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Resumo



Altieri KT. Efetividade de duas soluc¢des desinfetantes e da irradiagdo por micro-
ondas na desinfeccao de préteses totais contaminadas com Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (MRSA) [Dissertacao de Mestrado]. Araraquara:

Faculdade de Odontologia da UNESP; 2011.

Resumo

Infecgbes causadas por bactérias resistentes a antibidticos sé@o
consideradas causa  principal de mortalidade  entre individuos
imunocomprometidos e aproximadamente 50 % destas infeccbes tem sido
relacionadas ao Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA). Estes
microrganismos, quando presentes no biofilme das proteses dentarias, podem se
dispersar nas secrecdes salivares e se disseminar pelo trato respiratério,
causando pneumonia aspirativa. Assim, 0 presente estudo comparou a
efetividade do hipoclorito de sédio a 1 %, digluconato de clorexidina a 2 % e
irradiacéo por micro-ondas na desinfeccdo de proteses totais e corpos-de-prova
circulares de resina acrilica para base de protese (10 x 2 mm) contaminados
com MRSA. Para isso, 36 proteses totais simuladas e 36 corpos-de-prova
circulares foram confeccionados, esterilizados, inoculados com MRSA
(10" ufc/mL) e incubados a 37 °C (por 24 e 48 h, respectivamente). Apos
incubacao, proteses totais e corpos-de-prova foram distribuidos em 4 grupos de
estudo (n=9): GC - néo foi realizado nenhum método de desinfeccdo; GH - foi
realizada a imersdo em solucéo de hipoclorito de sédio a 1 % por 10 min; GCI -
foi realizada a imersdo em solugdo de digluconato de clorexidina a 2 % por

10 min; GM - foi realizada a desinfec¢éo por irradiacdo em forno de micro-ondas
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a 650 W por 3 min. A efetividade dos procedimentos de desinfec¢éo foi avaliada
por meio de quantificacdo de colbnias viaveis e da viabilidade celular. Para a
guantificacdo de colbnias viaveis, aliquotas de 25 pL da solucéo resultante das
diluicdes seriadas (10° a 10° para GC e 10° a 102 para os grupos
experimentais) foram semeadas em placas de Petri em duplicata e todas as
placas foram incubadas por 48 h a 37 °C. As col6nias foram quantificadas em
ufc/mL. Para verificar a efetividade da desinfec¢cdo por micro-ondas em longo
prazo, as proteses totais desinfetadas foram incubadas a 37 °C por 7 dias. A
avaliacdo da viabilidade celular ap6s os procedimentos de desinfeccdo foi
realizada pelo método de reducéo do XTT. De acordo com os resultados, todas
as préteses e corpos-de-prova dos grupos controles demonstraram crescimento
microbiano. N&o foi observado crescimento microbiolégico em todas as proteses
totais desinfetadas. Apés 7 dias de incubacédo, houve crescimento microbiolégico
em todas as préteses desinfetadas por hipoclorito de sodio a 1 %. No ensaio de
XTT, total inativagdo da viabilidade celular foi obtida para todos os corpos-de-
prova desinfetados. A imersdo em hipoclorito de sédio a 1 % demonstrou ser
efetiva na desinfeccdo em curto prazo das proteses totais contaminadas por
MRSA. A imersdo em digluconato de clorexidina por 10 min e a irradiacdo por
micro-ondas a 650 W por 3 min demonstraram desinfeccdo completa de todas as
proteses totais e corpos-de-prova contaminados com MRSA. Com base no
presente estudo, foi concluido que a desinfec¢ao por irradiacdo por micro-ondas
e por imersdo em digluconato de clorexidina a 2% sao eficientes na inativagéo
de MRSA presente no biofilme de proteses.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus resistente a meticilina; desinfecc¢éo;

desinfetantes; micro-ondas; prétese total.
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Altieri KT. Effectiveness of two disinfectant solutions and microwave irradiation in
disinfecting complete dentures contaminated with  methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) [Dissertacdo de Mestrado]. Araraquara:

Faculdade de Odontologia da UNESP; 2011.

Abstract

Infections caused by antibiotic-resistant bacteria have been
recognized as a predominant risk factor for mortality in elderly patients and
approximately 50 % of these infections have been related to methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA). This microorganism, when present in the
denture biofilm, can be released into the oral fluids and aspirated into the lower
respiratory tract, thus causing infections such as aspiration pneumonia. The
present study compared the efficacy of 1 % sodium hypochlorite, 2 %
chlorhexidine gluconate, and microwave irradiation in disinfecting simulated
complete dentures and circular specimens of acrylic resin denture base material
(10 x 2 mm) contaminated with MRSA. Thirty-six dentures and 36 specimens
were made, sterilized, inoculated with MRSA (10 cfu/mL), and incubated at
37 °C (for 24 and 48 h, respectively). After incubation, dentures and specimens
were divided into 4 groups of study (n=9): PC - positive control, consisting of
dentures and specimens not disinfected; HY - soaking in 1 % sodium
hypochlorite solution for 10 min; CHL - soaking in 2 % chlorhexidine gluconate
solution for 10 min; and MW - irradiating by microwave for 3 min at 650W. The

effectiveness of the disinfection procedures was assessed cell viability
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(quantification of viable cells and XTT reduction method). For quantification
procedures, aliquots of suspensions were plated at dilutions (10 to 10 for PC
and 10° to 107 for experimental groups) and incubated (37 °C/48 h). Colonies
counts (cfu/mL) were quantified. Dentures disinfected were also incubated at
37 °C for 7 days to verify the long-term effectiveness of disinfection. The viability
of cells in each group of specimens was evaluated by XTT reduction method. The
results showed that all dentures and specimens from the PC groups showed
substantial microbial growth. No evidence of microbial growth was observed on
plates of all disinfected dentures. After 7 days incubation, broth turbidity was
observed in all beakers containing the dentures disinfected by 1 % sodium
hypochlorite. In XTT assay, no evidence of microbial growth was observed in all
disinfected circular specimens. It was concluded that soaking in 1 % sodium
hypochlorite solution was effective for a short-term disinfection of dentures
contaminated with MRSA. Soaking in 2 % chlorhexidine gluconate solution for
10 min and microwave irradiation for 3 min at 650 W showed complete
disinfection of all dentures and circular specimens contaminated with MRSA.
From the present investigation, it can be concluded that microwave irradiation
and 2 % chlorhexidine gluconate are effective in inactivating MRSA present in

denture biofilms.

Key Words: Methicillin-resistant  Staphylococcus aureus; disinfection;

disinfectants; microwaves; denture, complete.



Introdugdo



1 Introdugdo

O microrganismo Staphylococcus aureus é considerado um dos
patégenos humanos de maior patogenicidade, principalmente por apresentar
capacidade de desenvolver resisténcia as terapias medicamentosas?®>°*,
Algumas cepas de S. aureus, devido a alteragdes em sua parece celular
relacionadas a ativacdo e ao aumento de sintese de alguns componentes,
desenvolveram resisténcia a varios agentes antibacterianos, tendo sido
denominadas cepas de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA)*. Embora o
mecanismo pelo qual as cepas de MRSA tornam-se resistentes aos antibioticos
ndo ser completamente compreendido, 0 mecanismo mais comum esté
relacionado a presenca de uma proteina adquirida chamada PBP2a, que é
codificada pelo gene de resisténcia a meticilina (mecA) e menos afetada pelos
antibiéticos B—lactamicos®. Tem sido relatado na literatura que o MRSA tem sido
frequentemente identificado entre isolados clinicos de S. aureus em individuos

25,50,52,121

idosos ou imunocomprometidos , resultando no aparecimento de sérias

infeccBes sistémicas, especialmente nestes pacientes®®®. Ainda, estudos tém

demonstrado elevadas taxas de mortalidade ap6s infeccdes por MRSA330402°,

sendo que aproximadamente 52 % das infec¢Bes hospitalares em pacientes em
unidades de terapia intensiva (UTI) sdo causadas por esse microrganismo’™.
Dentre as infeccbes sistémicas relacionadas ao S. aureus, a pneumonia
aspirativa tem sido considerada uma das mais preocupantes'? devido a

46,70,72,76,91

elevada taxa de mortalidade entre pacientes idosos Estudos ainda

demonstraram que as infec¢cBes de pneumonia aspirativa de evolucdo mais

severa e virulenta estdo relacionadas a presenca do MRSA"".



18

O ambiente orofaringeo apresenta uma diversidade de
microrganismos, incluindo bactérias, fungos, protozoarios e virus®. Dentre esses
microrganismos, cepas de MRSA tém sido isoladas de amostras de saliva e da
cavidade oral****'°, A associac8o entre a colonizacdo do meio bucal por este
microrganismo e a presenca de préteses dentarias faz com que os usuarios de

, . . L. ~ 52,97,121,123
proteses se tornem ainda mais suscetiveis as infecgbes por MRSA .
Varios estudos relataram a contaminacao da superficie das proteses dentarias

52,97,110,121 N H p 2 A r
por cepas de MRSA . O biofilme aderido as préteses € um reservatério

1,45,99,101

de patdgenos gue pode se desprender da superficie protética, se

dispersar nas secrecdes salivares, sendo aspirado e disseminado para outros
locais do corpo®®®®™° causando, assim, infeccbes como a pneumonia
aspirativa'®®. A aspiracdo das bactérias da orofaringe tem sido identificada como
a mais importante rota de infeccdo no desenvolvimento de pneumonia
aspirativa’®'?. Sumi et al.'*®, em 2002, identificaram uma elevada prevaléncia de
patdégenos respiratérios na superficie das préteses dentarias, sugerindo que uma
higiene inadequada destas proteses pode estar relacionada ao desenvolvimento
de pneumonia bacteriana. A presenca de biofilme sobre as préteses pode

também causar a colonizacdo nasofaringea persistente®®, levando ao

aparecimento de infeccdes recorrentes'® e de resisténcia microbiana?*%4987127,
Um estudo demonstrou que a incidéncia de pneumonia e morte diminuiu
significantemente nos pacientes incluidos em um programa intensivo de saude

bucal**?

, sugerindo que cuidados bucais prévios podem ser mais efetivos na
prevencdo da mortalidade do que o préprio tratamento medicamentoso da
pneumonia’®. Assim, tem sido sugerido que uma adequada higiene da cavidade

oral e desinfeccéo das proteses dentarias devem ser cuidadosamente realizadas
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para se evitar a disseminacdo ou recorréncia das infec¢fes locais e sistémicas
relacionadas ao MRSA. Esses cuidados sdo ainda mais criticos em pacientes
com dificuldades de acesso aos cuidados profissionais, em especial idosos
dependentes, hospitalizados ou institucionalizados e pacientes com
necessidades especiais, que geralmente apresentam condi¢cdes de higiene bucal

19,102

extremamente deficientes®® e salde oral bastante debilitada Nessas

condicBes, a colonizagédo por Staphylococcus spp. e MRSA®'®3 ¢ ainda mais
favorecida. Apesar dos aspectos mencionados, a influéncia de uma adequada
qgualidade de saude bucal sobre a salde sistémica e o risco de infeccbes por
MRSA s&o frequentemente ignorados®*#>°,

Considerando o potencial elevado do MRSA em produzir
infecgbes invasivas, particularmente em pacientes debilitados, medicamentos
tépicos e sistémicos tém sido utilizados para a sua
erradicacio??26:37:49,55,64.69.81.87,94108-109.118 127128 " Entratanto, tem sido verificado o
desenvolvimento de resisténcia das cepas de MRSA a estes agentes

antimicrobianos?®®’.

Além disso, independentemente da eficacia, essas
medicacdes erradicam o microrganismo sistemicamente, sem, contudo, reduzir
sua colonizacdo nas proteses dentarias, favorecendo a recolonizacdo dos
tecidos e a recorréncia das infec¢des. Devido a dificuldade do tratamento das
infeccbes relacionadas ao MRSA, a prevencdo tem sido considerada como a
melhor terapia®®. Neste contexto, a erradicagdo do MRSA de biofilmes de
préteses removiveis, parciais ou totais, deve ser obtida para adequado controle
de infecgBes relacionadas a esse microrganismo. Dentre os métodos de

desinfeccdo de proteses disponiveis atualmente, a utilizacdo de solucdes

guimicas, como o hipoclorito de sodio, digluconato de clorexidina, dioxido de
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18,20,27,51,61,67,98

cloro, iod6foro e alcool, tem sido recomendada Solucbes de

221 mostrando-se eficientes

hipoclorito de sédio tém acéo bactericida e fungicida
na eliminacdo de placa bacteriana, de manchas e na inibicdo da formagéo de
calculo. Um recente estudo demonstrou que o hipoclorito de so6dio na
concentracao de 2 % foi efetivo na eliminacéo de biofilme de MRSA ap6s 1 min
de exposicdo®. Entretanto, a utilizacdo de hipoclorito de sddio em determinadas
concentracoes, apesar de efetiva para desinfeccdo, vem sendo limitada devido
aos seus possiveis efeitos deletérios, como alteracdes de cor das bases
acrilicas™*. O digluconato de clorexidina também possui um amplo espectro de
atividade antimicrobiana, devido a sua interagdo com a membrana citoplasmatica
dos microrganismos, comprometendo seus componentes intracelulares®.
DeBaun®, em 2008, realizou um estudo avaliando as propriedades
antimicrobianas do digluconato de clorexidina e concluiu que esta solucéo é um
agente antimicrobiano efetivo na erradicacdo de MRSA. Entretanto, nesse
estudo os testes foram realizados com células na condi¢é@o planctdnica. Quando
da analise da acdo antimicrobiana da clorexidina em biofilme, Smith, Hunter*®
verificaram que esse agente nao inativou completamente as células de MRSA,
observando um indice de sobrevivéncia de 11 %.

Além dos métodos quimicos de desinfeccdo, a utilizacdo de
métodos fisicos tem sido recomendada para a inativagcéo de biofilme de préteses
dentéarias. No estudo de Rossi et al.”, desinfeccéo térmica (100 °C por 10 h) foi
necessaria para a eliminacdo de MRSA de préteses dentarias de pacientes que
apresentavam colonizagdo orofaringea persistente. Da mesma forma, estudos in

38,68,74,100,105

vitro tém demonstrado que a irradiacao por micro-ondas é um método

fisico efetivo e seguro na inativacdo de varios microrganismos, incluindo
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S. aureus sensivel a meticilina (MSSA). Além disso, um estudo clinico recente
demonstrou que biofilmes de préteses totais, contendo S. aureus, foram
inativados por meio de irradiacao das proteses por micro-ondas durante 3 min a
650 W®. Apesar de este método fisico de desinfeccéo ja ter sido previamente
avaliado na erradicacdo de outros microrganismos®3:68:7374.95.100.105130.131 © g5
efetividade na eliminagdo de MRSA ainda néo foi verificada. Dessa forma, outros

estudos sé@o necessarios com o objetivo de avaliar a efetividade deste método de

desinfeccao na erradicacdo de MRSA presente em biofilme de préteses.



Revisdo da literatura



2 Revisdo da literatura

Em 1965, Olsen™ investigou a utilizacdo da energia de micro-
ondas sobre os microrganismos Aspergillus niger, Penicillium spp. e Rhizopus
nigicans, principais responsaveis pela proliferacéo fangica em paes. Os esporos
destes microrganismos foram cultivados em tubos contendo Agar Batata
Dextrose e incubados por 7 dias. Os esporos obtidos por meio dessa cultura
foram ressuspensos em 10 mL de agua destilada contendo 0,01 % de lauril
sulfato de sodio, sob agitacdo. Aliquotas dessas suspensdes foram inoculadas
em fatias de paes produzidos com ou sem a incorporacdo de conservante. As
fatias de paes foram irradiadas por 2 min em um forno de micro-ondas néo
convencional a uma poténcia de 5.000 W. Apés a irradiacdo, a regido dos paes
inoculada com os microrganismos foi retirada, macerada e inserida em um
recipiente contendo 50 mL de agua destilada. Em seguida, o recipiente foi
agitado por 10 min, aliquotas da solucéo resultante foram semeadas em placas
de Petri e o nimero de colbnias foi contado. O numero de coldnias e de esporos
viaveis foi comparado com amostras de paes ndo irradiados, mas que foram
submetidos a mesma temperatura atingida pela irradiacao. Foi observado que os
nameros de esporos viaveis e de coldnias dos trés fungos avaliados foram
significantemente reduzidos apos a irradiacdo em micro-ondas. Segundo o autor,
a literatura tem demonstrado que as espécies de Aspergillus e Penicillium sao
inativadas em temperaturas entre 54,11 °C a 56,88 °C quando mantidas por 20
min. No entanto, a maior temperatura registrada no forno de micro-ondas
utilizado nesse estudo foi de 51,33 °C. Considerando o tempo de exposicéo

utilizado (2 min) e a incapacidade das amostras de pées utilizadas em manterem
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a temperatura atingida por tempo maior do que 5 a 10 min, o autor sugeriu que a
reducdo no numero de esporos apos a irradiacdo por micro-ondas ndo foi,
provavelmente, originada de um efeito térmico convencional. Além disso, as
solucgBes salinas presentes no citoplasma dos esporos poderiam representar um
alvo preferencial para a energia de micro-ondas, o que elevaria a temperatura
interna desses microrganismos, promovendo sua lise ou inativacao.

O objetivo do estudo de Carrol, Lopez®, em 1969, foi avaliar a
possibilidade de um efeito ndo-térmico das micro-ondas na inativacdo dos
microrganismos Bacillus subtilis, Escherichia coli e Saccharomyce cerevisiae.
Para isso, foi utilizado um aparelho de micro-ondas ndo convencional com
poténcia de 500 W. Inicialmente, foi avaliado o efeito do pH sobre os
microrganismos, por meio de sua imersdo em diferentes solu¢gbes com pH
especificos (leite, suco de tomate e suco de laranja). Para o cultivo nas placas
de Petri, os microrganismos foram previamente inoculados nos alimentos citados
e irradiados a 500 W, por periodos entre 16 e 64 min. Os autores observaram
gue ndo houve reducdo significativa no nimero dos microrganismos testados
nas solugcbes com diferentes valores de pH. Apés a irradiagdo por micro-ondas,
nao foi observada reducgéo de S. cerevisiae e E. coli, previamente inoculados no
leite e no suco de tomate. No entanto, para o suco de laranja, ocorreu uma
reducédo progressiva do nimero de microrganismos com o aumento do tempo de
exposicdo as micro-ondas. Com base nos resultados obtidos, os autores
sugeriram que a composicdo quimica da suspensao irradiada e a das células
microbianas podem explicar os efeitos ndo térmicos provenientes das micro-
ondas. Além disso, os autores relataram que existe a possibilidade de ocorrer a

lise celular de um microrganismo devido a rapida oscilacdo das cargas celulares
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elétricas negativas em decorréncia de interacdo com o campo eletromagnético
das micro-ondas. Essa oscilacdo, segundo os autores, pode exceder os limites
elasticos da estrutura celular, promovendo seu rompimento. Foi também
enfatizado que, como a energia das micro-ondas € absorvida seletivamente por
certas moléculas constituintes de uma célula microbiana, tais como o DNA ou
alguma proteina essencial, poderia ocorrer uma desnaturacdo irreversivel
dessas estruturas e 0s microrganismos serem inativados mesmo em niveis
baixos de calor.

Bassiouny et al.*, em 1975, realizaram um estudo avaliando o
efeito da escovacdo com gel contendo digluconato de clorexidina a 1 % na
reducdo do indice de placa, indice de inflamacao gengival, indice de calculo e na
profundidade de sondagem de bolsas periodontais. Foram selecionados 49
pacientes portadores de préteses removiveis. Os participantes foram divididos
em 2 grupos: GA) realizaram escovagdo com gel contendo digluconato de
clorexidina a 1 % nas primeiras 6 semanas e escovacao com gel placebo nas 6
semanas seguintes e GB) realizaram escovag¢do com gel placebo nas primeiras
6 semanas, e nas semanas seguintes realizaram escovacdo com gel de
clorexidina. Os pacientes foram avaliados antes, durante e apés a finalizacédo do
experimento. Os resultados mostraram que, em relacdo ao indice de placa
bacteriana e ao indice de inflamacédo gengival, houve uma reducao estatistica
significante com o uso do gel contendo clorexidina quando comparado ao grupo
placebo. Entretanto, em relacdo ao indice de calculo e profundidade de
sondagem ndo houve diferenca estatistica significante entre os grupos. Ao final
do estudo, alguns pacientes relataram reacfes adversas e manchamentos nos

dentes com o uso da clorexidina. Os autores concluiram que o uso da clorexidina
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foi efetivo na prevencdo da formacdo de placa bacteriana e como agente
terapéutico no tratamento da gengivite.

Backenstose, Wells’, em 1977, realizaram um estudo in vitro com
0 objetivo de avaliar o efeito corrosivo de diferentes agentes de limpeza sobre as
estruturas metalicas. Para isso, foram confeccionados corpos-de-prova com trés
diferentes metais utilizados na confeccdo de préteses: niquel-cromo, aluminio e
aco inoxidavel. Os corpos-de-prova foram imersos em diferentes solugdes:
Polident e Efferdent (compostos por peréxido alcalino); Mersene, Clorox e
Calgon-Clorox (compostos por hipoclorito de sédio); Vinagre e agua destilada
pelo tempo total de 240 h. De acordo com os resultados, 240 h de imersdo em
Polident, Efferdent e agua destilada ndo causaram descoloracdo e efeitos
corrosivos aos metais. No entanto, mudancas foram observadas no niquel-cromo
apos 8 h de imersdao em Clorox e no aluminio apés imersdo de 8 h em Mersene
e Clorox. As mudancgas nos metais foram se intensificando no decorrer das 240 h
de imersdo, resultando em severos manchamentos nas amostras expostas ao
Clorox e efeito corrosivo as amostras imersas em Mersene. Apés 64 h de
imersdo em Calgon-Clorox, as amostras apresentaram caracteristicas
semelhantes das encontradas nas amostras expostas ao Mersene. Os autores
concluiram que as solu¢cdes que apresentaram hipoclorito de sédio em sua
composicao (Clorox, Mersene e Calgon-Clorox) ndo podem ser utilizadas para
higienizacdo de proteses com metal, pois esta solu¢do pode causar danos as
estruturas metalicas.

No estudo de Bay', em 1978, o efeito da escovacdo com
diferentes concentracdes de clorexidina na prevencdo do desenvolvimento de

placa bacteriana e inflamacado gengival foi avaliado. Além disso, foi verificada a
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correlagdo da intensidade de manchamento nos dentes com diferentes
concentracoes de solucdo de digluconato de clorexidina. Para isso, 15
estudantes com idade entre 20 e 24 anos participaram do estudo. O estudo teve
duracéo de 180 dias e foi realizado em trés periodos experimentais, com 60 dias
para cada periodo. Os participantes foram divididos aleatoriamente entre 4
grupos: G1: escovacdo com digluconato de clorexidina a 0,15 %; G2: escovacéo
com digluconato de clorexidina a 0,10 %; G3: escovacdo com digluconato de
clorexidina a 0,05 %; e G4: escovacao com solugéo placebo (grupo controle). Os
participantes realizaram a escovacdo duas vezes ao dia, sendo que, em cada
escovacao, as escovas de dente foram imersas nas diferentes solugfes 8 vezes.
A intensidade da cor dos dentes, o indice de placa bacteriana e inflamacéo
gengival foram avaliados clinicamente e através de fotografias tiradas no inicio,
apos 14, 30, 45 dias e no final de cada periodo de 60 dias. Os resultados
mostraram que na avaliacdo apés 45 dias, uma reducdo nos indices de placa e
inflamacdo gengival foi observada para os grupos que realizaram a escovacao
com clorexidina quando em comparacdo ao inicial e ao dia 14. No final do
experimento, ndo houve diferenca estatistica significativa entre os valores de
indices de placa bacteriana e inflamacgéo gengival para os grupos G1 e G2. Para
o grupo G3, os indices de placa bacteriana e inflamacdo gengival foram
superiores quando comparados aos grupos G1 e G2. No final do experimento, o0s
grupos G1, G2 e G3 apresentaram uma reducdo de 72 %, 66 % e 43 %,
respectivamente, no indice de placa bacteriana quando em comparacdo ao
grupo controle, e de 57 %, 47 % e 10 %, respectivamente, quando comparados
aos indices de placa bacteriana aos 14 dias. Os valores médios de reducédo na

inflamacgdo gengival para os grupos G1, G2 e G3 foram 58 %, 57 % e 43 %,
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respectivamente, em relacdo ao grupo controle e 36 %, 34 % e 12 % em relagcéo
ao obtido aos 14 dias de experimento. As fotografias mostraram que a utilizacdo
de clorexidina nas concentracdes de 0,15 %, 0,10 % e 0,05 % causaram
manchamento nos dentes e a intensidade das manchas foi diretamente
correlacionada com a concentracdo da solugcdo. Com estes resultados, 0s
autores concluiram que o uso da solucdo de digluconato de clorexidina nas
concentracdes de 0,15 % e 0,10 % foi mais efetivo na reducéo do indice de
placa bacteriana e inflamagéo gengival.

