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RESUMO



Ribeiro DG. Efetividade da irradiacdo por micro-ondas e da terapia fotodinamica
na inativagdo de micro-organismos presentes em proteses totais. Estudo clinico
[Tese de Doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2009.

Resumo

As préteses removiveis estdo em contato direto com os tecidos bucais, saliva e
sangue e, ao serem removidas da cavidade bucal do paciente, podem estar
contaminadas com micro-organismos patogénicos. Esses micro-organismos
podem ser transmitidos aos técnicos de laboratorio por contato direto ou pelos
aerossois produzidos durante o desgaste ou o polimento de préteses contaminadas.
Neste caso, 0s micro-organismos podem ser disseminados pelo ambiente,
desencadeando infeccdo cruzada. Assim, para prevenir a contaminacdo cruzada,
todas as préteses devem ser desinfetadas ao serem enviadas ao laboratério e ao
retornarem ao consultorio. Com base nessas consideracGes, 0 presente estudo
avaliou a efetividade clinica da irradiacdo por micro-ondas e da terapia
fotodindmica (PDT) para desinfeccdo de proteses totais superiores. Para 0s
procedimentos de irradiacdo por micro-ondas, amostras de biofilme das préteses
foram coletadas de 30 pacientes, os quais foram divididos aleatoriamente em dois
grupos experimentais com 15 individuos cada: Grupo 1 - as proteses foram
expostas as micro-ondas durante 3 minutos (650 W), Grupo 2 - as proteses foram
expostas as micro-ondas durante 2 minutos (650 W). Para os tratamentos com
PDT, amostras de biofilme das proteses foram coletadas de 60 pacientes, 0s quais
foram divididos aleatoriamente em quatro grupos experimentais (n = 15 cada):
Grupos | e Il - as proteses foram borrifadas com 50 mg/L e 100 mg/L do
Photogem® em suspensdo, respectivamente; Grupos Il e IV - as proteses foram
tratadas com 50 mg/L e 100 mg/L de Photogem® em gel, respectivamente. Apds
30 minutos de pre-irradiacdo, todas as 60 proteses foram expostas a luz de LED
azul com poténcia de 37,5 Jcm? (26 minutos). Amostras das proteses foram
obtidas utilizando-se swab estéril antes (nas superficies do lado esquerdo) e apds
(nas superficies do lado direito) a aplicacdo das micro-ondas e da PDT. Todo o

material microbioldgico foi diluido e plagueado em meios seletivos para Candida



spp., Staphylococcus spp., mutans streptococci e em um meio ndo-seletivo. Apos
incubacdo (48 horas/37°C), o nuimero de unidades formadoras de coldnias
(ufc/mL) foi calculado. Os micro-organismos que cresceram nos meios seletivos
foram identificados utilizando-se métodos bioquimicos antes e apds 0s
procedimentos de desinfecgdo. Os dados obtidos a partir dos experimentos com as
micro-ondas foram analisados estatisticamente pelo teste de Kruskal-Wallis,
seguido do pos-teste de Dunn (o = 0,05). Os dados obtidos para 0s experimentos
de PDT foram submetidos aos testes estatisticos de McNemar e Kruskal-Wallis (o
= 0,05). A irradiacdo por micro-ondas durante 3 minutos (Grupo 1) promoveu a
esterilizacdo de todas as proteses avaliadas. Ap6s 2 minutos de exposicdo as
micro-ondas (Grupo 2), uma diminui¢do significativa para Candida spp. (P =
0,0062), Staphylococcus spp. (P = 0,0178), mutans streptococci (P = 0,0047) e
para 0 meio ndo-seletivo (P < 0,0001) foi alcancada quando os valores obtidos
foram comparados com os valores de ufc/mL de antes da irradiacdo. Apos a PDT,
foi observada esterilizacdo de 40%, 47%, 53% e 60% das préteses, para 0S grupos
I, I, 1l e IV respectivamente. Quando ocorreu a desinfeccdo das proteses, 0s
tratamentos de PDT inativaram mais de 90% dos micro-organismos das proteses.
A irradiacdo com micro-ondas por 3 minutos pode ser um método apropriado para
prevenir a contaminagdo cruzada, uma vez que promoveu a esterilizacdo das
préteses avaliadas. A PDT mostrou ser um método eficaz para a desinfeccdo de

préteses.

