEIST, I. S. Effect of photodynamic therapy on clinical isolates of staphylococcus
spp. Braz. Oral Res., v. 25, n. 3, p. 230-234, 2011.

NIRALE, R. M.; THOMBRE, R.; KUBASAD, G. Comparative evaluation of sodium
hypochlorite and microwave disinfection on dimensional stability of denture bases. J.
Adv. Prosthodont., v. 4, p. 24-29, 2012.

PAVARINA, A. C.; NEPPELENBROEK, K. H.; MIMA, E. G. O.; SPOLIDORIO, D. M.
P.; GIAMPAOLO, E. T.; VERGANI, C. E. Efetividade da irradiacdo por micro-ondas
na desinfeccdo de resinas reembasadoras rigidas e resina acrilica para base de
protese. Rev. Odontol. UNESP, v. 35, n. 4, p. 305-311, 2006.

PAVARINA, A. C.; JORGE, J. H.; GIAMPAOLO. E. T.; VERGANI, C. E.; MACHADO,
A. L.; RODRIGUEZ, M. G. Efeito da desinfeccdo em microondas sobre a
microinfiltracdo na interface de resinas para base e reembasamento de proteses.
Rev. Odontol. UNESP, v. 36, n. 3, p. 261-266, 2007.

RIBEIRO, D. G.; PAVARINA, A. C.; DOVIGO, L. N.; MIMA, E. G.; MACHADO, A. L.;
BAGNATO, V. S.; VERGANI, C. E. Photodynamic inactivation of microorganisms
presenton complete dentures: a clinical investigation. Lasers Med. Sci., v. 27, p.
161-168, 2012.

ROSSONI, R. D.; VILELA, S. F. G.; FORTE, L. F. B. P.; JORGE, A. O. C;
JUNQUEIRA, J. C. Photoinactivation of Escherichia coli using xanthene dyes and
light-emitting diodes. Braz. Dent. Sci, v. 12, n. 4, p. 6-11, 2009.

SALES, D. C. T.; MORAES FILHO, J. P.; ESTEVES, R. A. Avaliacdo da
contaminacao cruzada durante o polimento das proteses nos laboratorios de protese
dentaria em Belém-Para. PCL: Rev. Bras. de Protese Clinica e Laboratorial, v. 5, n.
27, p. 417-424, 2003.

SALVIA, A. C. R.; MATILDE, F. S.; ROSA, F. C.; KIMPARA, E. T.; JORGE, A. O
BALDUCCI, 1.; KOGA-ITO, C. Y. Disinfection protocols to preventcross-
contamination between dental offices andprosthetic laboratories. J. Infect. Public
Health, v. 6, n. 5, p. 377-382, 2013.

SEO, R. S.; VERGANI, C. E.; PAVARINA, A. C.; COMPAGNONI, M. A., MACHADO,
A. L. Influence of microwave disinfection on the dimensional stability of intact and
relined acrylic resin denture bases. J. Prosthet. Dent., v. 98, n. 3, p. 216-223, 2007.

SESMA, N.; ROCHA, A. L., LAGANA, D. C.: COSTA, B.; MORIMOTO, S.
Effectiveness of Denture Cleanser Associated With Microwave Disinfection and
Brushing of Complete Dentures: In Vivo Study. Braz. Dental J., v. 24, n. 4, p. 357-
361, 2013.



66

SILVA, F. C.; KIMPARA, T. E.; MANCINI, M. N. G.; BALDUCCI, I.; CARDOSO
JORGE, A. O.; KOGA-ITO, C. Y. Effectiveness of six different disinfectants on
removing five microbial species and effects on the topographic characteristics of
acrylic resin. J. Prosthodont., v. 17, p. 627-633, 2008.

SILVA, M. C. V. S.; CARTAXO, J. U. Q.; ARIOLI FILHO, J. N.; BATISTA, A. U. D.
Evaluation of the biosecurity measures adopted in dental prosthesis laboratories of
the city of Jodo Pessoa, PB, Brazil. Pesq. Bras. Odontoped. Clin. Integr., v. 10, p.
101-106, 2010.