A efetividade da esterilizacdo de microrganismos patogénicos por
meio da irradiagéo por micro-ondas foi avaliada por Fitzpatrick et al.*, em 1978.
Para os experimentos foram utilizados tubos de ensaio com suspenséo salina de
S. aureus, esporos a seco de B. subitilis ou tiras umedecidas com esporos de B.
subitilis. Inicialmente, cada condicdo avaliada foi submetida a cinco irradiacbes
sucessivas por 12 s a 1000 W. Esses experimentos demonstraram que 0
tratamento, apesar de ter sido efetivo para eliminar formas metabdlicas (S.
aureus), foi insuficiente para inativar as formas esporuladas. A partir desses
resultados, os autores realizaram experimentos com tiras contaminadas com
esporos (Bacillus stearothermophilus e B. subitilis) e umedecidas em agua
destilada. Em seguida, essas tiras foram irradiadas por periodos superiores a 15
e 30 min. No entanto, ainda foi observada cultura positiva para 0os esporos
testados. Com base nessas observagbes, culturas desses esporos foram
incubadas em outros tubos de ensaio abertos. Entretanto, experimentos
demonstraram crescimento em todas as culturas avaliadas. Devido a essas
observacdes, os autores realizaram experimentos com tubos de ensaio vedados

com roscas e verificaram que ndo houve crescimento nas culturas avaliadas pelo
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periodo de 7 dias. Foi concluido que a esterilizagdo satisfatéria por meio da
irradiacdo em micro-ondas apresentou-se viavel quando o conteddo a ser
irradiado foi adequadamente selado. Além disso, os autores sugeriram que a
esterilizagao ocorrida foi devido a um efeito puramente térmico.

Em 1979, Budtz-Jgrgensen?' realizou uma revisdo de literatura
discutindo os melhores materiais e métodos para a limpeza de proteses
removiveis. O autor avaliou os métodos: mecanicos (escovacgao e agitacao ultra-
sbnica) e quimicos (peroxidos alcalinos, hipocloritos alcalinos e agentes
desinfetantes). De acordo com o autor, a higienizacdo mecéanica pode ser
realizada com agua, agente desinfetante ou dentifricio. Tem sido relatado que
esta técnica, quando realizada corretamente, remove o biofilme presente nas
préoteses. Entretanto, o uso do dentifricio pode causar desgastes na resina
acrilica devido as particulas abrasivas presentes nesses produtos. Segundo o
autor, a agitacdo ultra-sénica ndo € um método eficiente para a remoc¢do do
biofilme. Outra opcdo para a limpeza de préteses sdao os métodos quimicos,
onde as proteses ficam imersas por um determinado periodo em diferentes
solugdes, podendo ser: peréxidos alcalinos, hipocloritos alcalinos, &cidos
organicos ou inorganicos, solucdes desinfetantes, entre outras. O autor explicou
gue os peroxidos alcalinos tornam-se solucbes de peroxidos de hidrogénios
guando dissolvidos em agua. Estes produtos apresentam uma combinacao de
detergentes alcalinos para reduzir a tensdo superficial, e agentes, como
perborato de sédio ou percarbonato, que liberam oxigénio na solucdo. Estas
bolhas de oxigénio sdo responsaveis por exercer a limpeza mecanica das
préoteses. Ainda, segundo o autor, a imersdo prolongada das préteses neste

produto ndo causa alteracdes na superficie da resina acrilica. As solucdes de
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hipocloritos alcalinos sdo outras opgdes para a higienizacao das proéteses, pois
as mesmas apresentam acao bactericida e fungicida. Porém, ndo podem ser
utilizadas em préteses com presenca de metal, pois apresentam efeito corrosivo.
Ja nas préteses sem a presenca de metal, o autor relatou que as solucdes de
hipocloritos alcalinos podem causar descoloracao da resina acrilica e, por isso, o
autor sugeriu 0 uso destas solugbes apenas uma vez por semana. As solucdes
gue apresentam acidos em suas composicdes possuem efeito contra calculos e
manchas presentes na resina das proteses. Porém, também causam corrosdo
ao metal, ndo sendo, assim, muito utilizadas. As solu¢des desinfetantes, como a
solucdo de digluconato de clorexidina, apresentam reducdo significante do
biofilme presente nas proteses. Entretanto, o autor relata que essas solucdes
também podem ser inadequadas para a imersdao diaria das préteses, pois
causam alteracdo de cor na resina acrilica. O autor também sugere que os
métodos de imersdao podem ser uma alternativa importante para pacientes
idosos ou que apresentam algum tipo de deficiéncia.

Roher, Bulard®®, em 1985, realizaram um estudo para avaliar a
efetividade das micro-ondas na reducdo da infeccao cruzada entre consultério
odontolégico e laboratério de protese. Os autores realizaram as experiéncias
com 0s microrganismos inoculados em tubos de ensaio contendo meio de
cultura, préteses com metal ou totalmente em resina acrilica, brocas metélicas e
pecas de m&o. Os corpos-de-prova foram contaminados com 10° ufc/mL
(unidades formadoras de colbénias por mililitro) de cada um dos seguintes
microrganismos: trés tipos de bactérias nao esporuladas (S. aureus,
Staphylococcus epidermidis e Klebsiella pneumoniae), uma bactéria aerdbica

esporulada (B. subtilis), uma bactéria esporulada anaerébica (Clostridium
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histolyticum), um fungo (Candida albicans) e dois virus (polio tipo 1 e herpes
simplex tipo 1). Para as irradia¢cdes no forno de micro-ondas, 0s corpos-de-prova
foram ou nao fixados a um dispositivo rotacional tridimensional desenvolvido
pelos autores. Os corpos-de-prova contaminados foram submetidos as micro-
ondas a uma poténcia de 720 W, nos tempos experimentais de 0, 1, 3, 5, 8 e 10
min, e incubados a 37 °C. A bactéria B. subitilis foi também inoculada em tiras de
papel irradiadas por 20 min. O crescimento dos microrganismos foi avaliado para
todos 0s materiais apés 24 e 48 h pela andlise da turvacdo do meio e
crescimento de colénias em placas de Petri. Para a irradiacdo das proteses,
duas condicdes foram avaliadas para os testes de estabilidade dimensional: as
préoteses foram mantidas por 15 min em agua ou foram mantidas a seco, antes
de serem irradiadas. Segundo os autores, os resultados obtidos quando o
dispositivo rotacional tridimensional foi utilizado evidenciaram maior efetividade
no tratamento com micro-ondas. Os tubos de ensaio contaminados com a
mistura de quatro bactérias aerébicas e C. albicans ndo demonstraram
crescimento apds 10 min de irradiacdo. A esterilizacdo da bactéria esporulada
anaerodbica C. histolyticum ocorreu apés 3 min de irradiacéo. As tiras de papel
com a bactéria esporulada aerdbica B. subtilis demonstraram esterilizacéo
apenas apés 15 min de irradiacdo. As brocas dentarias, quando imersas em
suspenséao de quatro bactérias aerdbicas e expostas as micro-ondas por 10 min,
apresentaram esterilizacdo. As pecas de mao contaminadas com a mesma
suspenséo bacteriana foram esterilizadas ap6s 10 min de irradiacéo. As préteses
contaminadas com as suspensoes individuais de quatro bactérias aerébicas e do
fungo apresentaram esterilizacédo para todos os microrganismos testados apos 8

min de exposi¢cdo as micro-ondas. Quando uma mistura de suspensdes desses
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microrganismos foi utilizada, a esterilizacdo das proteses foi observada apés 10
min de irradiacdo. N&o foram observadas alteracfes dimensionais, tanto para as
préteses imersas previamente em agua quanto para as mantidas a seco e
expostas as micro-ondas por até 16 min. Para uma esterilizagdo efetiva de
materiais odontolégicos, os autores sugeriram a irradiacdo por micro-ondas
associada a utilizacao do dispositivo tridimensional desenvolvido nesse estudo.

Com o objetivo de minimizar a infecgdo cruzada entre o
consultério odontoldgico e o laboratério de prétese, Henderson et al.**, em 1987,
avaliaram a efetividade de um protocolo experimental (barrier system) para
desinfeccao de proteses. Para realizacao do protocolo, inicialmente uma cultura
de préteses de pacientes foi obtida por meio de coleta com “swab oral’. Em
seguida, as proteses foram escovadas com uma solucdo de clorexidina a 4 %
por 1 min, secas com jatos de ar, imersas em uma das solucdes desinfetantes
avaliadas (glutaraldeido a 2 %, glutaraldeido diluida ou hipoclorito de sodio a
5,25 %) e, individualmente, submetidas ao ultra-som por 10 min. Para avaliacdo
da efetividade do protocolo, uma nova cultura foi obtida apés a imersao em
solucdo desinfetante. Os resultados evidenciaram culturas positivas para todas
as proteses avaliadas. Porém, menores niumeros de culturas foram observados
com a utilizacdo das solucdes de glutaraldeido concentradas e de hipoclorito de
sédio em relagdo a de glutaraldeido diluida. Os autores recomendaram a
utilizagcdo do protocolo desenvolvido, que foi considerado efetivo no controle de
infecgéo cruzada.

Em 1989, Bell et al.*® compararam a eficacia biocida do didxido de
cloro e hipoclorito de sodio a 5,25 % (diluicdo 1:10) em tiras de resina acrilica

inoculadas com S. aureus, C. albicans ou E. coli na presenca de uma matéria
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organica. Tiras de resina acrilica estéreis foram imersas em 10° - 10’ ufc/mL de
solucdo de cada microrganismo. Em seguida, as tiras foram desinfetadas em
diéxido de cloro, hipoclorito de sodio ou solucao salina estéril, por 30 s, 1, 2 ou 4
min. Apés a desinfecgdo, as tiras foram neutralizadas e incubadas por 72 h. Os
resultados demonstraram uma diferenca entre a capacidade do diéxido de cloro
e do hipoclorito de soédio para erradicar os organismos testados em tiras de
resina acrilica quando a matéria organica esta presente. O dioxido de cloro
resultou em desinfeccdo completa de todos os microrganismos em 2 min. O
hipoclorito de sédio resultou em desinfeccdo completa de todos os
microrganismos ap6s 4 min de imersao.

Para prevenir a propagacdo de MRSA entre consultérios
odontoldgicos, é importante erradica-lo primeiramente nos pacientes, que sao 0s
responsaveis pelo transporte deste microrganismo. Assim, Honma et al.*?, em
1994, realizaram um estudo para detectar a presenca de MRSA e S. epidermidis
resistente a meticilina (MRSE) em saliva humana e em superficies de préteses
dentarias. Foram obtidas 166 amostras de saliva, sendo 127 de estudantes de
odontologia e 39 de individuos usuarios de préteses totais ou parciais. Além
disso, também foram submetidas a avaliacdo 39 amostras de swab com
esfregaco das superficies das proteses. Dois meios seletivos foram usados para
a deteccao de espécies de Staphylococcus (Staphylococcus n® 110 e Phenol
Red Broth suplementado com manitol, oxacilina e polimixina B). Um swab
esterilizado foi imerso em cada amostra de saliva por alguns segundos e entédo
semeado em cada meio seletivo. Para obter o material da superficie da prétese,
um swab estéril foi esfregado firmemente por toda a superficie da prétese,

semeado nos 2 meios seletivos e incubado a 37 °C de 5 a 7 dias. Para identificar
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cada isolado, foi utilizada a coloracdo gram, identificacdo de caracteristicas
morfologicas, testes bioquimicos, como a producéo de acido a partir do manitol,
e liguefacdo de gelatina. A porcentagem de MRSA e MRSE nas amostras de
saliva dos estudantes de odontologia foi de 3,1 %, e nas amostras de swab com
a raspagem das superficies protéticas foi 12,8 %. A porcentagem detectada de
S. aureus ou S. epidermidis nas amostras de swab foi 53,8 %. A fim de avaliar a
suscetibilidade dos isolados aos antibiéticos, os autores espalharam
uniformemente uma aliquota de 100 uL de cada suspenséo celular em placas
com Trypticase Soy Agar (TSA). Em seguida, um disco de antibidtico foi
colocado na placa inoculada. Ap6s incubacao por 4 h, a inibicdo do crescimento
foi medida e a concentracdo inibitéria minima (CIM) determinada. Os
experimentos demonstraram que todos os isolados foram resistentes ou pouco
sensiveis a penicilina, cefalexina, kanendomicina e polimixina B. A maioria dos
isolados foram sensiveis a minociclina e tetraciclina. Inesperadamente, 3
isolados foram resistentes a vancomicina. Com base nos resultados, a deteccao
de MRSA e MRSE em amostras de saliva e amostras de proteses indicou que
uma rigorosa desinfeccdo e esterilizagdo sdo essenciais para evitar a
propagacao desses microrganismos em consultorios odontolégicos. Com base
nos resultados, os autores sugerem a desinfec¢do diaria das proteses dentais
como meio de eliminar esses microrganismos, destacando a importancia desses
cuidados para idosos com salde comprometida e, portanto, mais suscetiveis as
infeccoes.

Rosaspina et al.”

, em 1994, avaliaram o efeito da irradiacdo por
micro-ondas em instrumentos cirdrgicos contaminados com C. albicans. Laminas

de bisturis e laminulas de microscopia foram contaminadas com C. albicans a
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uma concentracdo de 10’ ufc/mL. Apds terem sido secas, as amostras foram
completamente imersas em recipiente de vidro com esferas de vidro de 0,4 cm e
agua destilada. Esse recipiente foi, entdo, exposto a irradiacdo por micro-ondas
a 600 W a uma frequéncia de 2.400 MHz. O tempo de exposi¢cdo variou de
acordo com a temperatura alcancada pelo banho. Assim, os seguintes tempos
foram utilizados: 1,5 min (45 °C), 3 min (55 °C) e 6 min (100 °C). Preparacbes
similares foram realizadas para o grupo controle utilizando-se estufa (2 h,
140 °C) ou autoclave (20 min, 121 °C), enquanto que outras preparacdes foram
submersas em agua em ebulicdo pelos mesmos tempos de exposicdo das
micro-ondas. Algumas amostras foram preparadas para andlise em microscopia
eletrbnica de varredura (MEV). Para verificar a esterilizacdo, as amostras foram
colocadas em contato com placas de TSA e incubadas a 37 °C por 48 h. Os
resultados demonstraram que todas as amostras (50 laminas de bisturi e 25
laminulas de microscopia) foram completamente esterilizadas ap6s exposicao
por 2 min as micro-ondas. As analises em MEV revelaram que as alteracdes nas
leveduras irradiadas foram proporcionais ao tempo de exposi¢do. As amostras
imersas em agua em ebulicdo por 9 min apresentaram mortalidade de 100 %,
porém nenhuma modificagdo na morfologia celular foi evidenciada. As alteraces
morfolégicas observadas ap6s a irradiacdo por micro-ondas foram
completamente diferentes das observadas apds o tratamento em agua em
ebulicdo. Assim, os autores concluiram que, além do incontestavel efeito
térmico, as micro-ondas podem exercer também um efeito mais complexo no
corpo celular dos microrganismos.

Atmaca et al.’, em 1996, avaliaram o efeito da irradiacdo por

micro-ondas e da aplicacdo de calor convencional sobre a reproducédo de
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bactérias. Cepas de S. aureus, S. epidermidis, Pseudomonas aeruginosa e
Pseudomonas acidovorans foram cultivadas em suspensdo e o numero de
ufc/mL de cada espécie foi determinado e utilizado como controle. Uma aliquota
de 1 mL de cada suspensao bacteriana foi irradiada por micro-ondas a 550 W
durante 5, 6, 7, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 25 e 30 s. Em seguida, cada suspenséo
foi diluida e cultivada em placas a 37 °C por 24 h. O valor de ufc/mL foi, entéo,
determinado. Antes e ap0s a irradiacdo, a temperatura da suspenséo bacteriana
foi determinada por meio de um termémetro digital. O experimento foi realizado 5
vezes para cada espécie bacteriana e para cada tempo de exposicdo. Também
foram realizados ensaios com aplicacdo de calor convencional durante 16, 20,
25 e 30 s, tempos em que a contagem de bactéria foi reduzida significantemente.
Suspensfes de 5 mL de cada espécie bacteriana também foram irradiadas
durante 14, 16, 18, 20, 25 e 30 s. Os resultados demonstraram que a reducéao na
contagem de bactérias apds a irradiacdo por micro-ondas foi estatisticamente
significante em relacdo ao controle. A diminuicdo na contagem de bactérias
expostas ao calor convencional foi significativa em relagdo as amostras
irradiadas por micro-ondas. Porém, inversamente ao observado com as
amostras irradiadas, a aplicacdo de calor convencional por 30 s resultou em
sobrevivéncia bacteriana. O aumento do volume das suspensdes potencializou o
efeito destrutivo das micro-ondas, uma vez que, apos a irradia¢éo, a contagem
das suspensdes de 5 mL foi significativamente menor que a das suspensodes de
1 mL. Os autores concluiram que o efeito da irradiacdo por micro-ondas na
inativacdo de bactérias € diferente do efeito térmico e que o conteudo de liquido
no meio desempenha uma funcdo importante na absorcéo da energia decorrente

da irradiag&o por micro-ondas.
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1. em 1996, foi avaliar a

O objetivo do estudo de Rossi et a
efetividade de um conjunto de procedimentos terapéuticos na erradicacdo de
MRSA em 10 pacientes usuarios de proteses totais com infeccdo persistente.
Amostras de MRSA foram coletadas com swab em varios locais do corpo, como
garganta, virilha, lesdes de pele, axila e feridas abertas. A seguir, foram
semeadas em placas contendo Manitol Salt Agar com 1 pg/mL de oxacilina,
incubadas a 35 °C por 48 h e, decorrido esse periodo, as colénias foram
identificadas. Além disso, foi testada, para todos os isolados, a resisténcia a
meticilina e a suscetibilidade a oxacilina, vancomicina, rifampicina,
ciprofloxacina, trimetoprim, sulfametoxazol, acido fusidico, clindamicina,
gentamicina e netilmicina. Amostras de MRSA também foram coletadas da
protese de 6 pacientes, semeadas em Manitol e incubadas por 48 h a 35 °C
para, posteriormente, observar a presenca de crescimento de colbnias. Os
procedimentos de erradicacdo consistiam de tratamento tdpico (uso de creme
contendo mupirocina 2 %, 3 vezes ao dia, nos locais do corpo colonizados),
terapia antimicrobiana sistémica (combinacdo de 2 antibiticos diferentes
durante 10 a 16 dias) e o utilizacdo de detergentes anti-sépticos de clorexidina
(uso topico diario). Com o objetivo de prevenir a recolonizacdo, as proteses
contaminadas foram reembasadas e mantidas por 10 h na temperatura de
100 °C. Em 6 pacientes, as amostras foram colhidas antes do primeiro ciclo de
erradicacdo, em outros 2 pacientes, a primeira coleta foi realizada antes do
segundo ciclo de erradicacdo e, nos outros 2 pacientes, a coleta foi feita apenas
depois do tratamento de erradicacao ter sido finalizado. Durante a terapia de

descolonizacdo, os pacientes ndo usaram suas préteses. Como resultado dos

tratamentos, o MRSA foi erradicado de 7 pacientes, mas o0s outros 3
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permaneceram portadores desse microrganismo, apesar da combinacdo de no
minimo 2 tratamentos de erradicacdo, sistémico e tépico. Baseados nesses
resultados, os autores concluiram que as proteses podem sustentar a
colonizacdo nasofaringea persistente de MRSA e sugerem que, quando a
erradicacdo desse microrganismo for considerada necesséria, nos casos de
contaminacdo nasal, oral ou faringea, o tratamento térmico das préteses deve
ser incluido.

.Y em 1998, materiais reembasadores

Segundo Baysan et a
resilientes sdo mais suscetiveis a adesdo de microrganismos que 0s materiais
de base de resina acrilica. Assim, o objetivo de seu estudo foi avaliar a
efetividade da irradiacdo por micro-ondas na desinfeccdo de um material
reembasador resiliente contaminado com microrganismos patogénicos. Corpos-
de-prova (2 cm x 2 cm) de resina reembasadora resiliente (Molloplast—B) foram
confeccionados e polimerizados em micro-ondas por 3 min a 650 W. Todos os
corpos-de-prova foram esterilizados em autoclave, inoculados com o0s
microrganismos testados (C. albicans ou S. aureus) e incubados aerobicamente
a 37 °C. Apos trés dias de incubacgdo, o meio de cultura foi descartado e os
corpos-de-prova enxaguados cuidadosamente em 10 mL de solugédo de salina
fosfatada tamponada (PBS) para remocdo de células ndo aderentes. As
amostras confeccionadas foram divididas em quatro grupos (trés experimentais e
um controle) com 10 amostras cada. Trés grupos experimentais foram avaliados
guanto aos procedimentos de desinfeccdo, sendo as amostras do grupo A
submetidas a desinfec¢do em micro-ondas por 5 min a 650 W; as amostras do

grupo B mantidas a seco em temperatura ambiente por 5 h; e as amostras do

grupo C imersas em solugéo de hipoclorito de sédio a 2 % durante a noite. Para
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0 grupo controle, as amostras foram enxaguadas e deixadas em solucdo de PSB
por 5 h a temperatura ambiente. A seguir, 0s corpos-de-prova foram
individualmente colocados em tubos com 10 mL de PSB e agitados por 15 min.
Diluicdes seriadas (10" a 107°) foram realizadas em placas com Agar Sangue,
gue foram incubadas durante a noite a 37 °C. Apés a incubacao, as colbnias
foram contadas e o nimero de ufc/mm? (unidades formadoras de col6nias por
milimetro quadrado) foi calculado. Os resultados demonstraram que, em relacéo
ao tratamento por micro-ondas, a imersdo em hipoclorito de sodio promoveu
uma reducdo relativamente maior do nimero de microrganismos. Entretanto,
apenas o grupo do procedimento a seco apresentou uma reducéao significante do
namero de células viaveis em relacdo aos demais grupos. Os autores
recomendaram a utilizacdo das micro-ondas como um método de desinfeccgéo,
uma vez que o hipoclorito de sddio apresenta algumas desvantagens para
utilizacdo na clinica odontolégica, sobretudo em longos periodos de imerséao,
como efeitos deletérios sobre as resinas acrilicas das proteses e corrosao de
componentes metalicos.

Em 1999, Dixon et al.*® avaliaram a efetividade da irradiac&o por
micro-ondas na desinfeccdo de resinas acrilicas contaminadas com C. albicans e
seu efeito sobre a dureza desses materiais. Na primeira fase do experimento,
foram confeccionados 45 corpos-de-prova (10 mm x 10 mm x 3 mm) de cada
material, sendo trés reembasadores resilientes (Molloplast-B, Permaflex e/ou
Permasoft) e uma resina termopolimerizavel (Lucitone 199). Os corpos-de-prova
foram submetidos aos ensaios de dureza (durébmetro Shore A) e inoculados com
C. albicans. Apds 48 h, 30 corpos-de-prova foram irradiados a seco por 5 min em

poténcia maxima e o crescimento microbiol6gico foi avaliado por semeadura em
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placas de Petri. A esterilizacdo em longo prazo (2 semanas) foi observada pela
analise de crescimento visivel através da imersdo dos corpos-de-prova em meio
de Tioglicolato. Ap6és 2 semanas, as leituras de dureza foram realizadas
novamente para todos o0s corpos-de-prova. Para a segunda fase do
experimento, 15 corpos-de-prova de cada material foram irradiados a seco pelos
tempos de exposicdo de 10 ou 15 min e submetidos aos ensaios de dureza. Na
terceira fase, 15 corpos-de-prova de cada material foram imersos em agua e
iradiados por 5 min em poténcia méaxima. Para avaliar o efeito desse
procedimento sobre a dureza, os corpos-de-prova foram irradiados por 5 vezes.
De acordo com os resultados, a irradiacdo a seco por 5 min ndo esterilizou
nenhum dos materiais avaliados. Além disso, 0s corpos-de-prova ndo imersos e
irradiados por 10 e 15 min n&o foram eficientemente esterilizados para todos os
materiais avaliados. Entretanto, uma esterilizacao efetiva foi observada apés a
irradiacdo por micro-ondas por 5 min qguando os corpos-de-prova foram imersos
em agua. Os corpos-de-prova de todos 0s materiais ndo imersos e irradiados por
15 min e os corpos-de-prova imersos em agua e irradiados por 5 min nao
apresentaram alteragdo de dureza clinicamente significante. As 5 irradiagdes
consecutivas de um mesmo corpo-de-prova resultaram em uma alteracao
significativa na dureza do material PermaSoft. Com base nos resultados, os
autores concluiram que 5 min de irradiacao foram suficientes para eliminar C.
albicans, desde que os materiais testados estivessem imersos em agua durante
a exposicao as micro-ondas.

Nikawa et al.”” em 1999, realizaram uma revisdo de literatura
sobre os métodos empregados para limpeza de préteses e fizeram algumas

sugestbes sobre os métodos de higiene empregados. Mais de vinte artigos
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avaliando a efetividade dos produtos para higienizacdo das proteses foram
analisados, bem como as vantagens e desvantagens de cada método. Os
autores comentaram que o método mais comum para o controle do biofilme
diario é a higienizagdo mecanica com escova (com ou sem sabdo, pasta ou
abrasivo). Entretanto, varios estudos relataram que a escovagdo pode causar
desgaste da resina acrilica da prétese e que este método por si s6 pode ser
insuficiente para reduzir o nimero de microrganismos. Dessa forma, os autores
relataram que a utilizacdo de solu¢bes quimicas é indispensavel no cuidado
diario das préteses. Dentre as solu¢Bes quimicas utilizadas, os autores citaram:
hipoclorito de sédio, peréxidos, peréxidos neutros com enzimas, acidos, e
enxaguatérios para proteses. Os autores ainda observaram as caracteristicas
dos estudos experimentais utilizando biofilme in vivo e in vitro. Os estudos in vivo
apresentam resultados diferentes quando comparados aos estudos in vitro. Em
primeiro lugar, a quantidade de biofilme in vivo difere de paciente para paciente,
ao contrario do biofilme in vitro, onde a quantidade do microrganismo para a
contaminacdo das amostras é padronizado. Além disso, diferencas em relacéao
aos microrganismos encontrados nos biofilmes da cavidade bucal e in vitro foram
relatadas pelos autores. Os autores concluem alertando que a avaliacdo da
efetividade dos diferentes agentes de limpeza na reducdo do biofilme deve ser
estudada tanto em biofilme in vivo como em in vitro, desde que ambos tém
demonstrado diferentes caracteristicas, grau de complexidade e resisténcia a
agentes antimicrobianos.