Palavras-chave: Micro-ondas; fotoquimioterapia; protese total; esterilizacdo;
desinfecgéo; controle de infecgdes.
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Ribeiro DG. Effectiveness of microwave irradiation and photodynamic therapy on
the inactivation of microorganisms present on complete dentures. A clinical study
[Tese de Doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2009.

Abstract

Prosthetic appliances that have been in contact with oral tissues, saliva and blood
can be contaminated with pathogenic microorganisms when they are removed
from the patient’s mouth. These microorganisms can be transmitted to laboratory
staff through direct contact with the infected denture or from aerosols that will be
formed when the surfaces are ground or polished. In this case, microorganisms
with varying degrees of virulence can be spread and disseminated into the air,
leading to cross-infection. In order to prevent microbial cross-contamination
among denture patients, all dental prostheses must be disinfected on entering and
again on leaving the laboratory. Therefore, this investigation evaluated the clinical
effectiveness of microwave irradiation and photodynamic therapy (PDT) on the
inactivation of microorganisms present on complete dentures. For microwave
irradiation procedures, biofilm samples were collected from dentures of 30
patients, who were randomly divided into two experimental groups of 15 subjects
each: Group 1 - patients had their maxillary denture microwaved for 3 minutes
(650 W); Group 2 - patients had their maxillary denture microwaved for 2 minutes
(650 W). For PDT treatments, biofilm samples were collected from dentures of 60
patients, who were randomly divided into four experimental groups (n = 15 each):
Groups | and Il - patients had their maxillary denture sprayed with 50 mg/L and
100 mg/L of Photogem® suspension, respectively; Groups 11l and IV - patients
had their maxillary denture treated with 50 mg/L and 100 mg/L of Photogem® gel,
respectively. After 30 minutes of pre-irradiation, all sixty dentures were exposure
to blue LED light at 37.5 J/cm® (26 minutes). Denture samples were taken with
sterile cotton swabs, before (left side surfaces) and after (right side surfaces)
microwave irradiation and PDT procedures. All microbial material was diluted

and plated on selective media for Candida spp., Staphylococcus spp., mutans



streptococci and a non-selective media. After incubation (48 hours/37°C), the
number of colony-forming units (cfu/mL) was counted. Microorganisms which
grew on selective media were identified using biochemical methods before and
after disinfection methods. The data obtained from microwave irradiation
experiments were statistically analyzed by the Kruskal-Wallis test, followed by
Dunn's post test (o« = 0.05). The data obtained from PDT experiments were
submitted to McNemar and Kruskal-Wallis tests (o = 0.05). Microwave
irradiation for 3 minutes (Group 1) resulted in sterilization of all dentures
evaluated. After microwave irradiation for 2 minutes (Group 2), a significant
decrease in Candida spp. (P = 0.0062), Staphylococcus spp. (P = 0.0178), mutans
streptococci (P = 0.0047) and non-identified species (P < 0.0001) was achieved in
comparison with the cfu/mL obtained before irradiation. Sterilization after PDT
was observed in 40%, 47%, 53% and 60% of dentures, for Groups I, I1, 11l and IV,
respectively. When disinfection of the dentures occurred, PDT regimens
eliminated more than 90% of microorganisms from dentures. Microwave
irradiation for 3 minutes may be a potential treatment to prevent cross-
contamination, since it promoted the dentures sterilization. PDT showed to be an

effective method for disinfecting dentures.