SIQUEIRA MARTINS, C .P. C.; TOGINHO FILHO, D. O.; LIMA, F. M.; SILVA, F. P.;
DURANTE, H.; DIAS, F. L.; DUARTE, J. L.; KASHIMOTO, R. K.; BORDINASSI DE
CASTRO, V. A. Efeitos biolégicos da luz: aplicacdo de terapia de baixa poténcia
empregando LEDs (Light Emitting Diode) na cicatrizagdo da Ulcera venosa: relato de
caso. Semina Ciénc. Biol. Saude, v. 30, n. 1, p. 37-46, 2009.

SMITH, P. N.; PALENICK, C. J.; BLANCHARD, S. B. Microbial Contamination and
the Sterilization/Disinfection of Surgical Guides Used in the Placement of Endosteal
Implants. Int. J. Oral Maxillofac. Implants, v. 26, p. 274-281, 2011.

TAVORA, F. F. F. Efeito de sucessivos ciclos de desinfec¢do por micro-ondas
sobre a microdureza e rugosidade superficial de diferentes bases de proteses
totais. 2007. 148 f. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Odontologia de Bauru,
Universidade de S&o Paulo, Bauru, 2007.

TEICHERT, M. C.; JONES, J. W.; USACHEVA, M. N.; BIEL, M. A. Treatment of oral
candidiasis with methylene blue—mediated photodynamic therapy in an
immunodeficient murine. Oral Surg. Oral Med. Oral Pathol., v. 93, p. 155-160,
2002.

TEMOTEO, G. D. A. Avaliacdo da contaminacdo cruzada entre diferentes
laboratérios de protese dentaria e a clinica odontoldgica. 2014. 52 f.
Dissertacdo (Mestrado) - Programa de Pdés-Graduacdo em Odontologia,
Universidade Federal do Ceard, Fortaleza, 2014.

WILLIAMS, D. W.; CHAMARY, N.; LEWS, M. A. O.; MILWARD, P. J.; MCANDREW,
R. Microbial contamination of removable prosthodontics appliances from laboratories
and impact of clinical storage. Br. Dental J., v. 211, p. 163-166, 2011.



APENDICE A

BACTERIAS TOTAIS VIAVEIS:

Tabela. Dados em escore — UFC/ml de bactérias totais viaveis:

Sem Somente Clorexidina TFD

tratamento irradiada

5. 6. 2. 2.

5. 6. 1. 1.

5. 6. 1. 2.

6. 6. 1. 5.

6. 6. 1. 3.

6. 4.

6. 3.

1.
Quadro. Estatistica descritiva.
Sem tratamento | Somente irradiada | Clorexidina TFD

Number of values 7 5 5 8
Minimum 5.000 6.000 1.000 1.000
25% Percentile 5.000 6.000 1.000 1.250
Median 6.000 6.000 1.000 2.500
75% Percentile 6.000 6.000 1.500 3.750
Maximum 6.000 6.000 2.000 5.000
Mean 5.571 6.000 1.200 2.625
Std. Deviation 0.5345 0.0 0.4472 1.408
Std. Error 0.2020 0.0 0.2000 0.4978
Lower 95% CI 5.077 6.000 0.6447 1.448
Upper 95% CI 6.066 6.000 1.755 3.802

TFA= terapia fotodindamica antimicrobiana.

Quadro. Testes de Kruskal-Wallis e Dunn (a=0,05).
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Kruskal-Wallis test

P value

0.0002

Exact or approximate P value?

Gaussian Approximation

P value summary

*%k%

Do the medians vary signif. (P < 0.05) Yes

Number of groups 4

Kruskal-Wallis statistic 20.16

Dunn's Multiple Comparison Test Difference in rank sum Significant? P < 0.05? Summary
Sem tratamento vs Somente irradiada -2.786 No ns
Sem tratamento vs Clorexidina 13.81 Yes 1
Sem tratamento vs TFD 9.402 No ns
Somente irradiada vs Clorexidina 16.60 Yes 1
Somente irradiada vs TFD 12.19 Yes 1
Clorexidina vs TFD -4.413 No ns

FUNGOS TOTAIS VIAVEIS:




Tabela. Dados em escore — UFC/ml de fungos totais viaveis:

Sem Somente Clorexidina TFD

tratamento irradiada

5. 0. 2. 1.