O mecanismo de transferéncia de calor de uma suspenséao de S.
aureus ap6s a irradiacdo em micro-ondas foi avaliado por Yeo et al.**, em 1999.

Culturas bacterianas de S. aureus foram inoculadas em meio nutriente,
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incubadas a 37 °C por 8 h e centrifugadas por 10 min. Para a exposi¢cédo as
micro-ondas, foram utilizadas suspensfes bacterianas em meio de cultura e
agua destilada estéril. Adesivos indicadores de temperatura foram aplicados em
discos estéreis de aco inoxidavel (15 x 5 mm). As suspensfes bacterianas em
meio de cultura ou agua destilada foram pipetadas sobre as superficies dos
discos. Em seguida, os discos foram irradiados a 800 W em varios tempos de
exposicao. As poténcias absorvidas pelos discos de aco inoxidavel e pelas
suspensbes bacterianas foram calculadas por uma equacdo de conducgéo
térmica. A analise de transferéncia de calor entre 0s microrganismos e a agua
destilada foi avaliada por um método especifico capaz de calcular o nivel tempo-
dependente de absorcdo de energia do microrganismo e do liquido circundante
ao mesmo. Os resultados evidenciaram que a viabilidade celular foi reduzida
com o aumento do tempo de exposi¢cdo, havendo uma inativacdo completa da
suspensdo bacteriana apés 110 s, quando a temperatura atingiu o valor de
61,4 °C. O baixo indice de aumento de temperatura da suspensdo bacteriana
guando comparada com agua destilada estéril ou meio de cultura testados sem
indculo foi atribuido pelos autores a uma significante influéncia da eficacia de
esterilizacao pelas micro-ondas nas propriedades térmicas dos microrganismos.
Os autores concluiram que, quando o inéculo bacteriano sobre o disco de aco
inoxidavel foi submetido as micro-ondas, a conducédo de calor do disco de aco
para o indculo foi a causa do efeito bacteriostatico, com absorgdo de 23,8 W de
poténcia pelo aco e de 0,16 W pela suspensdo bacteriana. Dessa forma, os
autores sugeriram que a acao de eliminacdo de S. aureus em discos de aco
inoxidavel foi principalmente atribuida a transferéncia de calor do substrato de

aco, com pouca energia absorvida diretamente da irradiacéo por micro-ondas.
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A influéncia da higienizacdo das préteses com solucbes de
limpeza especificas sobre as alteragdes de cor, textura e dureza Shore A foi
avaliada por Tan et al'®, em 2000. Os autores compararam o efeito do
tratamento com solucdes de limpeza de protese (perborato, perssulfato ou
hipoclorito) sobre as propriedades acima descritas de um reembasador resiliente
a base de silicone (Molloplast B). Discos do reembasador foram processados
sobre corpos-de-prova retangulares de uma resina acrilica termopolimerizavel
(Lucitone 199). Para avaliagdo da textura superficial, cada amostra teve sua
superficie dividida em 3 areas: 1) sem tratamento; 2) rugosa ou 3) polida com
pedra pomes fina. Cinco solucdes de limpeza de prétese comerciais (Efferdent,
Polident e Kleenite — a base de perborato de sédio; Sparkle-Dent — a base de
perssulfato; Javex/Calgon — a base de hipoclorito) e agua (controle) foram
usadas. Os corpos-de-prova foram imersos em cada uma das solu¢des ou agua
em 2 temperaturas: a 25 °C ou 55 °C, por um periodo de 10 min, 2 vezes ao dia.
O procedimento foi repetido diariamente durante 4,5 meses. Para a solugéao de
Sparkle-Dent, o tempo de imerséo foi de 15 min, de acordo com as orientacdes
do fabricante. As mensuracfes de cor, textura superficial e dureza Shore A
foram realizadas antes e ap0és os tratamentos. Os resultados demonstraram que
o tempo de avaliacdo e uma interacdo entre o tempo e 0s agentes de limpeza
utilizados tiveram influéncia significativa na a cor e na dureza. As solugbes
Efferdent e Polident resultaram em alteracdo de cor em superficies rugosas
comparado com o controle a 25 °C e comparado com Sparkle-Dent e controle a
55 °C. Para as regifes rugosas, Efferdent e Sparkle-Dent apresentaram maiores
valores de dureza Shore A comparado com Javex/Calgon a 25 °C. N&o foi

observada diferenca significativa na rugosidade apés os tratamentos a 25 °C e
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55 °C. Apo6s o tratamento do reembasador resiliente com solugbes contendo
perborato, houve alteracdo de cor nas superficies rugosas. Dessa forma, os
autores concluiram que regides rugosas contribuem para a alteracdo de cor e
dureza.

O efeito de compostos i6nicos associados a irradiagdo por micro-
ondas sobre a inativagcdo de microrganismos foi analisado por Watanabe et
al.”®®, em 2000. Suspensdes de E. coli, S. aureus e C. albicans foram cultivadas
a 2 x 10" ufc/mL. Para alguns experimentos, concentracdes crescentes de NaCl,
KCIl e sacarose foram adicionados a suspensdo. Um tubo contendo 3 mL da
suspensédo de cada microrganismo foi colocado em um erlenmeyer com 90 mL
de agua. Esse conjunto foi posicionado no centro do prato giratério do forno de
micro-ondas e irradiado a 500 W durante varios tempos de exposi¢cao. Amostras
de 0,1 mL foram removidas para contagem e a temperatura da suspensao
celular foi determinada. Os resultados demonstraram que as células foram
inativadas na mesma propor¢cdo em que houve um aumento na temperatura da
suspensdo celular. Assim, foi considerado que o efeito das micro-ondas nos
microrganismos ocorreu, principalmente, devido ao calor gerado na suspensao
celular. A adicdo de NaCl e KCI a suspensao aumentou os efeitos da irradiacao
por micro-ondas na inativagéo de E. coli e C. albicans. A adigdo de sacarose
apresentou pouco efeito no aumento de temperatura e na inativacdo celular.
Dessa forma, o0s autores observaram que solucdes ibnicas de alta
eletrocondutividade refletem as micro-ondas da superficie da solucdo. Para
esclarecer as contradi¢des relacionadas a utilizacao de solucgdes ibnicas, o efeito
das condi¢cdes circundantes no erlenmeyer foi estudado. O aumento da

temperatura da solucédo dos tubos foi suprimido com o aumento do volume do
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liquido. Os autores concluiram que, quando o volume da solucdo irradiada é
menor ou quando a area superficial exposta as micro-ondas é ampla, ha maior
possibilidade da irradiagdo por micro-ondas aquecer todo o liquido contendo
substancias com alta perda dielétrica.

Por meio de analise in vivo, a efetividade da desinfeccdo de
préteses totais, com solucdo de clorexidina ou irradiacdo por micro-ondas, foi
avaliada como método adjunto no tratamento de estomatite protética por
Banting, Hill°, em 2001. Trinta e quatro pacientes portadores de préteses totais
superiores com esfregagos positivos para pseudohifas de C. albicans foram
selecionados para um dos seguintes tratamentos: irradiacdo da prétese em
micro-ondas ou imersao da prétese em solucéo clorexidina a 0,2 % (controle).
Todos os pacientes receberam medicacao antifiingica tépica (Nistatina 300000
IU 3 vezes ao dia) por 14 dias. As proteses selecionadas para o tratamento com
as micro-ondas foram escovadas com sabdo anti-séptico e agua e, entao,
irradiadas por 1 min a 850 W em trés dias diferentes (1°, 5° e 10° dia). Para o
grupo controle, as proteses foram imersas na solucao de clorexidina durante a
noite por 14 dias, com renovacdo da solucdo a cada 2 dias. Essas proteses
também foram escovadas em 3 dias diferentes (1°, 5° e 10° dias), estabelecendo
parametro para comparacao entre os grupos. Os resultados demonstraram que,
apés 14 dias, 53 % das proteses submetidas ao tratamento com micro-ondas
apresentaram pseudohifas de C. albicans e que essa porcentagem aumentou
para 84 % para as préteses submetidas a imersdo em clorexidina. Por outro
lado, apGs esse mesmo periodo, os esfregacos citologicos referentes a mucosa
palatina dos pacientes cujas préteses foram irradiadas apresentaram ¥ do risco

de infeccdo dos tecidos palatinos em relagcdo aos pacientes que tiveram suas
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proteses imersas em clorexidina. Trés meses apdés o tratamento, 0 grupo
controle foi considerado cinco vezes mais suscetivel a apresentar pseudohifas
de C. albicans quando comparado ao grupo que recebeu tratamento com as
micro-ondas. Os autores concluiram que a exposicdo das proteses as micro-
ondas foi efetiva para uma adequada desinfeccdo das proteses, sem ocasionar
efeitos deletérios aparentes em suas propriedades.

1.8 com base no crescente nimero de

No mesmo ano, Penna et a
focos de infeccao em bercarios hospitalares, realizaram um estudo para avaliar a
eficacia de produtos sanitarios de uso hospitalar contra as bactérias envolvidas
nas mortes de bebés recém-nascidos. Os agentes quimicos testados foram:
digluconato de clorexidina; peroxido de hidrogénio; alcool isopropilico; dicloro-
isocianurato de sodio; etanol 70 %; etanol 70 % acrescido de glicerina 2 %;
glutaraldeido; formaldeido; hipoclorito de sddio; éacido peracético (PAA);
compostos de aménio quaternarium (QACSs); iodo polivinilpirrolidona aquoso com
e sem lauril éter sulfato de sédio; iodo polivinilpirrolidona alcodélico em etanol
70 %; etanol 70 % adicionado de iodo e hipoclorito de sédio. As bactérias
utilizadas nos experimentos foram: B. subtilis, B. stearothermophilus, E. coli, S.
aureus, Enterobacter cloacae, Serratia marcescens e Acinetobactev
calcoaceticus. Para determinar a eficacia dos agentes quimicos, os autores
determinaram o valor de CIM pelo método de diluicbes sucessivas em meio de
cultura. A partir de uma solu¢do do agente quimico, diluicbes seriadas foram
preparadas em Tryptic Soy Broth (TSB) inoculado (10° ufc/mL). O valor de CIM
foi identificado como a menor concentracao do agente quimico que resultou na
inibicdo do crescimento dos microrganismos testados, apés 24 h de incubacao.

Com os resultados obtidos no teste de CIM, foi observado que a reducédo das
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populagdes de bactérias foi obtida com uma variacdo de: 59 a 156 mg/L de
QACs (59 a 78 mg/L para S. aureus); 63 a 10.000 mg/L de digluconato de
clorexidina (63 a 71 mg/L para S. aureus); 1.375 a 3.250 mg/L de glutaraldeido
(1.375 a 1.875 mg/L para S. aureus); 39 a 246 mg/L de formaldeido (média de
156 mg/L para S. aureus); 43.750 a 87.500 mg/L de isopropanol ou etanol
(média de 87.500 mg/L para S. aureus), onde a adi¢édo de iodo 1 % no etanol
70 % reduziu o CIM de S. aureus para 43.750 mg/L, bem como a adi¢cdo de iodo
10 % reduziu para 21.870 mg/L; 469 a 2.500 mg/L de perdxido de hidrogénio
4 % (625 a 938 mg/L para S. aureus); 2.310 a 18.500 mg/L de PAA em solucdo
a 3 % (4.600 mg/L para S. aureus). Os autores concluiram que a clorexidina nao
apresentou atividade inibitéria sobre germinacéo de esporos e 0 microrganismo
A. calcoaceticus, seguido por E. cloacae e S. marcescens, apresentaram
resisténcia a maioria dos agentes testados. Eles enfatizaram ainda ser essencial
controlar adequadamente a concentracdo dos produtos diluidos, o tempo de
exposicao ao produto, a limpeza da superficie antes da desinfeccdo e o
desenvolvimento de programas de higiene para padronizar a forma como o0s
agentes quimicos devem ser manuseados.

.11 realizaram um estudo de

Ainda no mesmo ano, Smith et a
revisdo sobre a colonizagdo e infeccdo estafilococica da cavidade oral e sua
influéncia na saude sistémica. Nessa revisdo, 0s autores citam artigos em que
ndo héa tendéncias claras relacionadas com idade e presenca de Staphylococcus
spp. na cavidade oral, uma vez que espécies desse microrganismo foram
isoladas da flora bucal de criancas (1 — 5 anos) e adultos (27 — 84 anos). Foi

observado, também, que dispositivos protéticos na cavidade oral podem atuar

como reservatérios microbianos, podendo contribuir para a infecgdo de outros
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locais do corpo ou para a infec¢cdo cruzada entre pacientes e profissionais da
saude. Os autores relataram, ainda, que a prevencgdo da transmissdo de MRSA
tem se tornado cada vez mais importante devido ao aumento da prevaléncia
deste patégeno. Frequentemente sdo realizadas tentativas para erradicar a
transmissdo de MRSA de individuos colonizados, mas experiéncias clinicas
demonstraram que essa erradicacdo pode ser dificil. A mupirocina raramente é
efetiva na remocao da colonizacdo orofaringea por MRSA. A erradicacdo é
alcancada com o uso de rifampicina e acido fusidico associados ao uso topico da
mupirocina. Com base nos dados levantados, foi concluido que o papel dos
Staphylococcus spp. na flora bucal ainda é pouco conhecido, havendo um
crescente interesse pelos pesquisadores no estudo de microrganismos
oportunistas da cavidade oral que crescem em biofilme e tendem a ser menos
suscetiveis a uma variedade de agentes antimicrobianos, como é o caso do
MRSA. Os autores sugeriram que trabalhos futuros podem oferecer avancos e
novas informacdes sobre a origem da infeccdo estafilococica e conceitos de
profilaxia antibiética em pacientes de risco submetidos a tratamento
odontoldgico, resultando, assim, em maior sucesso na erradicagdo da
disseminacéo de cepas de MRSA.

Em 2001, Terpenning et al.'®® investigaram a importancia dos
fatores médicos e odontolégicos na pneumonia aspirativa em populacdo de
idosos. Foram selecionados para esse estudo 358 pacientes acima de 55 anos
de idade, internados em ambulatérios, hospitais e casas de repouso. No estudo
anual de acompanhamento do desenvolvimento da pneumonia, foram incluidos
os dados coletados na visita inicial e de acompanhamento. Esses dados

consistiam em: (1) entrevista com os dados demograficos, histéria médica e
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odontolégica detalhada, condi¢cdes atuais de saude, uso de medicamentos,
estado funcional, xerostomia, alimentacdo, comportamentos relacionados a
saude; (2) revisdo dos registros de prontuarios e banco de dados do hospital; (3)
exame clinico odontolégico completo para avaliar as condices de higiene bucal,
carie dentéaria, doenca periodontal, nimero de dentes e eficiéncia mastigatoria.
Durante as visitas, foram realizadas as culturas de saliva, garganta e placas
dentérias e testes salivares incluindo de anticorpos IgA. ApGs a visita inicial, os
participantes do estudo foram observados em intervalos anuais por até 9 visitas.
Os pacientes foram divididos em 2 grupos: um para os 218 individuos dentados
e outro que inclui todos os 358 individuos (dentados e desdentados). Os
controles foram individuos que ndo desenvolveram qualquer tipo de pneumonia.
Foi observado que 50 pacientes desenvolveram pneumonia aspirativa durante o
periodo do estudo, sendo que 28 deles eram dentados. Houve diferenca
significante na incidéncia de pneumonia aspirativa para os 2 grupos avaliados
(dentados e desdentados), quando considerado o local em que o paciente
habitava no momento da entrada no estudo (ambulatério, hospital ou casa de
repouso). Os resultados demonstram a importancia do controle de placa
bacteriana e do tratamento de caries dentdrias e doencas periodontais na
reducdo significativa da presenca de S. aureus na cavidade oral, diminuindo,
assim, a incidéncia de pneumonia aspirativa.

Tendo em vista 0 amplo espectro de atividade antimicrobiana do

hipoclorito de sédio, Estrela et al.*?

, em 2002, realizaram uma ampla revisao de
literatura com o objetivo de discutir o mecanismo de acdo desta solucdo a partir
das suas propriedades fisico-quimicas e antimicrobianas. Segundo os autores,

esta solucao é capaz de promover alteracées celulares biossintéticas, alteracdes
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no metabolismo celular, destruicdo de fosfolipidios pela formacao de cloraminas,
gue interferem no metabolismo celular, pela ag¢do oxidante, com inibicdo
enzimatica irreversivel nas bactérias, e pela degradacdo de acidos graxos e
lipideos. Além disso, o hipoclorito de s6dio € uma base forte (pH>11) e seu pH
elevado pode alterar a integridade da membrana citoplasmatica através de
injurias aos componentes organicos e ao transporte de nutrientes, ou por meio
da degradacao de fosfolipidios ou acidos graxos insaturados da membrana
citoplasmatica. Esta reacdo causa alteracdo da biossintese celular e danos
irreversiveis a mesma, resultando em morte celular. Além disso, os autores
relataram que o hipoclorito de s6dio é recomendado pela maioria dos cirurgibes
dentistas por ser, além de potente antimicrobiano, uma solugdo biocompativel
em baixas concentracoes.

A morbidade e mortalidade dos idosos dependentes, como
resultado de pneumonia aspirativa, tem sido reconhecida como um importante
problema de saude geriatrica. Com base nessas informacdes, o objetivo do

estudo de Sumi et al.}*®

, em 2002, foi avaliar a microflora do biofilme presente
em proteses, identificando a presenca de microrganismos causadores de
doencas respiratérias em idosos dependentes. Participaram desse estudo 50
pacientes idosos dependentes (24 mulheres e 26 homens), com idade entre 60 e
89 anos, usuarios de proteses totais superiores. Esses pacientes nao
apresentavam doenca oral ativa ou diabetes e nenhuma histéria de terapéutica
antimicrobiana nas 8 semanas que antecederam o estudo. Todas as proteses
estavam sendo utilizadas por, pelo menos, 2 anos e, no maximo, 18 anos. Para

a coleta das amostras, a superficie interna da prétese foi cuidadosamente seca

por uma gaze estéril, para evitar a contaminacdo pela saliva, e a placa
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bacteriana foi friccionada com um swab. Todas as amostras microbiolégicas
orais foram coletadas por um unico examinador. Em seguida, as amostras foram
semeadas em placas e incubadas a 35 °C por 48 h, sob condi¢ces aerobias. As
colénias isoladas foram repicadas e a prevaléncia de potenciais patdégenos
respiratérios foi identificada pelo método de cultura. Neste estudo, os individuos
foram considerados colonizados por patdgenos respiratorios quando S. aureus,
Streptococcus  pneumoniae, P. aeruginosa, Haemophilus influenzae,
Haemophilus parainfluenzae, E. cloacae, K. pneumoniae, Serratia marcescens,
Proteus mirabilis ou E. coli fossem isolados de qualquer amostra protética. Foi
observado que, em 23 dos 50 casos (46 %), houve a presenca de patdgenos
respiratorios (18 espécies) nas préteses. A maioria desses patdgenos
apresentava potencial para causar infec¢ao respiratoria. Os organismos aerobios
predominantes foram Streptococcus spp. (98 %), Candida spp. (80 %) e
Neisseria spp. (64 %). Os patdgenos respiratérios mais frequentemente
encontrados foram E. cloacae (18 %), K. pneumoniae (16 %) e S. aureus (10 %).
Considerando esses aspectos, 0s autores concluiram que a placa existente nas
proteses deve ser considerada um reservatorio de patégenos respiratorios,
podendo contribuir para a ocorréncia de pneumonia aspirativa em idosos
dependentes. Portanto, a manutencdo de uma boa higiene das préteses pode,
por si s6, reduzir a colonizacdo da orofaringe por esses patdgenos e prevenir 0
aparecimento de infec¢bes, como a pneumonia aspitariva.

Cosgrove et al.*, em 2003, realizaram uma meta-analise para
avaliar os efeitos da resisténcia a meticilina na mortalidade em bacteremias
causadas por S. aureus. Para isso foram pesquisados, no banco de dados

MEDLINE, estudos de bacteremia por S. aureus publicados durante o periodo de
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1 de janeiro de 1980 até 31 de dezembro de 2000. Esse levantamento foi
realizado por 2 pesquisadores de forma independente, que selecionaram
estudos com as seguintes informacdes: pais de origem e periodo do estudo; o
namero e a taxa de mortalidade para pacientes com bacteremia por MRSA e
MSSA,; porcentagem de casos originados por contaminagcao hospitalar; tempo de
permanéncia hospitalar antes do inicio da infec¢édo; idade média do paciente;
comorbidade primaria; fonte da bacteremia; presenca de surto de infeccdo de
MRSA; método de ajustamento por sexo, idade, gravidade da doenca e
permanéncia em UTI; adequacdo da terapia; e taxa de probabilidade bruta e
ajustada. Os autores observaram que a analise dos estudos foi limitada por
conterem dados sobre diferentes populacdes de pacientes e devido a falta de
um método validado de ajuste para a gravidade da doenca em pacientes com
infec¢Bes. No entanto, reunindo os dados disponiveis, foi sugerido que pacientes
diagnosticados com bacteremia por MRSA apresentam maior risco de
mortalidade quando comparados aqueles com bacteremia por MSSA.
Informacbes detalhadas sobre a origem da bacteremia, adequacdo da
terapéutica antimicrobiana e os efeitos do atraso no tratamento adequado dos
pacientes com bacteremia por MRSA ndo eram esclarecidas. Dessa forma, foi
concluido que bacteremia por MRSA possui maior mortalidade que a bacteremia
por MSSA e que ha necessidade de outras investigacdes para esclarecer se os
esforcos devem ser direcionados para a deteccdo precoce de MRSA,
antecipando, assim, a aplicacdo de terapia apropriada ou modificando a
antibioticoterapia com novos agentes, combinacdes de drogas ou diferentes
doses. Os autores ressaltaram, ainda, o importante papel do controle de infeccdo

e uso adequado de antibiéticos.
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O MRSA é um grande problema em UTIs na maioria dos paises.
Apesar das recomendac0fes para a identificacdo e isolamento de pacientes com
MRSA, existe pouca uniformidade na abordagem das UTIs com relacdo aos
procedimentos basicos de controle de infeccdo. Dessa forma, Hails et al.*’, em
2003, avaliaram a prevaléncia de MRSA e a variacdo na politica de controle de
infeccdo em UTls na Inglaterra. A variagéo foi observada em termos de triagem
do paciente, selecdo da equipe de profissionais, procedimentos no controle de
infecgdo, isolamento ou acompanhamento de pacientes colonizados/infectados.
Os dados de prevaléncia mostraram que 16,2 % dos pacientes internados em
UTIs eram reconhecidamente colonizados ou infectados com MRSA. Alas de
isolamento estavam presentes em 196 das UTIs (90 %), mas a politica de
trabalho variava consideravelmente. Em 28 hospitais (13 %), todos os pacientes
internados em UTIs eram mantidos em alas separadas. Pacientes MRSA-
positivo ndo eram mantidos em alas separadas em 81 % dos hospitais. Além
disso, os autores avaliaram os funcionarios de 35 % das UTIs, observando que
luvas e aventais eram usados por 92 % da equipe ao manusear qualquer
paciente, enquanto que o restante fazia 0 uso desses paramentos apenas com
pacientes isolados. Com base nos dados obtidos, os autores destacaram a falta
de uma politica padronizada consistente nas UTIs sobre a triagem, isolamento e
praticas de erradicacdo do MRSA.

.4 em 2003, avaliaram a efetividade da

Neppelenbroek et a
irradiacdo por micro-ondas na esterilizacdo de resinas rigidas para
reembsasmento imediato. Corpos-de-prova (10 x 10 x 1 mm) de trés resinas

reembasadoras rigidas (Kooliner, Tokuso Rebase e Ufi Gel Hard) foram

confeccionados e esterilizados por meio de 6xido de etileno. Os corpos-de-prova
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foram, entdo, individualmente inoculados (10’ cfu/mL) com meio de cultura TSB,
contendo um dos seguintes microrganismos: C.albicans, S. aureus, B. subtilis e
P. aeruginosa. ApGs 48 h de incubacdo a 37 °C, os corpos-de-prova foram
agitados por 1 min e deixados em repouso por 9 min, seguido de nova agitacédo
para suspender qualquer microrganismo aderente. Apdés a inoculagdo, 40
corpos-de-prova de cada material foram imersos em 200 mL de agua e
irradiados a 650 W por 6 min. Quarenta corpos-de-prova nao irradiados foram
utilizados como controle positivo. A seguir, 25 UL da suspenséo resultante das
diluicbes seriadas de 10° a 10® foram semeados em placas de Petri contendo
0s meios de cultura seletivos para cada microrganismo. Todas as placas foram
incubadas a 37 °C por 48 h e as colonias foram quantificadas em ufc/mL. Os
corpos-de-prova irradiados foram imersos em meio de cultura e incubados a
37 °C por 7 dias. Vinte corpos-de-prova foram preparados para microscopia
eletrbnica de varrredura. Todos os corpos-de-prova demonstraram efetiva
esterilizacdo apds a irradiagdo em micro-ondas. A analise em microscépio
indicou alteracdo na morfologia celular dos microrganismos apos a irradiacao.
Os corpos-de-prova irradiados e incubados por 7 dias ndo demonstram
crescimento microbiol6gico visivel no meio de cultura. Segundo os autores, a
esterilizacdo por micro-ondas por 6 min a 650 W provou ser um método efetivo
para a esterilizacdo de resinas reembasadoras rigidas.