Key words: Microwaves; photochemotherapy; complete denture; sterilization;

disinfection; infection control.
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1 Introducio

O controle da infecgéo cruzada tem sido um tema de interesse para
a area odontoldgica nas ultimas décadas devido a preocupacdo com a transmissao
de doencas infecto-contagiosas como AIDS, hepatite, tuberculose, pneumonia e
herpes entre o consultério odontolégico e o laboratério de prétese. Essa
preocupacdo teve inicio na década de 1970, quando 0 micro-organismo
Mycobacterium tuberculosis foi isolado de moldes de pacientes® e foi constatada
a transmissdo do Mycoplasma pneumoniae para técnicos de laboratério quando
desgastavam proteses contaminadas®. Powell et al.>® observaram que 67% de
todos os materiais recebidos nos laboratorios, entre coroas, moldagens, registros
em cera e proteses, estavam contaminados com micro-organismos patogénicos.

Segundo Chau et al.*

, 0s técnicos de laboratério tém a responsabilidade inicial no
controle da infeccdo cruzada entre o consultorio odontolégico e o laboratério de
prétese. Além da contaminacgdo via paciente, tem sido relatado que as proteses sao

contaminadas em vérios estagios durante a sua confeccdo’®®0®

, podendo
transmitir micro-organismos para outros materiais, equipamentos odontoldgicos e
também para os técnicos de laboratério que manipulam esses itens®®®. Kahn et
al.*® verificaram que préteses estéreis foram contaminadas durante o polimento
realizado com a pedra-pomes e a roda de pano que estavam sendo utilizadas nos

laboratérios por eles avaliados.

A colocacdo de protese removivel na cavidade bucal pode causar
alteracdes quantitativa e qualitativa na microbiota local, acarretando aumento do
namero de micro-organismos bem como a predominédncia de certas espécies
microbianas®. Essas alteracdes podem predispor o paciente a enfermidades como
cérie, doenca periodontal e inflamag&o da mucosa®. Estudos microscépicos tém
demonstrado que um biofilme, semelhante ao formado nos dentes naturais, esta
presente nas proteses*’, exceto pela elevada quantidade de Candida spp.™*""
Além desse fungo, algumas espécies bacterianas associadas a doengas sistémicas

tém sido encontradas em préteses removiveis, com predominancia de bactérias
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gram-positivas (Staphylococcus spp., Streptococcus spp. e Actinomyces spp.) €
gram-negativas (Neisseria perfava, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella

29445 Estudo recente® demonstrou a prevaléncia dos micro-

pneumoniae)
organismos C. albicans, S. aureus e S. mutans na parte interna de proteses totais
de pacientes. C. albicans foi isolada em 66,7% das proteses, enquanto S. aureus e
S. mutans foram isolados em 49,5% dessas proteses. Outras investigacdes®® "
também confirmam a presenca de espécies de Candida, Staphylococcus e
Streptococcus colonizando as superficies acrilicas de prdteses dentais. Algumas
dessas pesquisas relacionaram a colonizacdo das proteses com o desenvolvimento
de infeccdes sistémicas’™®, como pneumonia, e infecgdes locais®, como estomatite
protética. Esses micro-organismos apresentam capacidade de aderéncia as células
epiteliais da mucosa e a resina da base das proteses*®. Dessa forma, a prétese pode
funcionar como reservatorio de micro-organismos, possibilitando a transmissao de
doencas no consultério odontoldgico e deste ao laboratério de protese®®*®. Assim,
é fundamental a limpeza e a desinfeccdo das proteses de forma que as doencas
relacionadas a sua utilizacdo, bem como a infeccdo cruzada, possam ser

prevenidas.