5. 5. 1. 1.

5. 5. 1. 2.

6. 0. 1. 1.

5. 5. 1. 1.

6. 1.

6. 2.

1.
Quadro. Estatistica descritiva.
Sem tratamento Somente irradiada Clorexidina TFD

Number of values 7 5 5 8
Minimum 5.000 5.000 1.000 1.000
25% Percentile 5.000 5.000 1.000 1.000
Median 5.000 5.000 1.000 1.000
75% Percentile 6.000 6.000 1.500 1.750
Maximum 6.000 6.000 2.000 2.000
Mean 5.429 5.400 1.200 1.250
Std. Deviation 0.5345 0.5477 0.4472 0.4629
Std. Error 0.2020 0.2449 0.2000 0.1637
Lower 95% Cl 4.934 4.720 0.6447 0.8630
Upper 95% ClI 5.923 6.080 1.755 1.637

Quadro. Testes de Kruskal-Wallis e Dunn (a=0,05).
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Kruskal-Wallis test

P value

0.0002

Exact or approximate P value?

Gaussian Approximation

P value summary

*%k%k

Do the medians vary signif. (P < 0.05) Yes

Number of groups 4

Kruskal-Wallis statistic 19.88

Dunn's Multiple Comparison Test Difference in rank sum Significant? P < 0.05? Summary
Sem tratamento vs Somente irradiada 0.1714 No ns
Sem tratamento vs Clorexidina 12.77 Yes 1
Sem tratamento vs TFD 12.45 Yes [
Somente irradiada vs Clorexidina 12.60 Yes 1
Somente irradiada vs TFD 12.28 Yes 1
Clorexidina vs TFD -0.3250 No ns

BACTERIAS IDENTIFICADAS VIAVEIS:




Tabela. Dados em escore (média)- UFC/ml

identificadas:
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de bactérias totais viaveis

P. S. K. E. faecalis E. coli S. aureus
aeruginosa saprophyticus pneumoniae
Sem tratamento 5 1.8 5.2 2.8 2.8 1
Somente 4.8 1 4.2 1 4.6 1.8
irradiada
Clorexidina 1.4 1 1 1.2 1 1
TFD 1.2 1 1 1 1 1

Quadro. Teste de analise de varidncia 2 critérios (a=0,05).

Two-way RM ANOVA

Matching by cols

Source of Variation % of total variation P value

Interaction 20.57 < 0.0001

Microorganismos 17.55 < 0.0001

Tratamento 27.66 < 0.0001

Subjects (matching) 4.8382 0.6561

Source of Variation P value summary Significant?

Interaction ok Yes

Microorganismos ok Yes

Tratamento il Yes

Subjects (matching) ns No

Source of Variation Df Sum-of-squares | Mean square F
Interaction 15 83.90 5.593 3.733
Microorganismos 5 71.57 14.31 9.553
Tratamento 3 112.8 37.60 30.49
Subjects (matching) 16 19.73 1.233 0.8231
Residual 80 119.9 1.498

Number of missing values 0

Bonferroni post tests

Sem tratamento vs Somente irradiada

Tratamento Sem tratamento | Somente irradiada Difference 95% CI of diff.
Pseudomonas aeruginosa 5.000 4.800 -0.2000 -2.711 10 2.311
Staphylococcus saprophyticus 1.800 1.000 -0.8000 -3.311t01.711
Klebsiella pneumoniae 5.200 4.200 -1.000 -3.511t01.511
Enterococcus faecalis 2.800 1.000 -1.800 -4.311 10 0.7114
Escherichia coli 2.800 4.600 1.800 -0.7114 t0 4.311
Staphylococcus aureus 1.000 1.800 0.8000 -1.711 t0 3.311
Tratamento Difference t P value Summary
Pseudomonas aeruginosa -0.2000 0.2622 P > 0.05 ns
Staphylococcus saprophyticus -0.8000 1.049 P > 0.05 ns
Klebsiella pneumoniae -1.000 1.311 P > 0.05 ns
Enterococcus faecalis -1.800 2.360 P >0.05 ns
Escherichia coli 1.800 2.360 P >0.05 ns
Staphylococcus aureus 0.8000 1.049 P > 0.05 ns
Sem tratamento vs Clorexidina