.82 avaliaram o efeito de desinfetantes

Em 2003, Pavarina et a
quimicos (perborato de sodio a 3,78 %, clorexidina a 4 % e hipoclorito de sddio a
1 %) sobre a resisténcia a flexdo de resinas acrilicas para base de préteses

(Lucitone 550 e QC-20). Os corpos-de-prova (25 x 10 x 65 mm) foram imersos

em clorexidina 4 % por 1 min e entdo submetidos a imersdo em uma das
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solucdes desinfetantes por 10 min. O grupo controle foi mantido em agua
destilada por 50 + 2h. O procedimento de desinfeccéo foi realizado 2 vezes, com
0 objetivo de simular o envio da protese ao laboratério e o retorno da mesma
para o paciente. Apés a desinfeccdo, as amostras foram submetidas a analise de
resisténcia a flexdo, em maquina de ensaios universal, a uma velocidade de
5 mm/min. Os resultados demonstraram que ndo houve diferencga significante na
resisténcia a flexdo entre todos os grupos avaliados. A resina Lucitone
apresentou maiores valores de resisténcia a flexdo comparada com a resina
QC-20, independentemente da solucao utilizada.

1.8 verificaram a influéncia de

No mesmo ano, Pavarina et a
solucdes desinfetantes na dureza Vickers de dentes de resina acrilica. Foram
utilizadas 2 marcas de dentes artificiais (Dentron e Vipident) e 3 tipos de solucéo
desinfetante (digluconato de clorexidina 4 %, hipoclorito de sédio 1 % e
perborato de soédio 3,78 %). As amostras foram confeccionadas pelo
posicionamento dos dentes artificiais no centro de cilindros de resina acrilica
termopolimerizavel (Lucitone 550), armazenadas em agua destilada a 37 °C por
48 h e, apOs esse periodo, a dureza inicial (carga de 100 g por 30 s) foi
determinada. Em seguida, as amostras foram divididas em 4 grupos, sendo cada
um submetido a 2 imersdes em cada uma das soluc¢des desinfetantes ou agua
por 10 min. A dureza superficial foi novamente avaliada apds os tratamentos e
ap6s o armazenamento em agua destilada por 15, 30, 60, 90 e 120 dias. Néo
foram encontradas diferencas significantes na dureza Vickers de dentes de
resina acrilica para todas as solu¢des de imersao. Entretanto, uma diminuicéo

continua na dureza foi verificada ap6s o armazenamento em agua. Assim 0sS

autores concluiram que as superficies dos dentes da protese de resina acrilica
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apresentaram uma diminuicdo na dureza apés imersdo em agua, independente
da solucédo desinfetante.
A eficacia da atividade bactericida de alguns agentes anti-sépticos

1112, contra 6 isolados de S.

bucais foi investigada, em 2003, por Smith et a
aureus: 2 isolados clinicos resistentes a meticilina nao provenientes da cavidade
oral (SMRSA-108a e SMRSA-112a), 2 isolados clinicos resistentes a meticilina
provenientes da cavidade oral (R387 e R388), uma cepa clinica resistente a
meticilina (EMRSAL5) e uma cepa de referéncia suscetivel a meticilina (ATCC
29213). Foram escolhidos para o teste os seguintes produtos de higiene bucal
disponiveis no mercado: creme dental Colgate Total e os enxaguatérios bucais
Corsodyl, Listerine, Plax, Oral-B e Fluorigard. Os enxaguatérios bucais foram
testados na concentracao de 80 %. O creme dental foi diluido em agua destilada
estéril, na proporcdo de 1 g/mL, centrifugado e o sobrenadante foi utilizado nos
ensaios bactericidas. Para determinacéo da atividade bactericida, as suspensofes
bacterianas (1,5 - 5 x 10° ufc/mL) foram misturadas com as solucbes anti-
sépticas preparadas e avaliadas apés os tempos de exposicdo de 30 s, 1, 5, 30
e 60 min. Em seguida, o anti-séptico foi neutralizado e as contagens foram
determinadas em 24 e 48 h. Foi observado que todos os isolados de S. aureus
foram mortos dentro de um tempo de exposi¢cédo de 30 s com 0s enxaguatérios
bucais Corsodyl e Listerine e de 5 min com o enxaguatoério bucal Oral-B. O
Fluorigard foi ineficaz na reducdo bacteriana para todos os isolados testados ao
longo de um tempo de exposicdo de 60 min. Todos os isolados de S. aureus
foram mortos dentro de 30 s pela suspensdo de Colgate Total e pelo
enxaguatério bucal Plax, com excec¢do dos isolados orais de MRSA, que

demonstraram um aumento na sobrevida quando expostos a esses produtos.
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Com base nos resultados obtidos, os autores concluiram que estes produtos
podem ser Uteis como parte de um programa de descoloniza¢do da orofaringe.
Eles ressaltam ainda que os isolados orais apresentaram menor suscetibilidade
a alguns desses produtos, como é o caso da solucdo de creme dental. Esta
sensibilidade reduzida pode refletir uma forma de adaptacao a exposicao diaria a
este produto. Entretanto, os autores sugeriram que trabalhos adicionais futuros,
com maior numero de isolados, sdo necessarios para confirmar esta hipotese.

.12 em 2004, realizaram um estudo in vivo avaliando

Barnabé et a
a eficacia de sabdo de coco e hipoclorito de sodio na reducdo da estomatite
protética, Streptococcus mutans e C. albicans. Foram selecionados 28 pacientes
portadores de préteses totais superiores e obtidos 2 grupos de estudo. Grupo
controle: os pacientes foram instruidos a realizar escovacao das proteses com
sabdo de coco e sua imersdao em agua destilada durante 10 min; Grupo
experimental: os pacientes foram instruidos a realizar escovacé@o das proteses
com sabdo de coco e sua imersdo em hipoclorito de sédio a 0,05 % durante 10
min. O experimento teve duragdo de 15 dias. Foram realizadas coleta de biofilme
das préteses e avaliagdo da mucosa do palato, segundo a classificacdo de
Newton, para verificacdo do efeito dos tratamentos, no inicio do experimento e
ao seu final. Os dados mostraram que 19 dos 28 pacientes apresentaram lesdes
clinicas caracteristicas de estomatite protética na primeira avaliacdo clinica.
Inicialmente, 57,14 % dos pacientes apresentaram elevadas taxas de Candida
spp. associada a S. mutans. ApOs os tratamentos, somente 3 pacientes

mostraram lesdes caracteristicas de estomatite protética e houve reducdo na

guantidade de C. albicans e S. mutans, sem diferenca significante entre os dois
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grupos. Dessa forma, os autores concluiram que ambos os protocolos de
limpeza instituidos promoveram reducdo significante da estomatite protética.

Em 2004, Lamfon et al.® avaliaram, in vitro, a capacidade de
formacdo de biofilme de C. albicans e a sua suscetibilidade a agentes
antifingicos (fluconazol, miconazol e clorexidina) em diferentes fases do biofilme
(2, 6, 24, 48 e 72 h). Discos de acrilicos foram confeccionados para o estudo.
Sobre estes discos, foi realizada a formacdo do biofilme em um equipamento
dindmico - Sistema do tipo fermentador de profundidade constante (CDFF), em
ambiente aerébio a 37 °C. ApGs a formacdo do biofilme, os discos foram
removidos e tratados com fluconazol ou miconazol (256 mg/mL) por 24 ou 48 h,
ou clorexidina (0,019 %) por 5 ou 15 min. Apés os tratamentos, os discos foram
lavados e transferidos para meio de crescimento, a fim de realizar os
procedimentos de quantificacdo e contagem de colbnias aderidas. De acordo
com os resultados, houve um aumento constante, ao longo do tempo, nas
unidades formadoras de coldnia aderidas a resina acrilica. O crescimento do
biofilme sobre os corpos-de-prova foi maior para as amostras tratadas com
fluconazol e miconazol e menor para as amostras tratadas com clorexidina. Apos
formacédo de biofilme de 2 e 6 h sobre os corpos-de-prova, observou-se reducéo
na quantidade de biofilme apos tratamento com fluconazol por 24 h. Para o
biofilme de 24 h, foi verificada maior resisténcia e ndo foi houve reducéo
significante em sua quantidade quando comparado com o grupo controle. Os
biofiimes de 2 e 6 h, quando expostos ao miconazol por 24 h, apresentaram
reducéo significante de colbnias quando comparados com o controle. Entretanto,
ndo houve reducdo na viabilidade para biofiime de 24, 48 e 72 h apés o

tratamento de miconazol. A exposicdo dos corpos-de-prova a clorexidina
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promoveu significante reducdo na formacdo do biofilme nos tempos de 2, 6 e
24 h. Porém, nao foi observada reducéo significante para os biofilmes de 48 e
72 h. Os dados mostraram que a formacdo e a maturacdo do biofilme sé&o
altamente resistentes aos agentes antifingicos e antimicrobianos testados.
Ainda, foi concluido que ha uma grande divergéncia no grau de suscetibilidade
do biofilme de C. albicans entre fluconazol, miconazol e clorexidina, sendo esta a
mais efetiva.

Estudos de cultura bacteriana tém mostrado que a placa dentaria
€ um reservatorio de patégenos respiratérios em pacientes idosos debilitados,
hospitalizados ou internados em asilos, colocando-os em risco de pneumonia
bacteriana. O estudo de Didilescu et al.**, em 2005, teve como objetivo avaliar a
higiene bucal de pacientes hospitalizados com doenca pulmonar crbnica
(HDPC), a presenca de patdégenos respiratérios na placa supragengival desses
pacientes e comparar os dados dos pacientes HDPC com aqueles de pacientes
sem doenca pulmonar. A colonizagcdo da placa supragengival de 34 pacientes
HDPC, excluindo aqueles com tuberculose e com menos de 20 dentes, foi
analisada utilizando um painel de DNA gendmico produzido a partir de 8
patdégenos respiratérios e 8 patdégenos bucais. Trinta e um pacientes saudaveis
serviram de referéncia. Foi observada presenca de patdgenos respiratorios em
85,3 % das placas de pacientes hospitalizados e em 38,7 % das placas de
individuos saudaveis. Os microrganismos S. aureus, P. aeruginosa,
Acinetobacter baumannii e E. cloacae foram encontrados mais frequentemente
entre os pacientes hospitalizados. Esses resultados sugeriram que a placa
dentaria de pacientes HDPC e pacientes saudaveis age como um reservatério

de patégenos respiratorios, com uma taxa significativamente mais elevada para
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os pacientes HDPC. Foi concluido, portanto, que uma atencéo especial deve ser
direcionada aos cuidados de higiene oral que reduzem a carga microbiana ou de
colonizacdo pelo patégeno em individuos suscetiveis a infeccdes respiratérias,
prevenindo, assim, a pneumonia nosocomial.

., em 2005, verificaram o efeito de

Neppelenbroek et a
desinfeccbes e armazenamento em agua na dureza de resinas
termopolimerizaveis. Corpos-de-prova cilindricos foram confeccionados com o0s
materiais Lucitone 550 e QC-20, polidos e mantidos em agua destilada a 37 °C
por 48 h. Doze mensuracbes de dureza em cada corpo-de-prova foram
realizadas em microdurdmetro equipado com diamante Vickers, sob carga de
50g por 30 s. Em seguida, os discos foram desinfetados em solu¢cdo de
digluconato de clorexidina a 4 % por 1 min, lavados em agua e imersos por
10min em uma das seguintes solucdes: digluconato de clorexidina a 4 %,
hipoclorito de sodio a 1 % e perborato de sddio a 3,78 %. Estes tratamentos
foram repetidos 4 vezes e, em seguida, as mensuracbes de dureza foram
repetidas. O grupo controle foi mantido em agua destilada por 56 min. Apés as
desinfeccdes, os corpos-de-prova foram mantidos em agua destilada a 37 °C por
15, 30, 60, 90 e 120 dias e mensuracdes de dureza foram feitas em cada um dos
intervalos. Os resultados demonstraram diferencas significantes na dureza em
funcdo do tempo. Também houve diferenca significante na interacdo resina de
base e tempo. Quando as mensuracbes de dureza foram comparadas, uma
diminuicdo na dureza foi observada apos a desinfeccao, independentemente da
solucdo desinfetante utilizada. Entretanto, essa diminuicdo foi revertida apos
15 dias de armazenamento em &agua. Nao houve diferenca significante nos

valores de dureza entre as amostras mantidas em agua em todos os intervalos.
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Para ambas as resinas, foi observado um aumento continuo na dureza até os
60 dias e, apés este periodo, ndo foram notadas alteracdes. A resina QC-20
mostrou reducao significativa nos valores de dureza quando comparada com a
Lucitone, em todas as condi¢cbes experimentais.

Azevedo et al.°, em 2006, avaliaram a dureza e a rugosidade de
duas resinas reembasadoras (Kooliner e Duraliner Il) e uma resina acrilica para
base de protese termopolimerizavel (Lucitone 550) apés imersdo em solucdes
desinfetantes (hipoclorito de sédio a 1 % e clorexidina a 4 %). A dureza e a
rugosidade foram avaliadas uma hora apos a polimerizacdo dos materiais, apos
48 h de armazenamento em agua a 37+ 2 °C, ap0Os 2 ciclos de desinfeccao
(20 min), apés 7 dias de armazenamento nas solu¢des desinfetantes e apés 7
dias de armazenamento em agua. A dureza de todos 0os materiais manteve-se
inalterada apos 2 ciclos de desinfec¢do. Apés 7 dias de imersdao em ambas as
solugbes, somente a resina Duraliner apresentou significante aumento nos
valores de dureza. As solucbes ndo causaram efeito sobre a rugosidade de
todos os materiais. O armazenamento em agua por 7 dias resultou em aumento
significante na dureza para os materiais Kooliner e Duraliner (sem tratamento
térmico). Para todos os materiais, 0 armazenamento em agua nao influenciou a
rugosidade superficial.

Também em 2006, o estudo de Silva et al.*®®

, teve por objetivo
avaliar a efetividade da irradiacdo por micro-ondas na esterilizacdo de préteses
totais. Oitenta préteses totais padronizadas foram confeccionadas e submetidas
a esterilizacdo por meio de 6xido de etileno. As préteses foram, individualmente,

inoculadas (10" ufc/mL) com meio de cultura TSB contendo um dos seguintes

microrganismos: C. albicans, S. aureus, B. subtilis e P. aeruginosa. Apés 48 h de
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incubacdo a 37 °C, 40 préteses foram imersas em 200 mL de agua e irradiadas
a 650 W por 6 min. Quarenta amostras nao irradiadas foram utilizadas como
controle. As diluicdes seriadas de 10" a 10° foram obtidas e 25 pL da
suspensdo resultante de cada diluicdo foram semeados em placas de Petri
contendo os meios de cultura seletivos para cada microrganismo. Todas as
placas foram incubadas a 37 °C por 48 h. ApGs a incubacéo, as coldnias foram
guantificadas em ufc/mL. Para verificar a efetividade da exposicdo as micro-
ondas em longo prazo, as amostras irradiadas foram imersas em meio de cultura
e incubadas a 37 °C por 7 dias. Nao houve crescimento microbiano apés 48 h
para as préteses contaminadas com C. albicans, S. aureus e B. subtilis. Um
pequeno numero de coldnias foi observado em 2 placas de Petri para o
microrganismo P. aeruginosa. Apds 7 dias de incubacdo a 37 °C, houve
crescimento microbiolégico em 3 culturas de TSB, sendo 2 para P. aeruginosa e
1 para B. subtilis. Todas as préteses totais do grupo controle apresentaram
crescimento microbiano nas placas de Petri apés 48 h de incubacao a 37 °C. A
irradiacdo por micro-ondas por 6 min a 650 W provou ser um método rapido e
efetivo para desinfeccao das préteses totais contaminadas com P. aeruginosa e
B. subtilis, além de promover a esterilizacdo das proteses inoculadas com C.
albicans e S. aureus.

Campanha et al.?®

, em 2007, investigaram os efeitos da irradiacédo
por micro-ondas sobre células de C. albicans por meio de parametros de
contagem celular e de liberacdo de substéncias intracelulares. Para isso, foram
obtidas culturas de C. albicans de 24 h em meio de cultura TSB a partir de cepas

padrao. As células foram centrifugadas, lavadas e ressuspensas em 400 mL de

agua destilada gelada na concentracdo de 10% ufc/mL. Essa suspensdo foi
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dividida em experimental e controle. A suspensédo experimental (200 mL) foi
colocada em um béquer de 500 mL contendo uma prétese total acrilica estéril e
irradiada por micro-ondas durante 6 min a 650 W. A suspensao controle n&o foi
submetida a irradiacdo. Para ambas as suspensées, diluicbes seriadas foram
realizadas para contagem celular em camara de Neubauer, utilizando a entrada
do corante azul de metileno como indicativo de alteracdo de permeabilidade de
membrana. Aliquotas diluidas também foram semeadas em Sabouraud Dextrose
Agar (SDA). Aliguotas nédo diluidas foram analisadas quanto & densidade 6ptica.
Para a quantificacdo de substancias liberadas, as células foram eliminadas das
suspensdes por centrifugacao e filtragem e a solugéo resultante foi liofilizada. O
conteudo liofilizado foi ressuspenso em 5 mL de agua destilada e analisado
pelos métodos Microprote e Sensiprote, para quantificacdo de proteinas;
potenciometria, para quantificacdo de Na* e K'; Liquiform, para quantificacdo de
Ca™; e densidade optica a 260 nm, para quantificacdo de &cidos nucléicos.
Todos os testes foram realizados em duplicata e repetidos em 8 dias diferentes.
N&o foram encontradas diferencas entre as suspensdes experimental e controle
guando foram comparadas as suas médias de densidade 6ptica. As células da
suspensdo controle apresentaram-se integras, enquanto que as da suspensao
experimental ndo apresentaram integridade de membrana, de acordo com a
entrada de azul de metileno. Nao foram observadas col6nias viaveis de C.
albicans nas placas de Petri da suspensao experimental, enquanto a suspensao
controle apresentou contagem da ordem de 10° ufc/mL. A liberacdo de proteinas
da suspensédo experimental foi significantemente maior do que a da suspenséao
controle, tanto pelo sistema Microprote quanto para o sistema Sensiprote. A

liberacdo de K, Ca'™ e A&cidos nucléicos da suspensdo experimental foi
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significativamente maior do que a da suspensdo controle. Pela técnica de
potenciometria, ndo foi detectada a presenca de Na® em nenhuma das
suspensbes. Os autores concluiram que, para a maioria dos parametros
utilizados, a suspensdo experimental apresentou valores significativamente
menores de contagem de células e maiores de substancias liberadas.
Entretanto, a irradiacdo por micro-ondas ndo causou reducdo na densidade
Optica das células em suspensao.

Consani et al.?®

, em 2007, avaliaram o efeito da desinfec¢do por
micro-ondas sobre a adaptacdo da base de préteses superiores utilizando dois
métodos diferentes de prensagem. Quarenta modelos de gesso encerados foram
incluidos em muflas e submetidos aos métodos de prensagem tradicional (PT) e
Sistema de Restricdo (SR) (n=20). O SR consiste em 2 placas de ferro para
segurar a mufla, durante a prensagem definitiva, mantendo-a fechada depois da
liberacdo de pressao. A resina acrilica (Classico) foi preparada de acordo com as
instrucdes do fabricante e polimerizada em agua a 74 °C por 9 h. Apés o
esfriamento das muflas, as bases de protese foram removidas e submetidas ao
acabamento convencional com pedras abrasivas e pasta de polimento. As bases
de protese para cada método (PT ou SR) foram divididas em 2 grupos (n=10):
bases submetidas a desinfeccdo (SD) em 150 mL de agua destilada em um
forno de micro-ondas a 650 W por 3 min; e bases que ndo foram desinfetadas
(ND). Trés cortes transversais foram feitos em cada conjunto modelo/base de
resina, correspondentes a distal de caninos, mesial dos primeiros molares e
regido palatina posterior. As medi¢des foram feitas nas bases por meio de um
micrémetro éptico em 5 pontos para cada corte para determinar a adaptacao:

limites marginais esquerdos e direitos, cristas esquerdas e direitas e linha média.
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A diferenca de valores de dimensdo (mm) para bases de protese total do grupo
ND preparadas pelo método SR foram significativamente menores (0,16 £ 0,05)
guando comparado ao método TFC (0,21 + 0,05). A desinfeccdo melhorou
significantemente a adaptacao das bases preparadas pelo método PT (0,17 +
0,03), quando comparadas com as bases ND (0,21 *+ 0,05). Quando as bases
foram preparadas pelo método PT, a desinfec¢do melhorou significativamente a
adaptacao da base apenas na distal dos caninos (ND = 0,13 £0,01, DP =0,11 £
0,03) e na regido posterior do palato (ND = 0,25 + 0,04; DP = 0,21 + 0,01). Com
base nos resultados, os autores concluiram que a desinfeccao por energia de
micro-ondas melhorou a adaptacdo das bases de préteses preparadas pelo
método PT, mas nédo alterou estatisticamente a adaptacao das bases preparadas
pelo método SR.

O objetivo do estudo realizado por Maeda et al.®®, em 2007, foi
analisar a atividade bactericida de 5 solucdes de limpeza de préteses disponiveis
no mercado (Steradent Triple Action, Tesco Denture Cleanser, Tesco “Value”
Denture Cleanser, Steradent Active Plus e Detural) contra 6 cepas de MRSA no
estado planctdénico (5 cepas diferentes de MRSA associadas a infeccOes
hospitalares - HA-MRSA; e uma cepa de MRSA associada a infeccdo na
comunidade - CA-MRSA). As cepas foram semeadas em placas contendo meio
de cultura especifico e padronizadas com densidade celular na escala 0,5 de
McFarland. Para a realizacdo dos testes, todos os inéculos foram adicionados,
individualmente, em cada solucdo de limpeza e avaliados em intervalos de
tempo de zero, 10, 20 min e 17 h. Em seguida, foram realizadas diluicbes
seriadas e plaqueamento para a realizacdo da contagem de bactérias viaveis

(ufc/mL). Os resultados demonstraram que a forma plancténica das cepas de
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HA-MRSA e CA-MRSA ndo permaneceram viaveis apés 10 min de exposicdo a
todas as solugBes de limpeza. Os autores concluiram que estas solucbes de
limpeza podem ser Uteis na redugao do nimero de MRSA.

1.1 em 2007, foi determinar a

O obijetivo do estudo de Simor et a
eficacia de uma terapia utilizando a combinacdo de agentes antimicrobianos
tépicos e sistémicos (lavagens com digluconato de clorexidina e mupirocina
intranasal somadas a rifampicina oral e doxiciclina) na erradicacdo da
colonizacdo por MRSA. Foram incluidos nesse estudo pacientes colonizados por
MRSA, internados em 8 hospitais de Toronto, Hamilton e Ontario, entre 1 de
julho de 2000 e 30 junho de 2003. Os pacientes foram considerados colonizados
com MRSA quando o microrganismo foi obtido pela cultura de amostras de um
ou mais locais do corpo, em 2 momentos distintos, dentro de 2 semanas. Para
determinar a eficacia da terapia de descolonizacao, os pacientes colonizados por
MRSA foram selecionados de forma aleatéria para receber tratamento com:
lavagens diarias com o digluconato de clorexidina a 2 % por 7 dias, aplicacdo de
pomada de mupirocina a 2 % (~ 1 cm) na cavidade nasal (3 vezes ao dia),
rifampicina (300 mg, 2 vezes ao dia ) e doxiciclina (100 mg, 2 vezes ao dia). As
amostras para cultura de MRSA foram obtidas a partir da cavidade nasal
anterior, regido perianal, lesdes de pele, local de saida de cateter ou outros
dispositivos médicos e em qualquer outro sitio contaminado por MRSA. O
acompanhamento foi semanal, durante 4 semanas, e depois mensal, por um
periodo adicional de 7 meses. Para a realizacdo dos experimentos, 0s swabs
coletados foram incubados durante a noite em TSB contendo cloreto de sodio a
75 % e 1 % de Manitol. Em seguida, as amostras foram subcultivadas em

Manitol Salt Agar suplementado com oxacilina (2 pg/mL) e incubadas a 37 °C
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por 48 h. A identificagdo do MRSA foi por meio de métodos padronizados. Com
base nos dados obtidos, foi observado que, dos 146 pacientes incluidos no
estudo, 112 pacientes (87 tratados e 25 nao tratados) foram acompanhados por
pelo menos 3 meses. Nesses 3 meses, 64 pacientes tratados (74 %) e
8 pacientes néo tratados (32 %) tiveram resultados negativos para a cultura de
MRSA. Essa diferenca permaneceu significativa durante os 8 meses de
acompanhamento, quando 54 % dos pacientes tratados tiveram resultados
negativos para a cultura MRSA. Os resultados da analise multivariada indicaram
gue a presenca de um isolado resistente a mupirocina (5 % dos isolados) foi
associada a falha do tratamento. Dessa forma, foi concluido que o tratamento
com mupirocina topica, lavagens com digluconato de clorexidina, rifampicina oral
e doxiciclina por 7 dias foi seguro e eficaz na descolonizagdo por MRSA em
pacientes internados por pelo menos 3 meses.

A pneumonia pode ser uma infeccdo de risco, especialmente em
idosos, sendo considerada uma importante causa de morbidade e mortalidade.
Sendo assim, Sumi et al.™®, em 2007, avaliaram a existéncia de patégenos orais
causadores de doencas respiratorias em idosos dependentes. As placas
bacterianas dentarias de 138 idosos, com idade de 65 a 91 anos, foram
examinadas para identificar os microrganismos presentes. Depois de coletadas,
as amostras foram incubadas a 35 °C por 48 h em condicdes aerdbicas. Isolados
de colbnias representativas foram semeados e identificados. Foram
considerados colonizados por patdgenos respiratorios apenas idosos que
apresentaram isolados de S. aureus, S. pneumoniae, P. aerugionosa, H.
influenzae, H. parainfluenzae, E. cloacae, K. pneumoniae, P. mirabilis e E. coli.