Considerando que ndo ha normas claras que orientem 0s
profissionais quanto & desinfeccéo das proteses, varios estudos tém sido realizados
com o objetivo de definir qual seria o método mais adequado para esse
procedimento. Entre os métodos utilizados para desinfeccdo de proteses
removiveis parciais e totais, destacam-se aqueles que empregam agentes quimicos
e fisicos. Entre os métodos quimicos, a utilizacdo de solugdes quimicas como
glutaraldeido, hipoclorito de sodio, dioxido de cloro, ioddforo, &lcool e
clorexidina tem sido recomendada®**®!. Uma solucéo desinfetante ideal deveria
inativar 0s micro-organismos, ser biologicamente compativel e ndo promover
alteracGes sobre os materiais que compdem a protese. No entanto, 0 que se tem
observado é que essas solucBes podem causar efeitos deletérios sobre as

propriedades fisicas e mecanicas das resinas acrilicas™*°.
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Um método fisico que tem demonstrado ser eficiente na inativacdo
de micro-organismos presentes em proteses € a irradiagdo por micro-ondas***%84,
A desinfeccdo ou a esterilizagdo com o uso das micro-ondas, comparadas a
imersdo das proteses em solucBes quimicas, apresenta a vantagem de ndo irritar os
tecidos bucais pela impregnacédo de substancias nas porosidades, como ocorre com
alguns desinfetantes, mesmo apés o enxague das proteses®’. Roher, Bulard®®
(1985) demonstraram que proteses contaminadas com micro-organismos
patogénicos foram esterilizadas quando submetidas a energia de micro-ondas a
720 W, por 10 minutos, desde que acopladas a um dispositivo tridimensional.
Esses autores também observaram que a irradiacdo pelas micro-ondas néo
promoveu alteragBes dimensionais nas proteses. Webb et al.®* demonstraram que
préteses totais inoculadas com Candida albicans e Streptococcus gordonii foram
esterilizadas ap6s 6 minutos de exposicdo a uma poténcia de 350 W. A energia de
micro-ondas também ja foi utilizada no tratamento de pacientes com estomatite
protética®*®®, Nesses estudos, foi observado que a exposicio as micro-ondas foi
efetiva para a desinfeccdo das proteses totais superiores pertencentes a esses
pacientes. Em duas das investigacdes mencionadas, as avaliacGes foram realizadas
com as amostras ndo imersas em agua. Dixon et al.® observaram que 5 minutos
de irradiagdo por micro-ondas em poténcia méxima ndo esterilizou trés resinas
reembasadoras resilientes e uma resina acrilica para base de prdtese quando as
amostras nao foram imersas em agua. No entanto, as amostras foram esterilizadas
quando as resinas avaliadas foram imersas em &agua durante a irradiacdo em
micro-ondas. Além disso, outros estudos também sugeriram o umedecimento dos
materiais antes da irradiacdo em micro-ondas para se obter uma maior efetividade
no procedimento de desinfeccdo®”°. Esses resultados sugerem que a desinfeccéo
em micro-ondas é mais efetiva se as amostras estiverem imersas em agua.

Além das micro-ondas, também tem sido relatada outra modalidade
de tratamento fisico para inativacdo de micro-organismos: a terapia fotodinamica
(do inglés, Photodynamic Therapy ou PDT)**?*#¢. Esse método associa um agente
fotossensibilizante (FS) e uma fonte de luz de comprimento de onda adequado,

resultando na formac&o de produtos citotdxicos, que séo letais para as células
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sensibilizadas. Inicialmente, a principal aplicacdo da PDT era para o tratamento de
tumores'®, visando a inativacdo de células malignas. Contudo, seguindo o0s
mesmos principios terapéuticos, a PDT antimicrobiana tem demonstrado sucesso
no tratamento de infeccBes microbianas’® em virtude da crescente resisténcia de
micro-organismos a agentes antimicrobianos. Estudos in vitro tém demonstrado
efetividade da PDT na inativacdo de virus’®, bactérias’ e fungos’ utilizando

diversas associacdes de FS e fontes de luz. Paulino et al.>

demonstraram que a
PDT mediada pelo FS Rose Bengal e por luz de fotopolimerizador odontoldgico
promoveu inativacdo de Streptococcus mutans. Outro estudo®® avaliou a
efetividade da PDT na inativacdo de C. albicans, examinando dois tipos de laser
de baixa intensidade juntamente com varios corantes. Foi observado que a
associagao entre o laser de He-Ne e o corante azul de toluidina foi o procedimento
mais efetivo na inativacdo de C. albicans e de outras espécies de Candida.