Tratamento Sem tratamento Clorexidina Difference 95% CI of diff.
Pseudomonas aeruginosa 5.000 1.400 -3.600 -6.111 to -1.089
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Staphylococcus saprophyticus 1.800 1.000 -0.8000 -3.311t01.711
Klebsiella pneumoniae 5.200 1.000 -4.200 -6.711 to -1.689
Enterococcus faecalis 2.800 1.200 -1.600 -4.111 t0 0.9114
Escherichia coli 2.800 1.000 -1.800 -4.311t0 0.7114
Staphylococcus aureus 1.000 1.000 0.0 -2.511t0 2.511
Tratamento Difference t P value Summary
Pseudomonas aeruginosa -3.600 4.720 P<0.001 rrk
Staphylococcus saprophyticus -0.8000 1.049 P >0.05 ns
Klebsiella pneumoniae -4.200 5.507 P<0.001 rrk
Enterococcus faecalis -1.600 2.098 P >0.05 ns
Escherichia coli -1.800 2.360 P > 0.05 ns
Staphylococcus aureus 0.0 0.0 P > 0.05 ns
Sem tratamento vs TFD

Tratamento Sem tratamento TFA Difference 95% CI of diff.
Pseudomonas aeruginosa 5.000 1.200 -3.800 -6.311 to -1.289
Staphylococcus saprophyticus 1.800 1.000 -0.8000 -3.311t01.711
Klebsiella pneumoniae 5.200 1.000 -4.200 -6.711 to -1.689
Enterococcus faecalis 2.800 1.000 -1.800 -4.311t0 0.7114
Escherichia coli 2.800 1.000 -1.800 -4.311t00.7114
Staphylococcus aureus 1.000 1.000 0.0 -2.511t0 2.511
Tratamento Difference t P value Summary
Pseudomonas aeruginosa -3.800 4,982 P<0.001 rrk
Staphylococcus saprophyticus -0.8000 1.049 P > 0.05 ns
Klebsiella pneumoniae -4.200 5.507 P<0.001 rrk
Enterococcus faecalis -1.800 2.360 P > 0.05 ns
Escherichia coli -1.800 2.360 P > 0.05 ns
Staphylococcus aureus 0.0 0.0 P >0.05 ns
Somente irradiada vs Clorexidina

Tratamento Somente irradiada Clorexidina Difference 95% CI of diff.
Pseudomonas aeruginosa 4.800 1.400 -3.400 -5.911 to -0.8886
Staphylococcus saprophyticus 1.000 1.000 0.0 -2.511t0 2.511
Klebsiella pneumoniae 4.200 1.000 -3.200 -5.711 to -0.6886
Enterococcus faecalis 1.000 1.200 0.2000 -2.311t0 2.711
Escherichia coli 4.600 1.000 -3.600 -6.111 to -1.089
Staphylococcus aureus 1.800 1.000 -0.8000 -3.311t01.711
Tratamento Difference t P value Summary
Pseudomonas aeruginosa -3.400 4.458 P<0.001 rrx
Staphylococcus saprophyticus 0.0 0.0 P > 0.05 ns
Klebsiella pneumoniae -3.200 4.196 P<0.001 rrx
Enterococcus faecalis 0.2000 0.2622 P >0.05 ns
Escherichia coli -3.600 4.720 P<0.001 rrx
Staphylococcus aureus -0.8000 1.049 P > 0.05 ns
Somente irradiada vs TFD