De acordo com os resultados, uma frequente presenca (64,5 %) de patdgenos
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respiratorios foi verificada na placa dental. Essa prevaléncia foi considerada
1,5 vezes maior do que aquela observada em biofilmes de préteses. Os
patégenos respiratérios predominantes em placa dentaria foram S. aureus
(25,4 %), K. pneumoniae (18,1 %), P. aerugionosa (18,1 %) e E. cloacae
(11,6 %). Em biofilmes de préteses, os patdégenos respiratorios predominantes
foram E. cloacae (18 %), K. pneumoniae (16 %), S. aureus (10 %), E. coli (8 %),
H. parainfluenzae (4 %) e P. aerugionosa (2 %). Embora H. influenzae, P.
mirabilis e S. pneumoniae ndo tenham sido detectados em biofilmes de préteses,
foram detectados em baixa frequéncia nas placas dentarias. Segundo o0s
autores, os resultados obtidos podem ser explicados pelo fato de as préteses
poderem ser removidas da cavidade oral para ser limpas, enquanto que 0s
dentes séo fixos na cavidade oral e podem apresentar carie dentaria e doencas
periodontais. Assim, na cavidade oral, os microrganismos podem se proliferar
rapidamente. Os resultados do presente estudo revelaram, ainda, que as
bactérias que comumente causam infeccdo respiratéria estdo presentes nas
placas dentarias de idosos dependentes. Portanto, estas placas devem ser
consideradas um reservatoério especifico de colonizacdo em idosos dependentes,
podendo contribuir significantemente para o aparecimento da pneumonia
aspirativa.

Em 2008, Bassim et al."® avaliaram a importancia do trabalho de
técnicos de higiene oral e os fatores de risco que afetam a incidéncia de
pneumonia em pacientes institucionalizados. Os registros médicos de
143 residentes em um lar de idosos foram analisados. Os pesquisadores fizeram
uma andalise longitudinal desses registros para investigar a associacdo entre o

trabalho do profissional responsavel pela prestacdo de cuidados de higiene oral
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em 2 das 4 alas do lar de idosos (grupo com cuidado oral). As outras 2 alas ndo
receberam a prestacdo desse servico (grupo controle). No programa de higiene
oral estavam incluidos: a motivacdo do paciente com relacdo aos cuidados de
higiene oral, a utilizacdo de escovacédo dental, e 0 uso de anti-sépticos bucais e
de agentes de limpeza de proteses para pacientes parcial ou totalmente
desdentados. Foi observado, inicialmente, que o grupo que recebeu cuidados de
higiene oral apresentou, aproximadamente, a mesma incidéncia de mortalidade
por pneumonia que o grupo que nédo recebeu o cuidado oral. Entretanto, quando
os dados foram ajustados para os fatores de risco de mortalidade por
pneumonia, a probabilidade de 6bito por pneumonia no grupo que nao recebeu o
cuidado oral foi 3 vezes maior do que no grupo que recebeu cuidado oral. Os
fatores de risco considerados significativos foram idade, necessidade de ajuda
com a alimentacao e higiene oral, saide mental e funcao cognitiva. Os autores
concluiram que a limpeza mecéanica regularmente supervisionada ou realizada
por um auxiliar de higiene oral pode ser o protocolo de intervencdo mais eficaz
sugerido para manter a higiene oral dos residentes do lar de idosos e modular a
patogénese da pneumonia, tornando, assim, a doenga menos virulenta.

O efeito de diferentes solu¢cbes desinfetantes sobre a capacidade
de remoc&o de microrganismos foi verificada por da Silva et al.**, em 2008. O
estudo utilizou solucdes desinfetantes de hipoclorito de sédio a 1 %, digluconato
de clorexidina a 2 %, glutaraldeido a 2 %, vinagre 100 %, tabletes comerciais de
perborato de sddio e perborato de sédio a 3,8 %. Corpos-de-prova de uma
resina quimicamente polimerizada foram contaminados in vitro por C. albicans,
S. mutans, S. aureus, E. coli ou B. subtilis e submetidos a imersdo em uma das

solucdes desinfetantes por 10 min. Apés a imersdo, 0s espécimes foram imersos
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por 2 s em agua destilada estéril para eliminar o excesso de solucdes
desinfetantes. Em seguida, foram transferidas para 10 mL de solucdo salina
estéril para a realizacédo das diluicbes seriadas. Uma aliquota de 0,1 mL dessa
suspensdo foi plaqueada e incubada por 48 h a 37 °C, para posterior
mensuracdo das ufc/mL residuais. Um experimento separado avaliou o efeito
das solucdes sobre a rugosidade superficial da resina acrilica. As solugdes de
hipoclorito de sédio, glutaraldeido e clorexidina foram as mais efetivas contra os
microrganismos analisados, seguidas pelo vinagre, perborato de sddio e tabletes
comerciais. A rugosidade superficial foi maior apos a desinfeccao com perborato
de sbédio e menor apés a desinfeccao com clorexidina. Hipoclorito de sodio,
glutaraldeido, clorexidina, vinagre e perborato de sédio foram considerados
alternativas validas para a desinfeccéo da resina acrilica.

DeBaun®*, em 2008, avaliaram as propriedades antimicrobianas
da solucédo de digluconato de clorexidina 2 % sem alcool contra Acinetobacter
baumannii e MRSA. Para a realizacdo dos experimentos, 0s autores
determinaram, primeiramente, o CIM desta solucédo e o tempo de morte celular.
As cepas foram coletadas do fluxo sanguineo e tecidos moles infectados de
pacientes. A concentracdo do inéculo preparado foi de, aproximadamente,
10°ufc/mL. Foram preparadas e testadas diferentes diluicbes de solucdo de
clorexidina (1:2; 1:4; 1:8; 1:16; 1:32; 1:64; 1:128; 1:256; 1:512; 1:1,024; 1:2,048 e
1:4,096). Para isso, uma aliquota do indculo foi misturada com cada uma dessas
diluicdes e incubada por 16 a 24 h a 35 °C. A seguir, foi observado o crescimento
dos microrganismos por meio da presenca de turvacdo dessa solucdo. Para
determinar o tempo de inibicdo de crescimento dos microrganismos, as cepas

foram preparadas em salina estéril e, em seguida, uma aliquota desse inoculo foi
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misturada a solucéo de clorexidina a 2 % para os intervalos de tempo de 15 s e
1, 3, 6, 9,12 e 15 min. Os autores observaram que a solucédo de clorexidina a
2 % sem alcool foi efetiva em um tempo rapido de acao in vitro contra as cepas
A. baumannii e MRSA. A solucéo testada reduziu o numero de colénias em 99 %
e, em todos o0s casos, esta acao antimicrobiana ocorreu no tempo de 3 min de
exposi¢ao ao produto. O CIM determinado ocorreu em altas diluigbes do produto
testado. Para a A. baumannii, a concentracdo de 1:2 inibiu o crescimento dos
microrganismos enquanto que, para o MRSA, as concentragbes ficaram acima
de 1:8. Com base nos resultados obtidos, os autores concluiram que a solucao
de clorexidina a 2 % sem alcool é um agente antimicrobiano eficaz contra A.
baumannii e MRSA e oferece protecdo adicional ao paciente contra esses
microrganismos.

Também em 2008, Klevens et al> relataram que
aproximadamente 94.370 novas infecgOes invasivas e 18.650 mortes foram
associadas com MRSA nos Estados Unidos no ano de 2005. A maioria dessas
infeccbes foi adquirida em centros de saude. Neste artigo, os autores
descreveram a histéria e a epidemiologia do MRSA em centros de saude e na
comunidade e resumiram as estratégias de controle recomendadas na literatura
para evitar a transmissdo de MRSA. As precaucdes citadas pelos autores partem
do pressuposto que o paciente esta contaminado por MRSA e pode transmiti-lo a
outros individuos. Dentre as precaucdes citadas, estdo: a higienizacdo das maos
antes e depois de ter contato direto com o paciente ou quando deslocar a méo
de um local do corpo contaminado para outro ndo contaminado; utilizacdo de
barreiras de protecdo individual (como luvas, aventais, mascaras e 6culos de

protecdo); isolamento de pacientes que representam um risco de transmisséo
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para outras pessoas em salas individuais; procedimentos para adequado
manuseio de equipamentos e dispositivos assistenciais que possam estar
contaminados com sangue ou fluidos corporais; procedimentos de limpeza diaria
especificos de superficies; e utilizacdo de praticas seguras durante a aplicacao
de injecOes. Os autores ressaltaram, ainda, que os cirurgiées dentistas também
podem contribuir na informacéo dos pacientes sobre a prevencao e controle da
transmissdo de MRSA na comunidade. Com base nos dados apresentados, foi
concluido que as precaucdes de controle de infeccdo devem ser aplicadas em
todos os locais de atendimento a salude para evitar transmissdo de MRSA e
outros agentes infecciosos.

Os efeitos colaterais relacionados ao uso de digluconato de
clorexidina por pacientes com doenca periodontal foram avaliados por McCoy et
al.®®, em 2008. Nesse contexto, foi prescrito tratamento periodontal para os
pacientes, incluindo lavagem subgengival com ultrassom e digluconato de
clorexidina a 0,12 %, bochecho com 0,12 % de digluconato de clorexidina, 2
vezes ao dia, durante 4 meses, e ingestdo de 100 mg de doxicilina por dia,
durante 14 dias. Ap6s o periodo de tratamento, os autores verificaram que
31,4 % dos pacientes relataram efeitos adversos com o uso do digluconato de
clorexidina. Os efeitos mais comuns foram alteracdo no paladar e manchas na
lingua, dentes e protese. Feridas na boca, lingua e garganta, falta de ar e chiado
no peito também foram relatados, porém, com menor frequéncia. Com base
nestes resultados, os autores concluiram que os pacientes que fazem uso do
digluconato de clorexidina durante um periodo prolongado necessitam de uma

monitorizacdo cuidadosa. Ainda, foi sugerido que, se efeitos adversos
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comecarem a se manifestar, o cirurgido dentista deve orientar ao paciente a
interromper o uso desse agente para se evitar piores complicacoes.

A efetividade da irradiacdo por micro-ondas, em diferentes tempos
de exposicao, na desinfeccdo de resinas rigidas de reembasamento foi avaliada

por Mima et al.®®

, em 2008. Nesse estudo, 242 corpos-de-prova (10 x 10 x 1 mm)
da resina Tokuso Rebase Fast Set foram confeccionados e esterilizados com
oxido de etileno. Em seguida, foram individualmente inoculados com os
microrganismos testados (P. aeruginosa, S. aureus, C. albicans e B. subtilis) e
incubados por 24 h a 37 °C. Para cada microrganismo, 10 corpos-de-prova nao
foram irradiados (grupo controle) e 50 corpos-de-prova foram irradiados (grupos
experimentais). Apos o periodo de incubacdo, os corpos-de-prova dos grupos
experimentais foram imersos em 200 mL de 4gua destilada e irradiados a 650 W
por 1, 2, 3, 4 ou 5 min. Os corpos-de-prova do grupo controle foram
individualmente imersos em solugcdo salina estéril. Em seguida, aliquotas de
25uL da solugéo resultante das diluigdes seriadas de 10 a 10 foram semeadas
em placas de Petri com meios de cultura seletivos e incubadas por 48 h a 37 °C.
As colonias foram quantificadas em ufc/mL. Para verificar a efetividade da
desinfeccdo por micro-ondas em longo prazo, as proteses totais irradiadas foram
incubadas a 37 °C por 7 dias. Oito corpos-de-prova de cada grupo experimental
e 4 corpos-de-prova do grupo controle foram submetidos a analise em MEV. Os
autores observaram que a irradiacdo por micro-ondas por 3, 4, e 5 min promoveu
a esterilizacdo dos corpos-de-prova contaminados. Apés 2 min de irradiacdo, 0s
corpos-de-prova contaminados com C. albicans foram esterilizados, enquanto
gue os contaminados com bactérias foram desinfetados. Um min de irradiacao

apresentou crescimento para todos 0s microrganismos. A analise realizada pelo
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MEV indicou alteracdo na morfologia celular dos espécimes irradiados. Os
autores observaram gue a efetividade da irradiacdo por micro-ondas melhorou
com o aumento do tempo de exposicdo e concluiram que a irradiacdo por 3 min
pode ser usada para esterilizar resinas acrilicas.

No mesmo ano, Smitht, Hunter'*® avaliaram o efeito de biocidas
hospitalares sobre dois patdgenos nosocomiais, 0 MRSA e P. aeruginosa, nas
formas planctonica e de biofilme. Para isso, discos (1 cm de didmetro e 1 mm de
espessura) de acgo inoxidavel, teflon e polietieno foram confeccionados,
esterilizados, inoculados individualmente e incubados por 24 h a 37 °C sob
agitacdo. Apds incubacgao, os discos foram imersos em 200 pL de trés solucdes
biocidas hospitalares que continham cloreto de benzalcénio (1 %), digluconato
de clorexidina (4 %) e triclosan (1 %) e incubados por 24 h a 37 °C. Em seguida,
a viabilidade celular foi determinada por meio do ensaio de XTT e do kit
LIVE/DEAD BacLight Bacterial Viabulity. Os autores observaram que, para as
células plancténicas de ambos 0s microrganismos testados, a concentracédo
minima bactericida de todos os biocidas foi consideravelmente menor que a
concentracao de uso recomendada pelos fabricantes. Entretanto, os biocidas na
concentracdo recomendada pelos fabricantes ndo foram capazes de inativar os
microrganismos que estavam na forma de biofilme. Apdés os tratamentos
biocidas, 0 — 11 % das células do biofilme de MRSA e mais de 80 % das células
do biofilme de P. aeruginosa sobreviveram. Com base nos dados obtidos, os
autores concluiram que, embora os biocidas possam ser efetivos contra células
planctonicas, biofilmes aderidos a superficies sédo mais resistentes as solucdes.

Ainda em 2008, Van Strydonck et al.'® realizaram um estudo

avaliando a eficacia do uso da clorexidina durante a escovacao no indice de
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placa bacteriana e sangramento gengival. Foram selecionados para a pesquisa
pacientes sem problemas de salude e que apresentavam no minimo 18 dentes
naturais. Trés grupos de estudo foram obtidos. No primeiro grupo, os pacientes
foram instruidos a realizar escovacdo sem dentifricio, duas vezes ao dia, com
uma escova dental contendo um depdésito para armazenamento de clorexidina
(124 mg do produto em cada escova e a liberagdo de clorexidina durante a
escovacao era de aproximadamente 1,3 mg). No segundo grupo (controle), os
pacientes realizaram apenas escovacdo sem dentifricio e clorexidina, duas
vezes ao dia. No terceiro grupo, 0s pacientes realizaram escovacdo sem
dentifricio, duas vezes ao dia, e bochecharam digluconato de clorexidina 0.2 %
durante 1 minuto, uma vez ao dia. O estudo teve duracdo de 6 semanas e 0s
pacientes foram avaliados em trés momentos: antes de iniciar o estudo, 3 e
6 semanas apos seu inicio. Os tratamentos instituidos nos 3 grupos de estudo
resultaram em reducédo significante no indice de placa bacteriana. No terceiro
grupo, o indice de placa foi inferior quando comparado ao outros dois grupos e
nao houve diferenca estatistica significativa em relagcéo aos indices dos grupos 1
e 2. Em relagdo ao sangramento gengival, todos os grupos, ao final do
tratamento, apresentaram reducdo do sangramento gengival quando
comparados ao inicio do tratamento. No grupo 3 foi verificado o menor grau de
sangramento, ndo havendo diferenca em relacdo aos grupos 1 e 2. Os autores
concluiram que o uso da clorexidina como solugcdo para bochecho pés-
escovacao resultou em melhora no indice de placa bacteriana e sangramento
gengival.

|38

No ano seguinte, Dovigo et a avaliaram a efetividade da

irradiacdo por micro-ondas na desinfeccao de préteses totais. Setenta préteses
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totais simuladas foram confeccionadas, esterilizadas por Oxido de etileno e
individualmente inoculadas (10 ufc/mL) com S. aureus (n=20), P. aeruginosa
(n=20) e B. subtilis (n=30). Apés o periodo de incubacdo de 24 h a 37 °C,
40 préteses foram transferidas para béqueres contendo 200 mL de agua
destilada estéril e irradiadas. Para cada microrganismo, 10 préteses foram
submetidas a irradiacdo por micro-ondas a 650 W por 3 min. Além disso,
10 préteses contaminadas com B. subtilis foram irradiadas por 5 min. Trinta
préoteses ndo irradiadas (n=10 para cada bactéria) foram usadas como controle
positivo. Em seguida, aliquotas de 25 uyL da solugdo resultante das diluicbes
seriadas de 107 a 10° foram semeadas em placas de Petri com meios de cultura
seletivos e incubadas por 48 h a 37 °C. As coldnias foram quantificadas em
ufc/mL. Para verificar a efetividade da desinfec¢cdo por micro-ondas em longo
prazo, as proéteses totais irradiadas foram incubadas a 37 °C por 7 dias em
béqueres contendo 200 mL de meio TSB. Os autores observaram que nao
houve crescimento microbiano nas placas incubadas por 48 h e nos béqueres
incubados por 7 dias para S. aureus e P. aeruginosa. As proteses contaminadas
com B. subitilis e irradiadas por 3 min demonstraram crescimento microbiano em
6 placas e em todos os béqueres contendo TSB. A irradiacdo das préteses totais
por 5 min contaminadas com B. subtilis resultou em crescimento microbiano em
2 placas e 2 béqueres. Com base nos resultados, os autores concluiram que a
irradiacdo por micro-ondas a 650 W por 3 min promoveu a esterilizacdo das
préteses totais contaminadas com S. aureus e P. aeruginosa e que as proteses
totais contaminadas com B. subtilis foram desinfetadas apés a irradiacao por

micro-ondas a 650 W por 3 e 5 min.
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Lee et al.®®

, em 2009, verificaram se os atuais procedimentos de
descontaminacdo quimica das proteses sao suficientes para erradicar MRSA na
forma planctbnica, de células aderidas e em biofilmes maduros presentes em
proteses de resina acrilica. Os agentes testados foram hipoclorito de sédio a
2 %, Perform-ID e Steradent. Primeiramente foi realizado o CIM, definido como a
menor concentracdo do agente que inibiu o crescimento microbiano. Para a
realizacdo dos experimentos, discos de resina acrilica autopolimerizavel (5 mm
de diametro) foram contaminados com inéculo bacteriano padronizado de
EMRSA-15 ou EMRSA-16 e incubados por 4, 24 e 120 h. A seguir, os discos
foram colocados em 1 mL de cada agente testado ou em PBS por intervalos de
tempo de 1, 5 ou 10 min. Os espécimes foram transferidos para 1 mL de PBS e
centrifugados por 1 min. Foi realizada a diluicdo seriada e plagueamento em
meio de cultura especifico. Apés incubacdo por 24 h, as colénias foram
contadas. Os resultados demonstraram que o hipoclorito a 2 % foi eficaz na
eliminacao de MRSA nas 3 fases de maturacéo (4, 24 e 120 h) apés um tempo
de exposicdo de 1 min. Para o biofiime de 24 h, o Steradent, no tempo de
exposicao de 1 min, diminuiu em 16,9 % as células viaveis de EMRSA-15 e no
tempo de exposicdo de 10 min, o resultado foi de 99,7 % para EMRSA-15 e
98,4 % para EMRSA-16. A exposicdo ao Perform-ID por 1 min, reduziu
significativamente o namero de células viaveis de biofilmes de 24 h em 99,8 %
para EMRSA-16 e 95,1 % para EMRSA-15. Para o biofilme de 120 h, o produto
Steradent mostrou ndo ser efetivo e o Perform-ID, com tempo de exposicéo de
10 min, mostrou uma redugdo significativa no niumero de células viaveis de
99,99 % para EMRSA-15 e 96,83 % para EMRSA-16. Foi concluido que

biofilmes de MRSA de 120 h sado dificeis de erradicar e que a Unica solucao
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efetiva na sua inativacéo foi o hipoclorito de sodio a 2 %. Além disso, os autores
ressaltaram que a erradicacdo deste organismo em pacientes idosos
institucionalizados pode ser significativamente prejudicada se uma possivel fonte
de reinfeccdo, como a presenca de préteses do proprio paciente, for ignorada ou
inadequadamente desinfetada.

Com o objetivo de avaliar os efeitos adversos causados por
diferentes agentes de limpeza sobre os materiais para base de proteses, Pinto et
al.®®, em 2009, realizaram um estudo in vitro avaliando hipoclorito de sédio a
1 %, 2 % e 5,25 %, glutaraldeido a 2 % e digluconato de clorexidina a 4 %.
Corpos-de-prova circulares foram confeccionados com diferentes resinas
acrilicas (Jet, Kooliner e Tokuyama Rebase Fast Il) e divididos aleatoriamente
em seis grupos de estudo: imersdo em agua, hipoclorito de sodio a 1 % durante
10 min, hipoclorito de sédio a 2 % durante 5 min, hipoclorito de sédio a 5,25 %
durante 5 min, glutaraldeido a 2 % durante 10 min e digluconato de clorexidina a
4 % durante 10 min. Foram realizados 30 ciclos de desinfeccdo para cada
método e a rugosidade superficial e a dureza Knoop foram avaliadas em todos
0s corpos-de-prova, antes e apos os procedimentos. O procedimento de imerséo
nos diferentes agentes desinfetantes reduziu a dureza de todas as resinas
acrilicas avaliadas. Apo6s a simulacdo de 30 ciclos de desinfec¢do, houve um
aumento significativo da rugosidade superficial da resina Jet, independente do
agente de limpeza utilizado. No entanto, a resina Kooliner apresentou uma
reducdo significativa da rugosidade superficial para todos os agentes testados,
exceto para o hipoclorito de sédio a 1 %. A resina Tokuyama Rebase Fast Il ndo

apresentou alteracdes de rugosidades apds 30 ciclos de desinfeccdo. Os
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autores concluiram que todos os agentes desinfetantes testados apresentaram
alteracdo da dureza e rugosidade das resinas acrilicas.

Em estudo clinico realizado por Ribeiro et al.®*, em 2009, foi
avaliada a efetividade da irradiacdo por micro-ondas em dois tempos de
exposicao na desinfeccdo de proteses totais. Para isso, 30 pacientes portadores
de proteses totais foram selecionados e divididos em dois grupos (n=15): grupo
1 — os pacientes tiveram suas proteses irradiadas por 3 min (650 W); grupo 2 —
0S pacientes tiveram suas proteses irradiadas por 2 min (650 W). Amostras de
biofilmes das préteses foram coletadas com swab antes (superficies do lado
esquerdo) e apos (superficies do lado direito) a irradiacéo por micro-ondas. Todo
o material microbiolégico foi diluido (10™ a 10®) em solucéo salina e aliquotas de
cada diluicdo (25 uL) foram semeadas em placas de Petri com meios de cultura
seletivos para Candida spp. (CHROMagar), Staphylococcus spp. (Manitol),
mutans streptococci (SB20) e em um meio de cultura ndo-seletivo (Miller Hinton).
As placas foram incubadas aerobicamente a 37 °C por 48 h, exceto para mutans
streptococci, que foi incubado em jarros de anaerobiose. As colbnias foram
guantificadas em ufc/mL. Os microrganismos que cresceram em meios seletivos
foram identificados utilizando métodos bioquimicos. Os resultados demonstraram
gue a irradiacdo por micro-ondas por 3 min resultou em esterilizacdo de todas as
préteses avaliadas. Ap6s a irradiacdo por micro-ondas por 2 min, uma
significante diminuicdo para Candida spp., Staphylococcus spp., mutans
streptococci e espécies ndo identificadas foi observada. As colbnias que
cresceram apés 2 min de irradiagdo por micro-ondas foram identificada como C.

albicans, Staphylococcus ndo aureus e S. mutans. Dessa forma, os autores
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afirmaram que a irradiacdo em micro-ondas por 3 min pode ser um método
efetivo na prevencdo de contaminacéao cruzada.

Também em 2009, Sanita et al.'® avaliaram a efetividade da
irradiacéo por micro-ondas na desinfec¢@o de préteses totais contaminadas com
5 diferentes espécies do microrganismo Candida (C. albicans, C. glabrata, C.
dubliniensis, C. tropicalis e C. krusei) isoladas de culturas padrao e de pacientes
HIV positivo. Para isso, 50 proteses totais superiores simuladas foram
confeccionadas, esterilizadas com 6xido de etileno e individualmente inoculadas
com 0s microrganismos avaliados. Apés o periodo de incubacdo de 48 h a
37 °C, as proteses foram transferidas para béqueres contendo 200 mL de agua
destilada e submetidas a irradiacao por micro-ondas a 650 W durante 3 min. As
proteses totais ndo irradiadas foram utilizadas como controle positivo. Em
seguida, uma aliquota de 25 L da solugao resultante das diluicbes seriadas de
10" a 10™ foi semeada em placas de Petri e incubada por 48 h a 37 °C. As
coldnias foram quantificadas em ufc/mL. Para verificar a efetividade da
desinfeccdo por micro-ondas em longo prazo, as proteses totais irradiadas foram
incubadas a 37 °C por 7 dias. Os resultados demonstraram que as proteses
totais contaminadas com todas as espécies de Candida avaliadas foram
esterilizadas ap6s a irradiacdo por micro-ondas. Com base nesses resultados, 0s
autores concluiram que a irradiacdo por micro-ondas durante 3 min a 650 W é
um método efetivo para a esterilizacdo de préteses totais contaminadas por
diferentes espécies de Candida isoladas de pacientes HIV positivo, incluindo
aquelas intrinsicamente resistentes a diversos antimicrobianos, como C. glabrata

e C. krusei.
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O aumento da resisténcia aos anti-sépticos do S. aureus tem sido
considerado um importante problema de saude global. Dessa maneira, Sheng et
al.’® em 2009, realizaram um estudo avaliando a acdo antimicrobiana do
digluconato de clorexidina sobre 0 MRSA. Além disso, os autores avaliaram a
resisténcia do MRSA a esta solucdo por meio da presenca dos genes de
resisténcia (gacA/B). Para este estudo, um total de 206 cepas de MRSA foram
isoladas de pacientes e identificadas como MRSA. O teste de susceptibilidade
do MRSA ao digluconato de clorexidina foi realizado através do método de
diluicdo em agar. As concentracfes do digluconato de clorexidina utilizadas para
este experimento foram de 0,125 a 16 pg/mL. A extracdo do DNA da bactéria foi
realizada utilizando uma matriz InstaGene. Uma coldnia da bactéria foi suspensa
em 1 mL de agua destilada e centrifugada durante 1 minuto. Em seguida, o
sobrenadante foi removido, 200 UL da matriz InstaGene foram adicionados e foi
realizada agitacdo da mistura por 23 min. O método de deteccdo do gene
gacA/B foi feito pelo mdltipla reacdo em cadeia da polimerase. Os autores
observaram que 35 % dos isolados utilizados neste estudo apresentaram alta
resisténcia ao digluconato de clorexidina. Os valores de CIM obtidos variaram
entre 2 e 8 ug/mL. Entre os 72 isolados de elevada resisténcia a clorexidina, 67
apresentaram o gene gacA/B. Os autores concluiram que é preciso ter cautela
na indicacao do digluconato de clorexidina como agente anti-séptico, pois como
visto neste estudo, microrganismos como o0 MRSA podem apresentar resisténcia
a este agente.