No caso da PDT antimicrobiana, os micro-organismos sao tratados
primeiramente  com um FS, que se torna concentrado nas células
(fotossensibilizacdo). Esses agentes apresentam uma absor¢cdo maxima de luz
especifica, sendo alguns comprimentos de onda preferencialmente absorvidos.
Caso a absorcdo do FS corresponder ao comprimento de onda da luz utilizada,
maior radiacdo sera absorvida pelo fotossensibilizador, promovendo sua
inativacdo. O mecanismo responsavel pela inativacdo dos micro-organismos
envolve a formacao de oxigénio singleto e de radicais livres, que séo letais para a
célula microbiana®.

Varios tipos de fonte de luz tém sido utilizados, assim como varios
tipos de FSs. Estudos demonstraram inativacdo efetiva de patdgenos utilizando
luz halégena®, luz de fotopolimerizador™, laser® e LED (diodos emissores de
luz)®”. E importante considerar que a fonte de luz ndo deve aquecer as amostras
irradiadas, evitando lesdes nas células dos tecidos do hospedeiro e dos micro-
organismos. Nesse contexto, a utilizacdo do LED e do laser seria mais indicada. O
laser destaca-se das demais fontes de luz por apresentar feixe de luz
monocromatico, coerente e colimado. Por outro lado, o LED apresenta emissdo de

luz espontéanea, policromatica (abrangendo uma faixa estreita do espectro de luz),
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ndo coerente e com certo espalhamento. Além disso, o custo do aparelho é menor
e sua tecnologia é mais simples quando comparado aos aparelhos de laser®’.

Alguns compostos quimicos corantes, como as fenotiazinas (azul
de toluidina e azul de metileno), as cianinas (indocianina verde), os fitoterapicos
(azuleno) e as ftalocianinas tém sido avaliados quanto a sua capacidade
fotossensibilizadora em micro-organismos. Os compostos derivados da
hematoporfirina (do inglés, haematoporphyrin derivative ou HpD) consistem de
uma mistura de monémeros, dimeros e oligbmeros e sdo produzidos, de acordo
com a tecnologia original de desfibrilagdo do sangue de animais e de humanos, a
partir da hematoporfirina IX existente na circulacdo sanguinea. Esses FSs séo
amplamente utilizados para o tratamento de cancer com PDT*, entre eles
destacando-se o Photofrin® o Photogem® e o Photosan®. Alguns estudos in vitro
tém demonstrado que a utilizacdo topica desses compostos pode ser efetiva
também na fotoinativacdo de bactérias e fungos®’*.

Na selecdo dos FSs, deve ser considerada a sua capacidade de
absorver a luz no comprimento de onda utilizado na irradiagéo, o seu potencial de
produzir espécies reativas e a sua seletividade as células microbianas, de modo
que ndo haja efeitos deletérios ao tecido adjacente durante a irradiacdo. O local de
acdo do FS na célula pode variar de acordo com a morfologia da espécie
microbiana e com o tempo de pré-irradiagdo. Um FS incorporado ao micro-
organismo, apds pouco tempo de pré-irradiacdo, pode causar um dano na parede
celular depois de sua exposicao a luz, enquanto um tempo maior de pré-irradiacdo
entre corante e micro-organismo pode resultar em ruptura de acidos nucléicos’®.