Tratamento Somente irradiada TFA Difference 95% CI of diff.
Pseudomonas aeruginosa 4.800 1.200 -3.600 -6.111 to -1.089
Staphylococcus saprophyticus 1.000 1.000 0.0 -2.511t0 2.511
Klebsiella pneumoniae 4.200 1.000 -3.200 -5.711 to -0.6886
Enterococcus faecalis 1.000 1.000 0.0 -2.511 t0 2.511
Escherichia coli 4.600 1.000 -3.600 -6.111 to -1.089
Staphylococcus aureus 1.800 1.000 -0.8000 -3.311t01.711
Tratamento Difference t P value Summary
Pseudomonas aeruginosa -3.600 4.720 P<0.001 *rx
Staphylococcus saprophyticus 0.0 0.0 P > 0.05 ns
Klebsiella pneumoniae -3.200 4.196 P<0.001 Frx
Enterococcus faecalis 0.0 0.0 P >0.05 ns
Escherichia coli -3.600 4,720 P<0.001 rrk
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Staphylococcus aureus -0.8000 1.049 P > 0.05 ns
Clorexidina vs TFD

Tratamento Clorexidina TFA Difference 95% CI of diff.
Pseudomonas aeruginosa 1.400 1.200 -0.2000 -2.711t0 2.311
Staphylococcus saprophyticus 1.000 1.000 0.0 -2.511t0 2.511
Klebsiella pneumoniae 1.000 1.000 0.0 -2.511t0 2.511
Enterococcus faecalis 1.200 1.000 -0.2000 -2.711t0 2.311
Escherichia coli 1.000 1.000 0.0 -2.511t0 2.511
Staphylococcus aureus 1.000 1.000 0.0 -2.511t0 2.511
Tratamento Difference t P value Summary
Pseudomonas aeruginosa -0.2000 0.2622 P > 0.05 ns
Staphylococcus saprophyticus 0.0 0.0 P > 0.05 ns
Klebsiella pneumoniae 0.0 0.0 P > 0.05 ns
Enterococcus faecalis -0.2000 0.2622 P > 0.05 ns
Escherichia coli 0.0 0.0 P > 0.05 ns
Staphylococcus aureus 0.0 0.0 P > 0.05 ns
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APENDICE B

Figura 1. Exemplo de crescimento bacteriano quanto ao controle negativo (préteses totais

sem tratamento prévio) no meio de cultura Agar Sangue

Figura 2: Exemplo de crescimento bacteriano quanto ao controle negativo no meio de

cultura HiCrome UTI Agar®
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Figura 3: Exemplo de crescimento de fungos quanto ao controle negativo no meio de cultura

Sabouraud Dextrose Agar

Figura 4. Exemplo de auséncia de crescimento de bactérias viaveis frente a Terapia

Fotodinamica no meio de cultura Agar Sangue.
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Figura 5: Exemplo de auséncia de crescimento de bactérias identificadas viaveis frente a

Terapia Fotodinamica no meio de cultura HiCrome UTI Agar®

Figura 6: Exemplo de auséncia de crescimento de fungos e leveduras frente a Terapia

Fotodinamica no meio de cultura Sabouraud Dextrose Agar

Figura 7: Exemplo da irradiac@o da proétese total apos ter sido corada.
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Figura 8: Exemplo da imersdo da protese total no meio de cultura BHI caldo em cuba

ultrassénica por 15 minutos apds tratamento realizado.

wpada UK

na somente c
Iro totalmente
ECHADO ! <

Figura 9: Exemplo da coleta de 5ml de solug&o para incubagéo em estufa CO, por 48 horas.
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Figura 10: Exemplo do aspecto do meio de cultura BHI caldo cultivado a 37°C por 48hrs em

estufa de CO,, no grupo controle negativo, controle positivo e grupo experimental.

.-
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ANEXO

TABELA 1. Identificagdo dos micro-organismos através do meio de cultura HiCrome UTI
Agar® (Himedia, New York, USA).

Cor Tipica da Colbdnia Micro-organismo pré-identificado

Roxo Escherichia coli

Azul Turquesa Enterococcus faecalis

Azul Metélico Klebsiella pneumoniai
Marrom claro Proteus mirabilis

Creme, translicida (pigmento esverdeado Pseudomonas aeroginosa
pode ser observado)
Dourada, opaca, pequena Staphylococcus aureus