Basso et al.’®, em 2010, realizaram um estudo clinico com o
objetivo de avaliar o efeito de dois protocolos de desinfec¢cdo por micro-ondas

(650 W por 3 min) sobre a estabilidade dimensional de préteses totais. Para isso,
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40 pacientes foram selecionados, proteses totais superiores foram
confeccionadas e submetidas a desinfec¢do por micro-ondas, tendo sido obtidos
dois grupos de estudo (n = 20): irradiagdo uma vez por semana durante 4
semanas (grupo 1) ou trés vezes por semana durante 4 semanas (grupo 2). Em
seguida, foram realizadas medi¢c6es nas proteses totais, em quatro pontos de
referéncia, nos seguintes periodos: antes da primeira desinfeccdo (controle) e
apos cada semana de acompanhamento. As préteses foram também avaliadas
clinicamente para se verificar a presenca de areas de sobrecompresséo, perda
de adaptacdo das proteses ou queixas de pacientes. Os resultados
demonstraram que as préteses do grupo 2 apresentaram contragao
significantemente superior quando comparadas as do grupo 1, em todas os
periodos avaliados. Durante o acompanhamento clinico, ndo foram observadas
areas de sobrecompressédo, perda de adaptacdo das proteses ou queixas de
pacientes nas proteses submetidas aos dois protocolos de desinfeccdo por
micro-ondas. Os autores concluiram que os protocolos de irradiagdo de micro-
ondas testados podem ser utilizados com seguranca para O tratamento da
estomatite protética.

No mesmo ano, Davi et al.*

, avaliaram a estabilidade de cor, a
rugosidade superficial e a resisténcia a flexdo de uma resina acrilica
polimerizada em micro-ondas apds a imersao durante a noite em hipoclorito de
sédio, simulando 180 dias de uso. Quarenta corpos-de-prova de resina acrilica
circulares (15 x 4 mm) e 40 retangulares (65 x 10 x 3 mm) foram confeccionados
e imersos em hipoclorito de sédio (0,5 e 1 %), Clorox/Calgon e agua destilada.

As medigcbées de cor (AE) foram realizadas por um colorimetro portatil. Um

analisador de superficie foi utilizado para medir a rugosidade (mm). A resisténcia
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a flexdo (MPa) foi medida utilizando um teste de trés pontos em uma maquina de
ensaios universal. A analise estatistica demonstrou alteracbes de cor
significativamente maiores para o hipoclorito de sédio a 1 %. Ao comparar a
rugosidade superficial, ndo foi encontrada significancia estatistica entre as
solucdes. Os corpos-de-prova imersos em hipoclorito de sédio a 1 %
apresentaram valores menores de resisténcia a flexdo em relacdo ao grupo
controle. Dessa forma, foi concluido que a imersdo em solugéo de hipoclorito de
sédio a 1 % por 8 h, durante o periodo simulado de 180 dias, influencia a
estabilidade de cor e a resisténcia a flexdo de resinas acrilicas polimerizadas por
micro-ondas.

Segundo Joshi et al.**, em 2010, a busca continua por novos
métodos de desinfeccéo é essencial para o efetivo controle de infecgbes. Dessa
forma, esses autores avaliaram a eficAcia de uma nova técnica de plasma
atmosférico ndo térmico, conhecida como FE-DBD, contra as formas
planctonicas e de biofilmes de E. coli, S. aureus e MRSA (95, USA300 e
USA400). Para isso, 0s autores utilizaram técnicas de quantificacdo amplamente
aceitas, como ensaio de contagem de colbnia, ensaio de viabilidade bacteriana
(kit LIVE/DEAD BacLight) e ensaio de XTT. Os autores observaram que a
exposicdo das formas planctdénicas de E. coli, S. aureus e MRSA foram
rapidamente inativadas pelo plasma. Cerca de 10’ células bacterianas foram
totalmente inativadas (100 %), enquanto que 10° e 10° foram reduzidas em cerca
de 90 % a 95 % e 40 % a 45 %, respectivamente, em menos de 60 s (7,8 J/cm?).
No biofilme estabelecido, o plasma FE-DBD foi capaz de inativar mais de 60 %
de MRSA em15 s (1,95 J/cm?). A inativacéo das células dependeu do tempo de

exposicdo ao plasma e da densidade celular. O plasma foi capaz de desinfetar
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superficies em menos de 120 s. Dessa forma, foi concluido que a aplicagdo do
plasma pode ser uma técnica de descontaminacdo valiosa para a remocéo de
bactérias plancténicas e na forma de biofilme.

Tem sido observado na literatura que a cavidade oral serve como
um reservatério para a colonizacdo de microrganismos patogénicos. A protese,
guando instalada no paciente, pode ser contaminada, tanto na superficie interna
como na externa, pelos microrganismos presentes na cavidade bucal.

1.”°, em 2010, realizaram um estudo avaliando a

Preocupados com isso, Orsi et a
eficacia de desinfetantes quimicos para a desinfeccéo de resina acrilica. Corpos-
de-prova de resina acrilica (Lucitone) foram confeccionados e divididos em 5
grupos experimentais, correspondentes a 5 cepas testadas: S. aureus, P.
aeruginosa, C. albicans, S. mutans e Enterococcus faecalis. Cada grupo
continha 50 corpos-de-prova, sendo 45 para o grupo experimental e 5 para o
grupo controle. Cada corpo-de-prova foi colocado em um tubo de ensaio
contendo 15 mL do microrganismo correspondente e incubado por 24 h. Ap6s a
contaminacdo das amostras, o0 meio de cultura foi retirado do tubo de ensaio e
40 mL das soluc¢bes desinfetantes foram adicionados. Solugfes de hipoclorito de
sodio a 1 % e 2 % e glutaraldeido a 2 % foram testadas. Os corpos-de-prova
foram imersos nas solucdes desinfetantes por periodos de 5, 10 e 15 min e. Em
seguida, os corpos-de-prova foram fraturados e divididos em dois fragmentos
para analise da superficie interna da resina. Os fragmentos foram colocados em
tubos de ensaio contendo meio de crescimento e incubados por 20 dias. O
crescimento microbiano foi avaliado visualmente durante este periodo. A
primeira analise foi feita apds 48 h e, a seguir, em intervalos de 72 h. Os

resultados mostraram que os desinfetantes utilizados foram efetivos e que nao



85

ocorreu crescimento microbiano antes dos corpos-de-prova serem divididos em
fragmentos. Na avaliacdo seguinte, apds a fratura dos corpos-de-prova,
observou-se crescimento microbiano. Estes dados garantem que o crescimento
microbiano ocorreu apés a confeccdo dos fragmentos, estando assim
relacionado a superficie interna da resina acrilica. Entre os microrganismos, o E.
faecalis foi mais resistente que a C. albicans para o hipoclorito de sédio a 2 %
durante 5 min. Nao houve diferenca estatistica significante entre os
microrganismos em comparacdo as outras solu¢des quimicas e os periodos de
tempo. Entre as solucdes desinfetantes, o glutaraldeido a 2 % foi mais efetivo
que o hipoclorito de sédio a 2 % durante 5 min. Em um periodo de desinfeccao
por 10 min, ndo houve diferenca estatistica entre as solucfes desinfetantes. Em
relagdo ao tempo de 15 min de imersdo, o hipoclorito de s6dio a 1 % e o
glutaraldeido a 2 % foram mais efetivos que o hipoclorito de sédio a 2 %. Néo
houve diferenca estatistica significativa entre o hipoclorito de sédio a 1 % e o
glutaraldeido a 2 %. Todas as solu¢des desinfetantes reduziram a contaminacgéo
microbiana da superficie interna da resina acrilica, mas nenhuma foi capaz de
erradicar completamente os microrganismos. De acordo com os dados obtidos
no estudo, foi concluido que grande reducdo da contaminacdo microbiana da
superficie interna da resina acrilica ocorreu quando os corpos-de-prova foram
imersos em hipoclorito de sodio a 1 % e glutaraldeido a 2 % durante 15 min.

.19 em 2010, analisaram, em seu estudo in vitro, a

Semenoff et a
acao antimicrobiana de diferentes solucdes (clorexidina a 2 %, hipoclorito de
sédio a 1 % e paramonoclorofenol associado ao furacin) sobre as cepas de S.

aureus, C. albicans, E. faecalis e P. aureginosa. Para a realizacdo da fase

experimental, placas de Petri contendo meio de crescimento foram
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contaminadas com os diferentes microrganismos. Apés 24 h de incubacgédo a
37 °C, discos de papéis absorventes imersos nos diferentes agentes
desinfetantes foram posicionados sobre as placas de Petri. Ap6s contato dos
discos de 15 h (paramonoclorofenol associado ao furacin); 18 h (hipoclorito de
sédio a 1 %) e 21 h (clorexidina a 2 %) com os microrganismos, todas as placas
foram incubadas a 37 °C durante sete dias e os halos de inibicdo formados
foram mensurados. Os resultados demonstraram que a clorexidina a 2 % foi
significantemente mais efetiva para todas as cepas microbianas em comparacéo
as demais substancias. O hipoclorito de sédio a 1 % apresentou resultados
intermediarios e o paramonoclorofenol associado ao furacin obteve os piores
resultados. Assim, os autores concluiram que a solucdo de clorexidina a 2 %
apresentou o melhor efeito antimicrobiano contra os diferentes microrganismos

avaliados neste estudo.
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3 Proposi¢do

Com base nas informacdes obtidas da literatura, o objetivo desse
estudo in vitro foi avaliar a efetividade de duas solu¢bes desinfetantes e da
irradiagdo por micro-ondas na inativagdo de biofilmes de MRSA formados em

préteses totais simuladas e corpos-de-prova.
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4 Material e método

Para o desenvolvimento da pesquisa, foram utilizados os

seguintes materiais, instrumentos e aparelhos:

4.1 Materiais

1. Agua destilada;

2. Acetona a 0,4 mM Qhemis, fabricada por F Maia, Cotia, SP, Brasil. Lote n°®
32915;

3. Adesivo Super Bonder, fabricado por Loctite, Henkel Ltda., Itapevi, S&o
Paulo, Brasil;

4. Branco de espanha K-dent, fabricado por Quimidrol, Joinville, SC, Brasil;

5. Cera rosa Wilson n° 7, fabricada por Polidental Ind. e Com. Ltda, S&o Paulo,
SP, Brasil;

6. Cloreto de sédio, fabricado por Labsynth Produtos para Laboratérios Ltda,
Diadema, SP, Brasil. Lote n°® 114358;

7. Cultura de Staphylococcus aureus methicillin-resistant (MRSA) proveniente
da empresa American Type Culture Collection (ATCC number - 33591),
Manassas, VA, EUA;

8. Dentes artificiais Vipi Dent Plus, fabricados por Dental Vipi Ltda,
Pirassununga, SP, Brasil;

9. Detergente liquido ODD; fabricado por Bombril-Cirio, Sao Paulo, SP, Brasil;
10. Embalagens para esterilizacdo em 6xido de etileno, produzidas por ACECIL
— Comércio e Esterilizacéo a Oxido de Etileno Ltda, Campinas, SP, Brasil;

11. Frasco coletor universal transltcido estéril 80mL;
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12. Gesso pedra tipo Il Herodent; fabricado por Vigodent SA Ind. Com., Rio de
Janeiro, RJ, Brasil;

13. Gesso pedra tipo IV Herodent; fabricado por Vigodent SA Ind. Com., Rio de
Janeiro, RJ, Brasil;

14. Isolante indicado para resina acrilica, marca Cel-Lac, fabricado por SSWhite,
Rio de Janeiro, RJ, Brasil;

15. Lixa d’agua marca Norton, granulagao 0, 120 e 180;

16. Meio de cultura Manitol Salt Agar, produzido por Acumedia Manufactures
Inc., Baltimore, Maryland, EUA. Cod 7143A. Lote n° 0007-101;

17. Meio de cultura Tryptic Soy Broth (TSB), produzido por Acumedia
Manufactures Inc., Baltimore, Maryland, EUA. Cod 7164A. Lote n° 0008-120;

18. Menadiona, produzida por Sigma Co., St. Louis, MO, EUA. Lote n°
065K0230;

19. Papel celofane;

20. Pedra Pomes Pedra-Rio, fabricada por Orlando Anténio Bussioli, Rio Claro,
SP, Brasil;

21. Pontas descartaveis para micropipeta, fabricadas por Axygen Scientific,
Union City, CA, EUA;

22. Resina acrilica autopolimerizavel Jet; fabricada por Artigos Odontolégicos
Classico, Sao Paulo, SP, Brasil;

23. Resina acrilica para base de protese termopolimerizavel Lucitone 550,
fabricada por Dentsply Ind. e Com. Ltda, Petropolis, RJ, Brasil. Lote n°43780;

24. Resina para base de prétese incolor, especifica para micro-ondas Vipi
Wave, fabricada por VIPI Indlstria e Comércio Exportacdo e Importacdo de

Produtos Odontoldgicos Ltda, Pirassununga, SP, Brasil. Lote n°® 5485;
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25. Silicone de condensacéo para inclusdo de consisténcia pesada Labor Mass,
fabricado por Vipi Ind. e Com. Ltda, Pirassununga, SP, Brasil. Lotes n°.
50560647 e 15681;

26. Silicone para molde RTV 3120, fabricado por Daltomare Ind. e Com. Ltda,
Santo Amaro, SP, Brasil;

27. Sabdio cloreto (P. A. A. C. S.), produzido por CAQ - Casa da quimica Ind. e
Com. Ltda, Diadema, SP, Brasil;

28. Solucdo aquosa de digluconato de clorexidina a 2 %, importada por Deg
Imp. de Produtos Quimicos Ltda., S&do Paulo, SP, Brasil. Lote n° IFO71025;

29. Solucao aquosa de hipoclorito de sodio 1 % Impex, fabricada por Labimpex
IndUstria e Comércio de Produtos para laboratério Ltda., Diadema, SP, Brasil.
Lote n® 603379-RT;

30. Solucao salina divisora de fosfato — PBS (NaCl 100 mM, NaH,PO, 100 mM,
pH 7,2) Synth, fabricada por Labsynth Produtos para Laboratérios Ltda.,
Diadema, SP, Brasil;

31. Vaselina sélida, fabricada por Chemco Ind. e Com. Ltda, Campinas, SP,
Brasil;

32. XTT, fabricado por Sigma Co., St. Louis, MO, EUA. Lote n° 029K1600.

4.2 Instrumentos

1. Alca de Drigalsky descartavel, fabricada por Vidrolabor Industria e Com. de
Vidros para Laboratorios, Poa, SP, Brasil;

2. Alca descartavel para inoculacdo de micro-organismos, Redplast Ind. e

Com. de Embalagens Plasticas Ltda., Sarzedo, MG, Brasil,
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3. Béquer graduado, fabricado por Vidrolabor Industria e Com. de Vidros para
Laboratorios, Poa, SP, Brasil;

4. Bico de Bunsen;

5. Buril de Le Cron, marca Duflex, fabricado por SSWhite, Rio de Janeiro, RJ,
Brasil;

6. Caneta para retroprojetor, fabricada por Faber Castell, Sdo Carlos, SP,
Brasil;

7. Erlenmeyer graduado, fabricado por Vidrolabor Industria e Com. de Vidros
para Laboratérios, Poa, SP, Brasil;

8. Escova de cerdas pretas e de pano macio;

9. Espatulas de aco n°36 Duflex, fabricadas por SSWhite, Rio de Janeiro, RJ,
Brasil;

10. Frasco de vidro com tampa para resina acrilica, fabricado por Jon Comércio
de Produtos Odontoldgicos Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil,

11. Gral e espatula para gesso;

12. Lamparina a alcool;

13. Micropipeta de 05-50uL, fabricada por Eppendorf, Alemanha;

14. Micropipeta de 100-1000 L, fabricada por Eppendorf, Alemanha;

15. Micropipeta de 20-200 pL, fabricada por Eppendorf, Alemanha;

16. Mufla metalica n° 6, fabricada por Jon Comércio de Produtos Odontolégicos
Ltda., S&o Paulo, SP, Brasil,

17. Pincel n° 6, fabricado pela Jon Comércio de Produtos Odontolégicos Ltda.,
S&o Paulo, SP, Brasil;

18. Pipeta de vidro de 2 mL, fabricada pela Vidrolabor Industria e Com. de

Vidros para Laboratorios, Poa, SP, Brasil;
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19. Pipetador de borracha, produzido por Nalgon Equipamentos Cientificos Ltda,
Itupeva, SP, Brasil;

20. Placa de cultura TPP com 24 orificios estéril, embaladas individualmente,
fabricada pela TPP, Trasadingen, Suica;

21. Placas de Petri descartaveis 96 x 21 mm, fabricadas por TPP Techno Plastic
Products AG, Suica;

22. Placas de vidros jateados com O6xido de aluminio (com rugosidade de
aproximadamente 3,0 um), fabricadas por Vidroplan ACP Comércio de Vidros
Ltda., Araraquara, Sao Paulo, Brasil;

23. Ponta Maxi-cut, fabricada por Labordental, Sdo Paulo, SP, Brasil;

24. Prensa de bancada, fabricada por VH Equipamentos Médicos e
Odontoldgicos, Araraquara, SP, Brasil;

25. Tesoura ouro reta, fabricada por Golgran Instrumentos Cirlargicos e
Odontoldgicos, Séo Paulo, SP, Brasil;

26. Tubos de ensaio Pyrex n® 9820, fabricados por Petrig;

27. Tubos Falcon de 50 mL, produzido por Corning, NY, EUA.

4.3 Equipamentos

1. Agitador de tubos orbital, fabricado por Marconi Equipamentos Laboratoriais
Ltda, Piracicaba, SP, Brasil;

2. Agitador de tubos, fabricado por Marconi Equipamentos Laboratoriais Ltda.,
Piracicaba, SP, Brasil. Modelo: A 162. Série: 8187148;

3. Autoclave vertical, fabricada por Phoenix Ind. e Com. de Equipamentos

Cientificos Ltda., Araraquara, SP, Brasil. Modelo: AV 60. N°. 6614;
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4. Balanca de precisdo, fabricada por Gehaka Ind. e Com. Eletro-Eletrénica
Gehaka Ltda., S&o Paulo, SP, Brasil. Modelo: BG 400. N°. 016450;

5. Balanca de preciséo, fabricada por Gehaka Ind. e Com. Eletro-Eletrénica
Gehaka Ltda, S&o Paulo, SP, Brasil. Modelo: BG 440 N° 1010;

6. Cabina de Seguranca Bioldgica, fabricada por Grupo Veco, Campinas, SP,
Brasil. Modelo: Bio Seg Classe Il — Tipo A,

7. Centrifuga, fabricada por Eppendorf AG, Hamburg, Alemanha. Modelo:
5810R;

8. Contador de colénias CP 600 Plus, fabricado por Phoenix Ind. e Com. de
Equipamentos Cientificos Ltda., Araraquara, SP, Brasil. Modelo: CP-600. n°® 919;
9. Espectrofotdmetro — Biospectro, produzido por Equipar Ltda., Curitiba, PR,
Brasil. Modelo: SP-220;

10. Estufa bacteriologica, produzida por Marconi Equipamentos Laboratoriais
Ltda., Piracicaba, SP, Brasil. Modelo: MA 0324. Série: 9819011,

11. Estufa para secagem e esterilizacdo, fabricada por Marconi Equipamentos
Laboratoriais Ltda., Piracicaba, SP, Brasil. Modelo: MA 033. Série: 9819;

12. Filtro a vacuo, produzido por Fanem, Sdo Paulo, SP, Brasil. Modelo: 089-
CAL,

13. Incubadora de bancada shaker, fabricada por Quimis Aparelhos Cientificos
Ltda., Diadema, SP, Brasil. Modelo: Q816M20;

14. Leitora automatica de microplacas de 96 pocos, 405-750nm, oito canais,
fabricada por Thermoplate, Namshan District, Shenzhen, China. Modelo: TP
Reader;

15. Micromotor, fabricado por Kavo do Brasil Ind. e Com. Ltda., Joinville, SC,

Brasil;
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16. Micro-ondas de dupla emissao de ondas, produzido por Brastemp, Manaus,
AM, Brasil. Modelo: Sensor Crisp 38 — DES (Doublé Emission System);

17. Prensa hidraulica PM 2000, fabricada por Vipi Delta, Pirassununga, Sao
Paulo, SP, Brasil;

18. Termopolimerizadora Microprocessada Automatica SOLAB, fabricada por
SOLAB Equipamentos para Laboratério Ltda., Piracicaba, SP, Brasil;

19. Torno para polimento;

20. Turbidimetro, fabricado por Siemens Healthcare Diagnostics Inc., West

Sacamento, CA, EUA. Modelo: TurbidityMeter.

4.4 Métodos

4.4.1 Confeccédo das proéteses totais
Obtencao de modelos de gesso superiores

Para obtenc&o dos modelos de gesso, uma caixa com dimensodes
de 8,5 x 8,5 cm de largura e 2,5 cm de profundidade foi confeccionada em cera
rosa n°® 7, onde foi posicionado, na regido central, um modelo de latdo que
simulou um arco superior totalmente desdentado. Sobre este modelo, foi vertido
o0 material de moldagem silicone RTV, em uma propor¢ao catalisador/silicone de
4 mL/100 g, sob vibragcédo leve. ApGs a polimerizacao do material (24 h), foi
obtida uma matriz de silicone RTV posteriormente utilizada para confeccédo dos

modelos de gesso superiores com forma e dimensdes padronizadas (Figura 1).
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FIGURA 1 - Matriz de silicone RTV utilizada para confec¢cdo de modelos de gesso.

Trinta e seis modelos superiores foram, entéo, confeccionados em
gesso pedra tipo IV, espatulado manualmente, utilizando a propor¢do agua/pé
indicada pelo fabricante (22 mL/100 g). O gesso foi vazado sob vibracéo leve e
constante e, apds a sua reacao de presa (45 min), os modelos foram retirados
do molde de silicone RTV e suas bases foram regularizadas com lixas d’agua de

granulagdes 120 e 180 (Figura 2).

FIGURA 2 - Modelo de gesso tipo pedra melhorado.
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Obtencao das proteses totais superiores em cera

Foi realizado primeiramente o isolamento do modelo de gesso
pedra melhorado, com o isolante para resina acrilica Cel-Lac. Sobre este
modelo, foi confeccionada uma base de prova com resina acrilica quimicamente
ativada e laminas de cera rosa n° 7. Para isso, a resina acrilica foi manipulada,
de acordo com as orientacbes do fabricante, e acomodada sobre o modelo ao
atingir a fase plastica. Os excessos foram recortados com um buril de Le Cron.
Apbs o seu acabamento com ponta Maxi-cut, um rolete foi confeccionado com
uma lamina e meia de cera rosa n° 7 dobrada no sentido longitudinal, em forma
de sanfona, com faixas de 1 cm de largura. O acabamento do rolete de cera rosa
n° 7 foi realizado com uma espatula n°® 36 aquecida. Posteriormente, os dentes
artificiais, modelo 2D/30M, cor 66, foram montados e a escultura realizada na
seguinte sequéncia: enceramento, recorte do colo gengival, delineamento dos
sulcos horizontais, esboco das bossas radiculares e acabamento da escultura

(Figura 3)M9%,

FIGURA 3 - Protese total encerada sobre o modelo de gesso.

A prétese total encerada, devidamente posicionada sobre o

modelo de gesso, foi moldada com silicone RTV para obtencdo de uma matriz,
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seguindo as mesmas etapas descritas anteriormente para confec¢cdo da matriz
de modelos de gesso (Figura 4). Dessa forma, as demais proteses superiores
em cera foram obtidas utilizando a matriz em silicone RTV. Para isso, os dentes
artificiais foram adaptados em suas respectivas lojas na matriz de silicone e
posteriormente, uma placa e meia de cera rosa n°® 7 liquefeita foi vertida. Em
seguida, o0 modelo de gesso superior foi imediatamente posicionado e mantido

sob leve pressao no interior da matriz.

FIGURA 4 - Matriz de silicone RTV utilizada para obtengéo das préteses totais.