Analisando os aspectos abordados, consideramos importante
avaliar a efetividade da irradiacdo por micro-ondas e da PDT na inativacdo de

micro-organismos presentes em proteses totais em uso por pacientes.
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2 Proposi¢cdo

Os estudos desenvolvidos tiveram por objetivo avaliar clinicamente
a efetividade da irradiagdo com micro-ondas e da terapia fotodindmica na

inativacdo de micro-organismos presentes em proéteses totais.
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Table 2 - Summary of identified species in dentures before microwave irradiation

Dentures from patients Identified species
Candida spp. Staphylococcus spp. Mutans streptococci
C. albicans C. glabrata C. tropicalis Staphylococcus Non-aureus Streptococcus
aureus Staphylococci mutans

1 + - - - - +
2 + - - + - +
3 + - - - + +
4 + - - - + -
B + - - - + +
6 — _ _ _ _ —
7 + + - - + +
8 + - - - - -
9 + - - - + +
10 - - - + - -
11 + - - - - +
12 + - - - + -
13 _ - - - &t =
14 + - - - + -
15 + + + - + +
16 + + - + - +
17 = - - - = -
18 + - - + - +
19 - - - - + +
20 + - - + - +
21 + - - - + -
22 + - - + - -
23 + - - + - +
24 + - - - - +
25 + - - - + -

=]
-2

|

|

|

|
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|



Capitulo 1

35



Capitulo 1

JJOD-1408; No of Pages 7

36

6 JOURNAL OF DENTISTRY XXX (2009) XXX-XXX
disease implications. The Journal of the American Osteopathic stability of intact and relined acrylic resin denture bases.
Association 2001;101:92-4. The Journal of Prosthetic Dentistry 2007,98:216-23.

4. Pavarina AC, Pizzolitto AC, Machado AL, Vergani CE, 23. Mima EG, Pavarina AC, Neppelenbroek KH, Vergani CE,
Giampaolo ET. An infection control protocol: effectiveness Spolidorio DM, Machado AL. Effect of different exposure
of immersion solutions to reduce the microbial growth on times on microwave irradiation on the disinfection of a hard
dental prostheses. Journal of Oral Rehabilitation 2003;30: chairside reline resin. Journal of Prosthodontics 2008;17:312-7.
532-6. 24. Ribeiro DG, Pavarina AC, Machado AL, Giampaolo ET,

5. Zarb GA, Mackay HF. The partially edentulous patient. I. The Vergani CE. Flexural strength and hardness of reline and
biologic price of prosthodontic intervention. Australian denture base acrylic resins after different exposure times of
Dental Journal 1980;25:63-8. microwave disinfection. Quintessence International

6. Powell GL, Runnells RD, Saxon BA, Whisenant BK. The 2008:39:833-40.
presence and identification of organisms transmitted to 25. Pfaller MA, Houston A, Coffmann S. Application of
dental laboratories. The Journal of Prosthetic Dentistry CHROMagar Candida for rapid screening of clinical
1990;64:235-7. specimens for Candida albicans, Candida tropicalis, Candida

7. Henderson CW, Schwartz RS, Herbold ET, Mayhew RB. krusei, and Candida (Torulopsis) glabrata. Journal of Clinical
Evaluation of the barrier system, an infection control Microbiology 1996;34:58-61.
system for the dental laboratory. The Journal of Prosthetic 26. Sandven P. Laboratory identification and sensitivity testing
Dentistry 1987;58:517-21. of yeast isolates. Acta Odontologica Scandinavica 1990;48:27-

8. Lin JJ, Cameron SM, Runyan DA, Craft DW. Disinfection of 36.
denture base acrylic resin. The Journal of Prosthetic Dentistry 27. Sullivan D, Coleman D. Candida dubliniensis: characteristics
1999;81:202-6. and identification. Journal of Clinical Microbiology 1998,36:329-

9. Polyzois GL, Zissis AJ, Yannikakis SA. The effect of 34
glutaraldehyde and microwave disinfection on some 28. Gaillot O, Wetsch M, Fortineau N, Berche P. Evaluation of
properties of acrylic denture resin. The International Journal of CHROMagar Staph. aureus, a new chromogenic medium, for
Prosthodontics 1995;8:150-4. isolation and presumptive identification of Staphylococcus

10. Asad T, Watkinson AC, Huggett R. The effect of disinfection aureus from human clinical specimens. Journal of Clinical
procedures on flexural properties of denture base acrylic Microbiology 2000;38:1587-91.
resins. The Journal of Prosthetic Dentistry 1992;68:191-5. 29. Hardie JM. Oral streptococci. In: Bergey DH, editor. Bergey’s
11. Banting DW, Hill SA. Microwave disinfection of dentures for manual of systematic bacteriology. Baltimor: Williams &
the treatment of oral candidiasis. Special Care in Dentistry Wilkins; 1986. p. 1054-63.
2001;21:4-8. [30] Sanita PV, Vergani CE, Gilampaolo ET, Pavarina AC,
12. Dixon DL, Breeding LC, Faler TA. Microwave disinfection of Machado AL. Growth of Candida species on complete

denture base materials colonized with Candida albicans. The

Toeimmn 2l € Tharmcbla bl Tkl mbes AAAMLOA QAT 44

dentures: effect of microwave disinfection. Mycoses

AAAALEALACA FA



Capitulo 1

J1JOD-1408; No of Pages 7

37

JOURNAL OF DENTISTRY XXX (2009) XXX-XXX

41,

42.

43,

Sanborn MR, Wan SK, Bulard R. Microwave sterilization of
plastic tissue culture vessels for reuse. Applied and
Environmental Microbiology 1982;44:960-4.

Goodson LB, Glass RT, Bullard JW, Conrad RS. A statistical
comparison of denture sanitation using a commercially
available denture cleaner with and without microwaving.
General Dentistry 2003;51:148-51.

Lamfon H, Al-Karaawi Z, Mccullough M, Porter SR, Pratten J.
Composition of in vitro denture plaque biofilms and
susceptibility to antifungals. FEMS Microbiology Letters
2005;242:345-51.

. Baena-Monroy T, Moreno-Maldonado V, Franco-Martinez F,

Aldape-Barrios B, Quindés G, Sinchez-Vargas LO. Candida
albicans, Staphylococcus aureus and Streptococcus mutans

45,

46,

47.

colonization in patients wearing dental prosthesis. Medicina
Oral Patologia Oral y Cirugia Bucal 2005;10:E27-9.

Vanden Abbeele A, De Meel H, Ahariz M, Perraudin JP, Beyer
I, Courtois P. Denture contamination by yeasts in the
elderly. Gerodontology 2008;25:222-8.

Sumi Y, Kagami H, Ohtsuka Y, Kakinoki Y, Haruguchi Y,
Miyamoto H. High correlation between the bacterial species
in denture plaque and pharyngeal microflora. Gerodontology
2003;20:84-7.

Consani RL, Mesquita MF, De Arruda Nobilo MA, Henriques
GE. Inuence of simulated microwave disinfection on
complete denture base adaptation using different ask
closure methods. The Journal of Prosthetic Dentistry
2007;97:173-8.



3.2 Capitulo 2

Photodynamic therapy for denture disinfection: A clinical investigation*

Daniela Garcia Ribeiro, DDS, MSc?, Ana Claudia Pavarina, DDS, MSc, PhD®, Livia
Nordi Dovigo, DDS, MSc? Ewerton Garcia de Oliveira Mima, DDS, MSc?, Ana
Lucia Machado, DDS, MSc, PhD®, Vanderlei Salvador Bagnato, MSc, PhD®, Carlos
Eduardo Vergani, DDS, MSc, PhD"

Postgraduate student, Department of Dental Materials and Prosthodontics, Sdo Paulo State University,
UNESP, Araraquara Dental School, S&o Paulo, Brazil.
bAssociate Professor, Department of Dental Materials and Prosthodontics, S&0 Paulo State University,
UNESP, Araraquara Dental School, S&o Paulo, Brazil.

¢ Associate Professor, Physics Institute, University of Sdo Paulo, USP, Séo Carlos, Sao Paulo, Brazil.