O conjunto formado pelo modelo, base de prova em cera e dentes
artificiais foi removido do molde de RTV, ap0s o resfriamento completo da cera
por 30 min. Em seguida, foi realizado o acabamento da escultura com o objetivo
de remover por¢cdes de cera que estejam recobrindo os dentes artificiais,
mantendo-os limpos e livres de qualquer excesso de cera. Além disso, as
regibes das bossas e das papilas interdentais foram arredondadas com o auxilio
da lampada de chama horizontal que também contribuiu para obtencédo de uma

superficie de cera lisa e brilhante (Figura 5).
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FIGURA 5 - Protese total superior encerada.

Inclusdo e Prensagem

Cada prétese total superior encerada foi incluida em mufla
metalica n® 6 em trés etapas. Inicialmente, a parte inferior da mufla foi isolada
com uma fina camada de vaselina sélida e preenchida até a borda superior com
gesso pedra, espatulado manualmente na propor¢céo de 30 mL de agua/100 g de
po, de acordo com as instruges do fabricante. Em seguida, a base do modelo
de gesso foi isolada com vaselina sélida e o conjunto modelo/prétese encerada
foi centralizado na mufla e aprofundado até o nivelamento da base do modelo
com a superficie do gesso pedra, de forma que as superficies oclusais dos
dentes ficassem paralelas a base da mufla, evitando deslocamentos dentais
durante a prensagem®. Apds a reacdo de presa (45 min), o gesso foi isolado
com uma fina camada de cera rosa n® 7, como preconizado por Compagnoni et
al.”®,

Em seguida, a segunda etapa de inclusao foi realizada através da
acomodacdo de uma muralha de silicone de condensacédo de consisténcia
pesada, recobrindo toda a protese, desde a superficie dos dentes artificiais até a

area correspondente a cera da base da protese. Para a fixacdo do silicone a
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terceira camada, que também foi composta por gesso pedra tipo lll, retencdes
em forma de “concha” foram confeccionadas com o silicone de condensacéao,
sendo distribuidas por toda a superficie da protese ja recoberta. Passado o
tempo de reticulacdo do silicone e a realizacdo do isolamento do gesso da mufla
e do silicone com uma fina camada de vaselina solida, a contra-mufla foi
posicionada e preenchida com a terceira camada de gesso. A seguir, a mufla foi
fechada com a tampa, levando ao escoamento de gesso pelos seus orificios. O

conjunto foi mantido em prensa manual®

até a presa final do gesso (45 min).
Apb6s esse periodo, a mufla foi imersa em &gua em ebulicdo por
aproximadamente 15 min para a completa plastificacdo da cera da base de
prova e, posteriormente, aberta para a eliminacéo da cera com agua em ebulicao
e detergente. ApGs o seu resfriamento, o gesso da mufla e contra-mufla foi
isolado com Cel-Lac e a resina acrilica termopolimerizavel Lucitone 550,
proporcionada e manipulada de acordo com as recomendacdes do fabricante
(10 mL/21 g), foi acomodada no interior do molde de gesso.

A prensagem da resina acrilica foi realizada em duas etapas
(prensagem de prova e prensagem final) em uma prensa hidraulica. Inicialmente,
a prensagem de prova foi realizada utilizando uma folha de celofane umedecida,
interposta entre a mufla e a contra-mufla’®. A pressao foi aplicada de forma lenta
e gradual até atingir 0,5 tonelada, o que permitiu a acomodacao inicial da resina
acrilica e escoamento dos excessos. Entédo, a mufla foi aberta e, em seguida, a
tira de celofane removida, sendo os excessos de resina acrilica retirados com o
auxilio de um buril de Le Cron. Apés este procedimento, a mufla foi novamente

fechada e prensada por 30 min com uma carga de 1,25 toneladas. Decorrido

esse periodo, a mufla foi retirada da prensa hidraulica e posicionada em uma
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prensa manual, sendo submetida ao ciclo curto de polimerizacéo, proposto pelo
fabricante. Para isso, cada protese total superior foi polimerizada na
termopolimerizadora microprocessada automatica SOLAB por 90 min a 73 °C,
seguida da imersdo em agua em ebulicdo (100 °C) por 30 min. Concluida a
polimerizacdo, a mufla foi resfriada sobre a bancada por 30 min e imersa em
agua corrente por 15 min. Apos este periodo, a mufla foi aberta e a prétese

demuflada para acabamento e remocao das irregularidades.

Limpeza e polimento das préteses

O modelo de gesso foi removido da prétese com auxilio de
tesoura ouro reta. O acabamento da protese foi realizado por meio da remocao
dos excessos com ponta Maxi-cut. O polimento foi realizado no torno mecénico
em duas etapas. Primeiramente, com o torno em baixa rotacéo, foi utilizada uma
escova de cerdas pretas com uma mistura de pedra-pomes e agua.
Posteriormente, com o torno em alta rotagdo, uma escova de pano macio
banhada com uma mistura pastosa de agua com branco de Espanha para
conferir o brilho adequado a prétese (Figura 6). Ap6s o polimento, todas as
préoteses totais foram armazenadas em agua destilada por 48 h a 37 °C,

seguindo-se as especificacdes para resinas acrilicas**.
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FIGURA 6 - Proétese total polida.

Esterilizacdo das proteses totais
Previamente a sua contaminacao, as préteses foram esterilizadas,
individualmente, em autoclave vertical a 121 °C por 20 min, sendo resfriadas

lentamente até atingirem a temperatura ambiente (Figura 7).

FIGURA 7 - Prétese total esterilizada.

4.4.2 Confeccéo dos corpos-de-prova
Os corpos-de-prova foram confeccionados dentro de condicdes

assépticas, por um unico operador, atuando sobre superficie de papel estéril,
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utilizando instrumental esterilizado, roupas de protecdo, luvas, o6culos e
mascaras descartaveis. Todos 0s corpos-de-prova foram armazenados em agua
destilada a 37 °C por 48 h*,

Para a presente pesquisa, a resina termopolimerizavel Vipi Wave
foi utilizada (Figura 8). Os corpos-de-prova foram confeccionados utilizando-se
matrizes metdlicas contendo cavidades circulares com 10 mm de diametro e 2

mm de profundidade (Figura 9).

FIGURA 8 - Resina acrilica termopolimerizavel Vipl Wave utilizada na confeccdo dos

corpos-de-prova.

FIGURA 9 - Matriz metdlica utilizada para confeccdo dos corpos-de-prova em resina

acrilica.
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Para a confeccdo dos corpos-de-prova, a resina acrilica foi
incluida entre duas placas de vidros jateados com Oxido de aluminio, cuja
rugosidade de aproximadamente 3,0 um simula a rugosidade encontrada na

superficie interna de préteses conforme estudo anterior™**

. Inicialmente, a parte
inferior da mufla foi isolada e preenchida com gesso sobre o qual foi posicionada
uma placa de vidro de forma e tamanho compativeis com as dimensfes da

matriz metalica (Figura 10).

—— Placa de vidro

FIGURA 10 - Parte inferior da mufla preenchida com gesso sobre o qual esta
posicionada a placa de vidro.

Apbs a presa do gesso, a matriz metélica foi isolada com isolante
para gesso em ambos os lados e entdo fixada com trés gotas de adesivo sobre a
placa de vidro. A seguir, o silicone de condensacdao foi manipulado e posicionado
ao redor da matriz para facilitar a sua remocéo na fase de desinclusédo (Figura
11). Outra placa de vidro foi fixada sobre a matriz com cola e a contra-mufla

posicionada e preenchida com gesso de maneira convencional.



106

— \atriz metalica

—— Sjlicone

FIGURA 11 - Parte inferior da mufla preenchida com gesso sobre o qual esta

posicionada placa de vidro e a matriz metalica com silicone ao redor.

Posteriormente a presa do gesso, a mufla foi aberta. A seguir, a
resina foi manipulada, de acordo com as instru¢des do fabricante, onde o pé foi
proporcionado em balanca de precisdo utilizando recipientes esterilizados e o
volume de mondémero foi dispensado com o auxilio de pipetas de vidro
graduadas. ApOs a mistura, os frascos permaneceram tampados até que a
polimerizagdo da resina atingiu a fase plastica. Neste momento, a resina foi
inserida nos orificios da matriz. Em seguida, a mufla foi fechada e o processo de
polimerizagdo executado de acordo com o protocolo estabelecido pelo fabricante
(forno de 500 W — 20 min com 20/30 % de Poténcia + 5 min com 80/100 % de
poténcia). Apds o seu resfriamento a temperatura ambiente, a mufla foi aberta e
0s corpos-de-prova retirados, sendo 0s excessos laterais removidos com o

auxilio de uma ponta estéril Maxi-Cut (Figura 12).
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FIGURA 12 - Corpos-de-prova em resina acrilica apos o acabamento.

Considerando suas menores dimensdes, 0s corpos-de-prova
foram esterilizados por meio de O6xido de etileno (ACECIL — Central de
Esterilizacdo e Ind. Ltda., Campinas, Sao Paulo — Brasil) (Figura 13). Este
procedimento foi selecionado por ser considerado eficiente e seguro para a
esterilizacdo de polimeros®’. E importante ressaltar que esses corpos-de-prova
foram manipulados somente 15 dias ap0s a esterilizacdo, uma vez que um
periodo inferior poderia invalidar os resultados por ndo haver crescimento

microbioldgico nesta fase.

FIGURA 13 - Corpo-de-prova esterilizado.
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4.4.3 Preparo dos materiais microbiolégicos
Preparo de solugbes e meios de cultura

O meio de cultura Tryptic Soy Broth (TSB) foi preparado para a
inoculagcdo dos microrganismos e para a contaminacdo e a incubacdo das

386874105 O meio de cultura TSB foi

proteses totais e corpos-de-prova
proporcionado, manipulado e esterilizado segundo as recomendagbes do
fabricante. Esse meio de cultura constitui-se de um caldo nutriente que propicia o
crescimento de varios tipos de microrganismos, incluindo a espécie testada
neste estudo. Para o preparo do meio, foi utilizada uma proporcédo de 30g de po6
para 1 L de agua destilada. Ap6s o preparo do meio de cultura, para a
inoculacdo dos microrganismos, uma aliquota de 10 mL foi pipetada e
dispensada em tubos de ensaio. Os tubos de ensaio foram tampados com
algoddo e devidamente identificados e datados. Para a contaminagdo e a
incubacado das préteses totais, 200 mL do meio de cultura foram dispensados em
béquer de 600 mL, os quais foram posteriormente cobertos com papel aluminio,
identificados e datados. Para a contaminacdo e a incubacdo dos corpos-de-
prova, 200 mL do meio de cultura foram dispensados em erlenmeyer, os quais
foram posteriormente cobertos com papel aluminio, identificados e datados.
Tubos de ensaio, béqueres e erlenmeyers foram, entéo, levados em autoclave
vertical para esterilizacdo a 121 °C por 20 min. Apés esse procedimento, eles
foram resfriados, lentamente, até atingirem a temperatura ambiente, e
armazenados em refrigerador a 5 °C até a sua utilizacdo nos procedimentos
experimentais.

A solucdo salina utilizada nas diluicbes seriadas foi preparada

pela diluicdo completa de 8,5 g de cloreto de sddio em 1 L de agua destilada.
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Apo6s a dissolucao, 4,5 mL da solucdo salina resultante, na concentragéo de 0,15
mol, foram distribuidos em tubos de ensaio e 200 mL foram dispensados em
béquer de 600 mL. A seguir, os tubos tampados com algodao e os béqueres
cobertos com papel aluminio foram levados em autoclave vertical para
esterilizacdo a 121 °C por 20 min e resfriados lentamente até atingirem a
temperatura ambiente. Finalmente, foram armazenados em refrigerador a 5 °C
até a utilizacdo nos procedimentos experimentais.

O meio de cultura selecionado para a semeadura das placas de

Petri foi Manitol Salt Agar38,68,74,105

. Esse meio de cultura foi proporcionado,
manipulado e esterilizado segundo as recomendacdes do fabricante. Para o
preparo do meio, foi utilizada uma proporgéo de 111 g de p6 para 1 L de agua
destilada. ApGs o seu preparo, uma aliquota de 20 mL da solugéo resultante foi
pipetada e dispensada em tubos de ensaio devidamente identificados, datados e
tampados com algodédo. Em seguida, os tubos foram levados a autoclave vertical
para esterilizagdo a 121 °C por 20 min. Cada meio de cultura, ainda na fase
liquida, foi vertido em placas de Petri descartaveis. As placas de Petri foram,
individualmente, fechadas e mantidas na camara de fluxo laminar até a
solidificacdo do meio de cultura, sendo, entdo, devidamente identificadas,
datadas e incubadas em estufa bacteriolégica a 37 °C por 24 h. Estes
procedimentos foram realizados com o objetivo de verificar a esterilizacdo das
placas de Petri e do meio de cultura. Apés a incubacgédo, foram descartadas deste
estudo todas as placas que apresentaram quaisquer indicios de crescimento
microbiano. A seguir, a parte inferior de cada placa de Petri foi externamente
dividida em quadrantes com o auxilio de caneta retroprojetor, facilitando,

posteriormente, os procedimentos de semeadura dos microrganismos (diluicdo
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seriada por quadrante). Finalmente, as placas de Petri foram armazenadas em
refrigerador a 5 °C para serem utilizadas nos procedimentos de semeadura dos
microrganismos.

Para a lavagem dos corpos-de-prova, foi utilizada a solucéo salina
divisora de fosfato — PBS (NaCl 100 mM, NaH,PO, 100 mM, pH 7,2)**'%. Para a
sua obtencdo, foram preparadas duas solugbes (A e B). Para o preparo da
solucédo A, foi utilizada uma proporcéao de 4 g de NaCl, 0,12 g de KH,PO,, 0,1g
de KCI para 250 mL de agua destilada. Para o preparo da solu¢cdo B, uma
proporcao de 0,72 g de Na,HPO, para 250 mL de agua destilada foi utilizada. A
seguir, as solucdes foram esterilizadas no interior de béqueres em autoclave
vertical a 121 °C por 20 min e resfriadas, lentamente, até atingirem a
temperatura ambiente. Apds o resfriamento, as solucdes foram misturadas em
um béquer de 600 mL, o qual foi coberto com papel aluminio, identificado e
datado.

Para a realizagdo dos ensaios de redugéo de 2,3-bis(2-methoxy-4-
nitro-5-sulfophenyl)-5-[(phenylamino)carbonyl]-2H-tetrazolium hydroxide (XTT)
nos corpos-de-prova, foram utilizadas solucdo de PBS 200 mM, solucdo de XTT
e solucdo de menadiona®®*®'%® para o preparo da solucdo de PBS 200 mM,
as solucdes A e B foram obtidas como descrito anteriormente. Apds sua
esterilizacao, 18 g de glicose foram adicionados & solucéo A, que foi filtrada a
vacuo e misturada a solugcado B em um béquer de 600 mL. A seguir, esse béquer
foi também coberto com papel aluminio, identificado e datado. A solugéo de XTT
foi preparada por meio da mistura de agua ultra pura com p6 de XTT a uma
concentracdo de 1 mg/mL. Essa mistura foi filtrada a vacuo e dispensada em

tubo Falcon de 20 mL, o qual foi mantido a - 70 °C até o momento da realizacao
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do experimento. A solucdo de menadiona foi preparada pela mistura de 0,007g
de p6 de menadiona em 1 mL de acetona a 0,4 mM. A solugéo resultante foi
vertida em tubo eppendorf e submetida a um procedimento de diluicdo seriada
até 10 Esta solucéo foi preparada imediatamente antes de cada experimento e

foi utilizada a diluicdo seriada de 102

Preparo do in6culo de MRSA

O microrganismo selecionado para a realizagdo deste
experimento (Staphylococcus aureus resintente a meticilina — MRSA) foi obtido
junto a American Type Culture Colection (ATCC 33591) e ficou congelado a
- 70 °C em TSB e estocado até o momento de sua utilizacdo. Previamente a
contaminacdo das proteses totais e dos corpos-de-prova, 0 microrganismo foi
semeado em placas de Petri sobre o meio de cultura Manitol Salt Agar e
incubado a 37 °C por 48 h. A seguir, uma alcada do microrganismo foi
transferida para um tubo de ensaio contendo 10 mL meio de cultura TSB e
incubada a 37 °C durante a noite®*°1%,

Para o preparo da suspensdo de contaminacdo das préteses
totais, uma aliquota de 1,5 mL do in6culo em TSB foi transferida para um
epperdorf estéril, o qual foi centrifugado a 5000 rpm por 5 min. O meio de cultura
sobrenadante foi descartado e as células (sedimentado) ressuspendidas em 5mL
de solucdo salina estéril. Em seguida, o eppendorf foi agitado novamente por
30s, os mesmos passos de centrigugacdo foram repetidos duas vezes e as
células foram, entdo, ressuspendidas em 1,0 mL solucdo salina estéril. Um
turbidimetro foi utilizado para a obtencdo de indéculo na concentracéo

aproximada de 107 ufc/mL%%"*1% para isso, aliquotas de 10 pL da suspensao
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de células foram gradativamente adicionadas a um tubo de ensaio contendo 10
mL de TSB até ser obtido um valor no intervalo de 0.06 — 0.10 no display do
turbidimetro, correspondendo ao grau de turvacao 0.5 da escala de McFarland.
Para o preparo da suspensdo de contaminacdo dos corpos-de-
prova, uma aliquota de 1,5 mL do in6culo em TSB foi transferida para um
epperdorf estéril, o qual foi centrifugado a 5000 rpm por 5 min e as células
sedimentadas foram lavadas duas vezes com solugdo PBS estéril por meio de
agitacdo e centrifugacéo. As células lavadas foram ressuspendidas em 20 mL de
TSB estéril e a densidade Optica da suspensao foi determinada e padronizada

74,1
L38,68, ,105

em uma concentracdo aproximada de 10’ ufc/m , utilizando-se

espectrofotdmetro com comprimento de onda de 600 nm.

4.4.4 Procedimentos de formacao de biofilme nas préteses e corpos-de-
prova

Para a formacao de biofilme, as proteses totais foram imersas em
béqueres contendo 200 mL de TSB estéril e contaminadas com uma aliquota de
100 pL do microrganismo na concentragdo anteriormente obtida. Os béqueres

foram incubados sob agitaco a 80 rpm a 37 °C por 24 h (Figura 14)3%#1%,
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FIGURA 14 - Prétese total contaminada apés 24 h de incubacéo a 37 °C.

Para o desenvolvimento de biofiime de MRSA nos corpos-de-
prova, a contaminacao foi realizada em placas de cultura pré-estéreis de 24
orificios. Uma aliquota de 2 mL da suspens&o celular (107 ufc/mL) foi transferida
para cada orificio contendo um corpo-de-prova e a placa de cultura foi incubada
a 37 °C sob agitacdo (75 rpm) por 90 min (fase de ades&0)'®’. Ap6s o periodo de
adesdo, as amostras foram lavadas cuidadosamente duas vezes com 2 mL
solucdo PBS estéril. Essa lavagem é realizada duas vezes com a funcao de
remover as células ndo aderidas, tamponar o meio e remover os metabdlitos. Em
seguida, 2 mL de TSB estéril foram adicionados em cada orificio. As placas
foram mantidas a 37 °C sob agitacao durante 24 h. Decorrido esse periodo, os
corpos-de-prova foram lavados duas vezes com 2 mL solucao PBS estéril. Apos
a lavagem, 2 mL de TSB estéril foram adicionados em cada orificio e, a seguir,
as placas foram mantidas a 37 °C sob agitacdo durante mais 24 h, completando

o periodo de 48 h de incubagéo (Figura 15).
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FIGURA 15 - Corpos-de-prova contaminados ap0ds 48 h de incubacao a 37 °C.

4.4.5 Grupos de estudo

Foram confeccionados 36 préteses totais simuladas e 36 corpos-
de-prova. Para cada espécime, 4 grupos de estudo foram obtidos (n=9), com a
finalidade de se avaliar a efetividade de duas solucbes desinfetantes e um
método fisico de desinfeccdo (irradiacdo por micro-ondas) na reducdo da
viabilidadede das células de MRSA. Os quatro grupos de estudo obtidos estédo

descritos a seguir.

1. Grupo Controle (GC): nao foi realizado nenhum método de desinfec¢do nas
préteses totais e nos corpos-de-prova contaminados;

2. Grupo Hipoclorito de s6dio 1 % (GH): préteses totais e corpos-de-prova
contaminados foram submetidos a imersao em solucao de hipoclorito de sodio a
1 % (Labimpex Industria e Comércio de Produtos para laboratério Ltda.,
Diadema, Sao Paulo, Brasil) por 10 min;

3. Grupo Digluconato de clorexidina a 2 % (GCI): proteses totais e corpos-de-
prova contaminados foram submetidos a imersdo em solucao de digluconato de
clorexidina a 2 % (Deg Importacdo de produtos quimicos Ltda., Sdo Paulo, S&do

Paulo — Brasil) por 10 min;



115

4. Grupo Irradiacdo por micro-ondas (GM): proteses totais e corpos-de-prova
contaminados foram submetidos a irradiacdo a 650 W por 3 min em forno de

micro-ondas (Brastemp, Manaus, AM, Brasil).

4.4.6 Procedimentos de desinfeccéo

e Grupos Hipoclorito de s6dio a1 %

Apbs o periodo de incubacédo (24 h), as préteses foram removidas
dos béqueres com TSB e individualmente transferidas para outros béqueres
contendo 200 mL de solucéo de hipoclorito de sddio a 1 %, onde ficaram imersas
por 10 min. Os corpos-de-prova, ap6s o periodo de incubacdo, foram
transferidos para outra placa estéril de cultura de células com 24 orificios
contendo, em cada orificio, 2 mL de solucdo de hipoclorito de sédio a 1 %, onde

permaneceram imersos por 10 min.

e Grupos Digluconato de clorexidinaa 2 %

Apobs o periodo de incubacédo (24 h), as préteses foram removidas
dos béqueres com TSB e individualmente transferidas para outros béqueres
contendo 200 mL de solucéo de digluconato de clorexidina a 2 %, onde ficaram
imersas por 10 min. Os corpos-de-prova, apos o periodo de incubacao, foram
transferidos para outra placa estéril de cultura de células com 24 orificios
contendo, em cada orificio, 2 mL solucdo de digluconato de clorexidina a 2 %,

onde permaneceram imersos por 10 min.
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e Irradiagdo por micro-ondas

Apoés o periodo de incubacéo, as proteses e os corpos-de-prova
foram transferidos individualmente para um béquer contendo 200 mL de agua
destilada estéril. Em seguida, cada béquer foi posicionado no centro de um prato
giratério do forno de micro-ondas (Brastemp, Manaus, AM, Brasil) e irradiado a
650 W por 3 min®®1%° E importante ressaltar que as propriedades mecanicas
das resinas acrilicas ndo sdo negativamente afetados pela irradiacdo de micro-

ondas por 3 min a 650 W%,

4.4.7 Avaliacdo da efetividade dos métodos de desinfecc¢ao
Quantificacao e contagem do numero de colbnias viaveis

As préteses totais do GC foram individualmente transferidas para
um béquer contendo 200 mL de solucéo salina estéril com o objetivo de simular
uma imersao, como foi realizado nas préteses desinfetadas. Todas as proteses,
tanto as do CG quanto aquelas submetidas aos métodos de desinfeccao, foram
individualmente transferidas para outro béquer contendo 200 mL de solugéo
salina estéril. Este béquer foi vigorosamente agitado por 1 min em agitador de
tubos orbital, deixado em repouso por 9 min e novamente agitado para
desprender qualquer célula microbiana da superficie das préteses para a
solucédo resultante. Posteriormente, o processo de diluicdo seriada foi realizado
através da transferéncia de uma aliquota de 500 uL do béquer com 200 mL de
solucdo salina para um tubo de ensaio contendo 4,5 mL da mesma solucdo. O
tubo foi agitado vigorosamente em agitador de tubos por 1 min e uma nova
aliquota de 500 uL foi removida e colocada em outro tubo de ensaio contendo

4,5 mL dessa solucdo. Esse procedimento foi realizado seis vezes para cada
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protese total do CG e, desta forma, as diluicbes seriadas de 10™ a 10° foram
obtidas®® 1% Uma aliquota de 25 pL, das diluiges de 102 a 10°, foi
semeada em um dos quadrantes de uma placa de Petri contendo Manitol Salt
Agar. Uma alca de Drigalsky estéril foi utilizada para espalhar a solu¢éo sobre o
meio de cultura em cada quadrante da placa. Para as proteses dos grupos GH,
GCl e GM, diluicdes seriadas de 10" a 10 foram obtidas e 25uL da solugdo do
béquer com 200 mL de salina e das diluicdes de 10° a 10 foram semeados em
uma placa de Petri como descrito anteriormente. E importante enfatizar que
todos os procedimentos de semeadura foram realizados em duplicata. A seguir,
todas as placas foram incubadas a 37 °C por 48 h para verificacdo do
crescimento e contagem das colbnias viaveis. Apés o periodo de incubacao,
todas as placas foram submetidas a contagem de colénias em contador de
colénias digital®®®® "% As placas foram posicionadas sobre o contador de
colénia digital e o quadrante que apresentou um valor de nimero de colénias
entre 30 e 300 foi selecionado. A seguir, a ponta do contador foi posicionada
individualmente sobre cada uma das colénias formadas para realizacdo da
contagem. Os numeros de unidades formadoras de colénias por mililitro (ufc/mL)

foram calculados.

Efetividade da desinfec¢cdo em longo prazo

Para a verificacdo da efetividade dos métodos de desinfeccdo em
longo prazo, as proteses submetidas a desinfeccdo foram colocadas
individualmente em um béquer contendo 200 mL de meio de cultura estéril TSB,
para incubacdo em estufa bacteriolégica a 37 °C por 7 dias®*° 1% Apos esse

periodo, foi observada a presenca ou auséncia de turvacdo do meio de cultura.
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A presenca de leve turvacdo no meio de cultura indica o crescimento de

microrganismos.

Avaliacéo da viabilidade celular - Ensaio de XTT

Os biofilmes dos corpos-de-prova foram submetidos ao ensaio de
XTT, que avaliou a presenca de microrganismos nado eliminados por meio da
atividade metabdlica de células de MRSA>. O teste com XTT baseia-se na
habilidade das enzimas desidrogenases mitocondriais de microrganismos
metabolicamente ativos converterem o sal tetrazolio hidrossolavel XTT (cor
amarela) em um produto solivel em agua - formazana (cor laranja), o que é
mensurado em espectrofotdmetro™®.

Todos os corpos-de-prova, tanto os do CG quanto o0s
desinfetados, foram lavados cuidadosamente duas vezes com 2 mL de solucéo
PBS estéril** e transferidos para outra placa com 24 orificios contendo 2 mL de
solucdo de XTT, composta por PBS a 200 mM de glicose (158 pL), solucédo de
XTT (40 pL) e menadiona (2 pL)'®. As placas foram incubadas a 37 °C por 3 h, e
apos esse periodo, a solucdo presente em cada orificio foi homogeneizada com
uma pipeta. Uma aliquota de 1 mL desta solucédo foi transferida para um
eppendorf e centrifugada a 5000 rpm durante 2 min, para que a células fossem
precipitadas. A seguir, 200 pL do produto da degradacdo do XTT (sobrenadante)
foram transferidos para o orificio de uma placa de leitura (Elisa). O resultado
desta reacao quimica foi medido utilizando-se o espectrofotbmetro com filtro
492 nm*® (Figura 16). O experimento foi realizado em trés ocasides distintas,

em triplicata.
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FIGURA 16 - Produto da degradacdo do XTT apos 3 h de incubagcdo em uma placa de
Elisa para leitura em espectrofotdbmetro.

4.5 Planejamento estatistico

Nesse estudo foram verificadas duas condi¢gdes experimentais:
com e sem desinfeccdo (grupo experimental e controle, respectivamente). Para
cada espécime (proteses totais e corpos-de-prova), 4 grupos de estudo (n=9)
foram obtidos. Portanto, no total, 36 proteses totais e 36 corpos-de-prova foram
confeccionados para a realizacéo da fase experimental desse estudo.

Para determinar a efetividade dos métodos de desinfeccdo das
préteses totais, foi necessario calcular o nUmero de micro-organismos viaveis,
em valores de ufc/mL. Foram considerados somente os valores entre 30 e
300 colbnias, sendo escolhido o nimero de colbnias referente a uma Unica
diluicdo que representasse um valor entre a variacdo considerada. Apos a
obtencao desse valor em cada duplicata, o nimero de ufc/mL foi calculado. Para

esse calculo, utilizou-se a formula a seguir:

ufc/mL = Numero de coldnias x 10"

q
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Nessa formula, n equivale ao valor absoluto da diluicdo escolhida
(de 0 a 6) e g equivale a quantidade, em mL, semeada de cada diluicdo nas
placas (25 pL). Os valores de ufc/mL obtidos foram deixados em notacao
cientifica e foi obtida entdo a média aritmética dos valores das duplicatas de
cada amostra. Os valores de ufc/mL foram extremamente elevados e variaram
muito em relagdo a média, com distribuicdo diferente da normal. Dessa forma,
foram transformados para logaritmo na base dez (log;oufc/mL). Para um método
de desinfeccdo ser considerado efetivo, teria que resultar em uma reducdo de
valor equivalente a trés log;, nos valores de ufc/mL obtidos dos grupos
experimentais em comparacao aqueles obtidos do grupo controle.

Para determinar a efetividade dos métodos de desinfeccdo na
inativacdo dos biofilmes desenvolvidos sobre os corpos-de-prova, foi avaliada a
atividade metabdlica das células de MRSA por meio dos ensaios de XTT. Os
valores de densidade o6tica (DO) obtidos apés leitura da absorbancia referentes
aos grupos experimentais foram comparados com os valores obtido do grupo
controle e as porcentagens de reducao (%) foram mensuradas.

Todos os resultados obtidos foram transferidos para uma planilha
de um programa de computador (Microsoft Excel 2007) e analisados por

estatistica descritiva.
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5 Resultado

Todas as placas de Petri semeadas correspondentes as proteses
ndo desinfetadas (GC) apresentaram crescimento microbiano apos 48 h de
incubacéo (Figura 17). Os valores das médias de log;oufc/mL estdo descritos na

Tabela 1.

FIGURA 17 - Placas de petri representativa das semeaduras referentes ao GC.

As semeaduras das placas de Petri referentes as préteses
desinfetadas dos grupos GCI e GM n&o apresentaram crescimento microbiano
apos 48 h de incubacdo a 37 °C, demonstrando assim, completa desinfeccéo
(Tabela 1). Além disso, ap6s 7 dias de incubacdo a 37 °C, os resultados

demonstraram auséncia de crescimento microbiolégico nos béqueres de TSB
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para as proteses desses dois grupos (Tabela 1), demonstrando também a

efetividade destes métodos de desinfec¢éo em longo prazo (Figura 18).

FIGURA 18 - Placa de Petri e béquer representativos das semeaduras das proteses

totais referentes aos grupos experimentais GCL e CM.

As placas de Petri semeadas correspondentes as proteses do GH
ndo apresentaram crescimento microbiano ap6s 48 h de incubacao,
demonstrando efetiva desinfeccdo (Tabela 1). No entanto, os resultados
evidenciaram crescimento microbiolégico (Tabela 1) nos béqueres de TSB para
as proteses do GH apo6s 7 dias de incubacao a 37 °C (Figura 19), demonstrando

que esse método de desinfec¢do ndo foi efetivo em longo prazo.
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FIGURA 19 - Béquer representativo das semeaduras das préteses totais referentes ao

grupo experimental GH, apdés 7 dias de incubacéo.

Tabela 1 - Media de logjufc/mL para as proteses do grupo controle e

grupos experimentais

Grupo logioufc/mL (DP)
GC 6,24 (0,24)
GH 0,00 (0,00)*
GCl 0,00 (0,00)
GM 0,00 (0,00)

DP: desvio padrédo
*Turvou apos 7 dias de incubacao

Os valores de DO resultantes do ensaio de XTT realizado nos
corpos-de-prova estdo descritos na Tabela 2. O GC demonstrou coloracao
alaranjada da solucao, evidenciando a atividade metabdlica de microrganismos
presentes (Figura 20). Nos grupos experimentais, ndo houve alteracéo na cor da
solucéo, evidenciando assim a auséncia de atividade metabdlica celular. Dessa

forma, os resultados demonstraram que os métodos de desinfeccdo testados
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resultaram em 100 % de reducdo na viabilidade celular do biofiime de MRSA,

apresentarando, portanto, efetiva desinfeccéo.

FIGURA 20 - Placa ilustrativa do ensaio de XTT referente a corpos-de-prova do CG.

Tabela 2 - Médias dos valores de absorbancia (DO) e porcentagem de

reducdo (%) para os corpos-de-prova do grupo controle e grupos

experimentais

Grupo DO (DP) %
GC 1,58 (0,27) -
GH 0 100
GCl 0 100
GM 0 100

DP: desvio padrédo
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& Discussao

Considerando uma das principais causas de infec¢do hospitalar, o
MRSA tem sido apontado como um problema mundial de satde publica®. Um
estudo de prevaléncia verificou que, em geral, um em cada 6 pacientes em UTIs
inglesas estdo colonizados ou infectados por MRSA*. Dentre as infeccdes
sistémicas causadas por S. aureus, a pneumonia aspirativa tem sido
considerada uma das mais preocupantes® por ser uma das principais causas
de morbidade e mortalidade, especialmente em idosos dependentes™®.
Considerando que estes microrganismos tém sido isolados de cavidade oral de
usudrios de préoteses®, o presente estudo comparou a eficacia de diferentes
métodos de desinfeccéo de préteses totais e corpos-de-prova contaminados com
MRSA. Os resultados do presente estudo demonstraram que todas as préteses
e corpos-de-prova dos GC contaminados com MRSA apresentaram crescimento
microbiano apos incubacdo a 37 °C por 24 e 48 h, respectivamente. Esses
resultados estdo de acordo com outros estudos que demonstraram a capacidade
do MRSA em se aderir e desenvolver na forma de biofilme em superficies
acrilicas®®’. A adesdo dos microrganismos a diferentes substratos tem sido
considerada como o primeiro passo para a formacéo de biofilme, definido como
uma comunidade de células envolta por uma matriz polimérica de substancias
extracelulares. A relevancia da formacdo desses biofilmes esta relacionada ao
fato de que o comportamento e a suscetibilidade dos microrganismos se alteram
durante o processo de desenvolvimento do biofime®, o que resulta em
consequéncias importantes para o tratamento dos pacientes. Estudos anteriores

demonstraram que células planctbnicas de MRSA foram rapidamente
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erradicadas por diferentes agentes antimicrobianos®*®*®*!*3  enquanto que

biofilmes de MRSA se mostraram menos suscetiveis a esses agentes®***3, Tem
sido sugerido que as células presentes nos biofilmes sdo menos suscetiveis aos
agentes antimicrobianos devido ao seu arranjo espacial e a protecdo fisica
oferecida pela matriz de polissacarideos'™®. Dessa maneira, 0s microrganismos
na forma de biofilme, como a placa bacteriana, tendem a ser menos suscetiveis
a uma grande variedade de agentes antimicrobianos®. Além disso, um outro
estudo demonstrou que agentes de higienizacdo de proteses dentarias ndo

foram efetivos na eliminacdo de MRSA presentes em préteses™*?

. Isso pode ter
sido causado pelo fato de que o MRSA se apresenta no interior de biofilmes
complexos aderidos a superficie das proteses®. Dessa forma, torna-se evidente
gue o desenvolvimento de biofilmes por MRSA deve ser considerado um fator de
viruléncia fundamental deste microrganismo e que resulta em elevado impacto,
tanto na patogenicidade quanto no tratamento das infec¢des por MRSA.
Considerando os resultados obtidos pelos métodos de
desinfeccdo, o presente estudo constatou que a irradiacdo por micro-ondas a
650 W por 3 min resultou em desinfec¢do completa de todas as préteses totais e
corpos-de-prova contaminados com MRSA. Esse método de desinfeccao tem se
mostrado efetivo contra diversos microrganismos, incluindo alguns virus®,
diferentes espécies de Candida®*°®%1%°1% p_ aeruginosa'® e B. subtilis®*®1%,
Além disso, os resultados deste estudo estdo de acordo com estudos prévios
que verificaram que a irradiacdo por micro-ondas foi efetiva na desinfeccéo e até
mesmo na esterilizacdo de préteses dentarias®3%9°1991% O efeito da irradiacdo
por micro-ondas na erradicacdo de MSSA de préteses dentarias também foi

38,68,105

demonstrado em estudos in vitro e in vivo®™. No entanto, este é o primeiro
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estudo relatando a eficacia deste método fisico de desinfec¢do na erradicacao
de MRSA. Em alguns dos estudos relatados que utilizaram a exposicdo as
micro-ondas como método de desinfeccéo, a irradiacdo foi realizada a seco®®.
Entretanto, a efetividade da acdo das micro-ondas parece estar relacionada a
imersdo em &gua das amostras contaminadas durante a irradiacdo. No
experimento de Rohrer, Bulard®, os microrganismos presentes nas préteses
foram eliminados somente ap6s 8 ou 10 min de irradiagdo a 720 W,
possivelmente, devido & irradiacéo ter sido realizada a seco. Outro estudo®®
observou que a imersdo em agua de amostras de resinas para base de proteses,
contaminadas com C. albicans, durante a exposi¢cdo as micro-ondas por 5 min
em poténcia maxima, resultou em sua esterilizacdo, enquanto que a irradiacéo
destas amostras a seco, pelo mesmo tempo e poténcia descritos, resultou
somente em sua desinfeccdo. Da mesma forma, outros estudos in vitro
utilizaram o protocolo de irradiacdo de 3 min a 650 W e verificaram completa
esterilizacao de préteses totais e corpos-de-prova, contaminados com diversos
microrganismos e imersos em agua®® 4100195,

Apesar de varios estudos evidenciarem a acdo letal das micro-

23,74,95,105

ondas sobre 0s microrganismos , 0S mecanismaos pelos quais as micro-

ondas promovem a sua inativacdo ndo estdo bem estabelecidos. Alguns

17,44,78,95

autores atribuem o efeito letal da irradiacdo sobre a atividade metabdlica

de diferentes microrganismos ao calor gerado pelas micro-ondas (efeitos

térmicos). Entretanto, outros pesquisadores’®'®

acreditam que somente o
aumento da temperatura causado pela agdo das micro-ondas € insuficiente para
explicar sua acao letal, sugerindo a existéncia de outros efeitos sobre a atividade

metabdlica dos diferentes microrganismos. Estes efeitos, descritos como néo-
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térmicos, podem ser considerados uma interacdo entre o campo eletromagnético
das micro-ondas e as moléculas das células, resultando em mecanismos
moleculares, mecanicos ou de aquecimento seletivo’®. Alguns autores®
acreditam que, quando as micro-ondas entram em contato com materiais
contendo agua, como as células microbianas, este liquido poderia absorver a
radiacdo, fazendo as células vibrarem, o que causaria um aumento extremo a
temperatura celular, alteracdes morfolégicas nas células e sua consequente
desintegracdo. Além disso, dependendo do meio circundante dos
microrganismos e da concentracdo dos compostos ibnicos presentes no
citoplasma celular, algumas células poderiam ser aquecidas seletivamente pelas
micro-ondas, gerando no seu interior uma temperatura maior que no meio

circundante %,

Isto poderia explicar, parcialmente, o efeito bactericida da
irradiacdo por micro-ondas®*’®. Além disso, tem sido sugerido que a energia
gerada pelas micro-ondas poderia causar uma oscilagdo muito rapida da célula
microbiana, o que poderia superar o limite elastico da estrutura celular, causando
a sua ruptura®. Independentemente da natureza da letalidade, um estudo
recente demonstrou que a irradiacdo por micro-ondas de uma suspensao de
células fungicas produziu alteracdes na sua integridade estrutural, modificando a
permeabilidade da membrana celular e seu metabolismo, resultando em morte
celular®. Provavelmente, a combinacdo desses mecanismos foi responsavel
pela alta suscetibiidade do MRSA a irradiagdo por micro-ondas, como
observado pela auséncia de crescimento microbiano apés 48 h e 7 dias de
incubacao.

Da mesma forma como observado para a irradiacdo por micro-

ondas, a imersdao em digluconato de clorexidina a 2 % por 10 min resultou em
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desinfeccdo completa para todas as proteses totais e corpos-de-prova
contaminados com MRSA, apo6s 48 h e 7 dias. Esses resultados estdo de acordo
com os de outros estudos que observaram a eficacia do digluconato de
clorexidina contra diversos microrganismos, como C. albicans® e uma grande
variedade de bactérias dos géneros Streptococcus, Pseudomonas, Bacillus,
Acinetobacter, Escherichia e Staphylococcus, incluindo MRSA3®33 QO efetivo
protocolo utilizado no presente estudo foi baseado em estudos anteriores, com
algumas modificagbes. Smith, Hunter'™® estabeleceram um protocolo de
desinfeccdo no qual imersdo em digluconato de clorexidina a 4 % por 24 h foi
efetiva na erradicacdo de células plancténicas de MRSA. No entanto, essa
solucdo na concentracao de 4 % é considerada prejudicial as resinas acrilicas,
podendo causar efeitos deletérios sobre a sua dureza e rugosidade

superficial >,

Considerando que os efeitos desfavoraveis dos agentes
desinfetantes sobre as resinas acrilicas séo influenciados pela sua concentracao
e pelo tempo de exposicdo utilizado, estudos foram realizados para avaliar a
eficiéncia de concentracdes e periodos de exposicdo menores. Nesse contexto,
a imersédo em digluconato de clorexidina por 3 e 10 min foi efetiva para erradicar,
respectivamente, células plancténicas de MRSA* e biofimes de MSSA*!. Esses
resultados estdo de acordo com o que foi verificado no presente estudo, no qual
o digluconato de clorexidina a 2 % foi capaz de erradicar completamente
biofilmes de 24 h (proteses totais) e 48 h (corpos-de-prova) de MRSA, apds 10
min de exposicdo. Diferentemente da irradiagcdo por micro-ondas, a solug¢do de
digluconato de clorexidina é um método quimico de desinfeccdo com outros

mecanismos de acdo. As moléculas de carga positiva dessa solugcdo se aderem

a carga negativa da parede celular das bactérias, principalmente aos grupos
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fosfato nos lipopolissacarideos e carboxilas, causando precipitacao de proteinas
da parede celular, coagulacdo do citoplasma e a perda de componentes
intracelulares de baixo peso molecular'®. Assim, o digluconato de clorexidina
pode atuar como um agente bacteriostatico em baixas concentracdes e
bactericida em altas concentracdes'®. Apesar de sua acéo efetiva contra MRSA,
tem sido observado que um aumento na intensidade de uso do digluconato de
clorexidina e na prevaléncia de MRSA pode estar relacionado ao aparecimento
de cepas resistentes a anti-sépticos’®. A resisténcia do MRSA por diferentes
solucdes anti-sépticas, incluindo digluconato de clorexidina, é conferida por duas
familias de genes, gacA e gacB'®. Os genes gacA/B codificam uma proteina de
efluxo de proétons, que confere um alto nivel de resisténcia a algumas cepas.

Sheng et al.***

relataram a existéncia de uma quantidade significativa de MRSA
portadores desses genes de resisténcia a clorexidina, o que pode estar
relacionado ao aumento da concentracdo inibitéria minima e concentracdo
bactericida minima (CIM e CBM) desse microrganismo contra varios agentes
antimicrobianos®. Dessa maneira, considerando que no presente estudo n&o foi
realizada uma anadlise genética da cepa ATCC de MRSA testada, os resultados
obtidos para o digluconato de clorexidina a 2 % nesta investigagdo devem ser
interpretados de forma cautelosa.

A solucéo de hipoclorito de sédio tem sido amplamente utilizada
na odontologia como agente de limpeza de préteses, pois, além de ser

bactericida e fungicida®’™*83!°60.79

, tem a capacidade de dissolver mucina e
outras substancias organicas®'. Tem sido relatado que o mecanismo de ac&o do
hipoclorito de sodio esta relacionado a uma acao direta da solucdo sobre a

matriz organica do biofilme, causando a dissolucdo da estrutura polimérica™. As
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caracteristicas fisico-quimicas do hipoclorito de sbédio também tém sido
apontadas como responsaveis pelo seu efeito antimicrobiano. O hipoclorito de
sédio é uma base forte (pH>11) e seu pH elevado altera a integridade da
membrana citoplasmatica através da degradacdo de fosfolipidios ou acidos
graxos insaturados ou por meio de injurias aos componentes organicos e
transporte de nutrientes. Esta reacao causa uma inibicado enzimatica irreversivel
e alteracdes no metabolismo celular, resultando em morte celular?. Um estudo®®
demonstrou que células plancténicas de MSSA sao rapidamente eliminadas (4
min) quando imersas em solucdo de hipoclorito de sédio na concentracdo de
0,5 %. Em testes de suscetibilidade do MRSA, o hipoclorito de sédio apresentou
uma concentracdo inibitéria minima de 0,03 %%®. No entanto, maiores
concentracdes ou tempos de exposicdo sdo necessarios para inativar biofilme de
S. aureus, uma vez que estes foram menos suscetiveis a este desinfetante
guando em comparacdo a forma plancténica de células. No presente estudo, a
imersdo em hipoclorito de sédio a 1 % por 10 min foi efetiva na desinfeccdo em
curto prazo (48 h) das préteses totais e corpos-de-prova contaminados com
biofilmes de 24 e 48 h de MRSA, respectivamente. Em um estudo anterior, um
protocolo semelhante (imersdo em hipoclorito de sédio a 1 % por 15 min)
também foi capaz de inativar biofiime de S. aureus cultivado em resina acrilica
de base de protese’™. No entanto, apesar da desinfeccdo em curto prazo, o
presente estudo observou crescimento microbiano apés incubagao por 7 dias em
todos os béqueres contendo as préteses desinfetadas, demonstrando que 10
min de imersdo em solucdo de hipoclorito de s6dio a 1 % nao foi efetivo na
desinfeccdo em longo prazo das préteses. Da mesma forma, da Silva et al.*

verificaram, embora em pequeno ndamero, a permanéncia de células viaveis de
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S. aureus em superficies acrilicas apos imersao em hipoclorito de sodio a 1 %
por 10 min. A relevancia clinica deste fato € que as células sobreviventes de
MRSA tém a capacidade de reativar o biofilme, sustentar uma fonte de
contaminacao e, consequentemente, dar origem a uma infeccdo persistente® %3,
Assim, concentra¢cdes mais elevadas, provavelmente, devem ser necessarias
para erradicar completamente o MRSA, eliminando a possibilidade de sua
recorréncia. Tem sido demonstrado que, para a inativacdo de biofilmes de
MRSA, um menor tempo de imersao (1 min) foi efetivo quando a concentracao
de hipoclorito de sédio foi elevada para 2 %°°. No entanto, a eficacia desse
protocolo em longo prazo ainda precisa ser demonstrada.

Apesar de todos os métodos de desinfeccao testados no presente
estudo terem sido eficientes na reducéo da colonizacao de préteses e corpos-de-
prova por MRSA, a desinfec¢do por micro-ondas apresenta algumas vantagens
sobre as solucdes desinfetantes. A utilizacdo de digluconato de clorexidina e
hipoclorito de so6dio para imersdo tem sido desestimulada devido a seus
possiveis efeitos deletérios sobre os materiais da protese”41"#1:3272% A gplucao
de digluconato de clorexidina tem sido associada a descoloracdo de dentes
artificiais™, enquanto o hipoclorito de sédio pode provocar o branqueamento da

1

resina acrilica, corrosdo de componentes metélicos”® e alteracdes na

resisténcia a flexdo® e dureza™® de resinas acrilicas de base de protese.

Neppelenbroek et al.”*

observaram que as solucdes desinfetantes podem
influenciar a matriz polimérica intersticial, sendo que o grau de influéncia é
dependente da duracdo da imersdo e do tipo do desinfetante usado. Os autores

observaram também que as soluc¢des desinfetantes (digluconato de clorexidina a

4 %, hipoclorito de sodio a 1 % e perborato de sédio a 3,78 %) promoveram uma
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discreta reducédo na dureza de resinas acrilicas para base de proteses. Outros
inconvenientes destas solu¢Bes quimicas estdo relacionados aos seus efeitos
colaterais, que podem prejudicar a cooperacdo dos pacientes. Sabor

desagradavel, descoloraco da lingua'® e dentes naturais**

e alteragdo no
paladar®® tém sido relatados apds o uso do digluconato de clorexidina. Outros
efeitos adversos desta solucdo, como aparecimento de les6es na lingua e/ou
garganta, falta de ar, congestdo nasal, diarréia, nausea, queimacdo e
sensibilidade gastrica, dor abdominal e lesGes de pele, também foram
verificados®. Além disso, é importante ressaltar que o uso descontrolado do
digluconato de clorexidina tem resultado no aparecimento de cepas de MRSA
resistentes a este agente antimicrobiano'®, o que talvez seja sua maior
desvantagem. A solugcdo de hipoclorito de so6dio também apresenta
desvantagens relacionadas a seu odor e sabor desagradaveis®’ e, em solucdes
mais concentradas, este agente pode ser menos biocompativel*.

Considerando os aspectos anteriormente discutidos, a irradiacao
por micro-ondas é uma alternativa viavel para evitar os inconvenientes e efeitos
nocivos das solucdes desinfetantes. Embora as propriedades dos materiais de
prétese ndo terem sido avaliadas neste estudo, tem sido demonstrado que as
propriedades mecénicas de resinas acrilicas ndo sdo afetadas negativamente
pela irradiacdo por micro-ondas por 3 min a 650 W'*?*% Um estudo recente
demonstrou também que este regime de micro-ondas melhorou
significativamente a adaptacéo das bases de proteses totais®. Além disso, por
ser um método fisico de desinfeccdo, o surgimento de microrganismos

resistentes podem ser evitados com o uso da irradiacdo por micro-ondas. Dessa

forma, a irradiacdo por micro-ondas das proteses dentarias pode ser apontada
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como um método de desinfeccdo simples, rapido, seguro, efetivo e de baixo
custo para a erradicacdo de MRSA das proteses dentarias. Além disso, este
método de desinfeccdo pode apresentar uma aplicacao clinica relevante em
consultérios odontoldgicos, instituicbes e hospitais onde pacientes portadores de
préoteses sao tratados, melhorando a longevidade e qualidade de vida destes

individuos e reduzindo o impacto das infec¢des causadas por MRSA.



Conclusdo



7 Conclusdo

Com base nas condicBes experimentais do presente estudo e de

acordo com a metodologia empregada, foi possivel concluir que:

1. A irradiag&o por micro-ondas durante 3 min de exposi¢ao a
650 W demonstrou desinfeccdo completa de todas as proteses totais e corpos-

de-prova contaminados com biofilme de MRSA, em curto e longo prazo.

2. A imersé@o em solucéo de digluconato de clorexidina a 2 %
por 10 min demonstrou desinfec¢cdo completa de todas as proteses totais e

corpos-de-prova contaminados com biofilme de MRSA, em curto e longo prazo.

3. A imersao em solucdo de hipoclorito de sédio a 1 % por
10 min demonstrou desinfec¢do de todas as préteses totais e corpos-de-prova

contaminados com biofilme de MRSA, em curto prazo.

4. A desinfeccdo por micro-ondas e por imersdo em
digluconato de clorexidina a 2 % sé&o eficientes na inativagdo de MRSA presente

no biofilme de proteses.
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