Full address of all authors:

Daniela Garcia Ribeiro- Av. Capitdo Noray de Paula e Silva n® 715, Araraquara/SP, Brazil- CEP 14807-
071.

Livia Nordi Dovigo— Av. Alfredo Coelho de Oliveira n® 338, casa 17, Araraquara/SP, Brazil- CEP 14801-
020.

Ana Claudia Pavarina— Av. Espanha n° 60- Apto. 91, Araraquara/SP, Brazil- CEP 14801-130.

Ana Lucia Machado- Av. Espanha n® 60- Apto. 152, Araraquara/SP, Brazil- CEP 14801-130.

Vanderlei Salvador Baganto- Av. Trabalhador Sdo-carlense n° 400, S&o Carlos/SP, Brazil- CEP 13566-590.
Carlos Eduardo Vergani— R. Bento Ferreira Luis, n°. 1814 (Casa 5), Araraquara/SP, Brazil- CEP 14806-
590.

Corresponding author:

Dr. Ana Claudia Pavarina

Faculdade de Odontologia de Araraquara - UNESP

R. Humaita n° 1680, Araraquara - Sao Paulo - Brazil - CEP 14801-903

Phone: #55#016#33016410; Fax: #55#016#33016406; e-mail: pavarina@foar.unesp.br

*Submetido a publicacao no periddico Lasers in Surgery and Medicine



6€

g omude)



Capitulo 2 40

Abstract

Objective: The aim of this study was evaluate the effectiveness of
photodynamic therapy (PDT) for the disinfection of complete dentures. Methods:
Biofilm samples were collected from dentures of 60 patients, who were randomly
divided into four experimental groups (n=15 each): Groups | and II- patients had
their maxillary denture sprayed with 50 mg/L and 100 mg/L of Photogem®
suspension, respectively; Groups Ill and IV- patients had their maxillary denture
treated with 50 mg/L and 100 mg/L of Photogem® gel, respectively. After 30 min
of pre-irradiation, all dentures were exposure to blue LED light at 37.5 J/cm? (26
min). Denture samples were taken with sterile cotton swab, before (left side
surfaces) and after (right side surfaces) PDT. All microbial material was diluted
and plated on selective media for Candida spp., Staphylococcus spp., mutans
streptococci and a non-selective media. After incubation (48 h/ 37 °C), the number
of colony-forming units (cfu/mL) was counted. Microorganisms which grew on
selective media were identified using biochemical methods before and after PDT.
The data were submitted to McNemar and Kruskal-Wallis tests (o = 0.05).
Results: Sterilization after PDT was observed in 40%, 47%, 53% and 60% of
dentures, for Groups I, II, Il and 1V, respectively. When disinfection of the
dentures occurred, PDT regimens eliminated more than 90% of microorganisms
from dentures. Conclusion: This clinical study showed that PDT was effective for
disinfecting dentures.
Key words: Photochemotherapy, Complete denture, Sterilization,

Disinfection, Infection control.
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Introduction

The potential risk of dentists acquiring or transmitting infectious diseases
during clinical procedures has been a major concern in dental practice. A previous
study' demonstrated that all materials sent from dental offices to the dental
laboratories, including prostheses, were contaminated with different species of
microorganisms. Therefore, prosthodontic patients can be considered a high-risk
group for the transmission of infectious diseases as well as being susceptible of
acquiring them.

Dental prostheses can act as a potential source of infection because
pathogenic microorganisms are capable of adhering to and surviving on acrylic
resin surfaces, promoting biofilm formation. Denture biofilms are complex
structures similar to those found in dental plaque, except for the extensive
presence of Candida spp.? Different species of oral and non-oral pathogens are
associated with denture plaque, including Candida spp., Staphylococcus spp.,
Streptococcus spp., Lactobacillus spp., Pseudomonas spp., Enterobacter spp. and
Actinomyces spp.®* The presence of this microflora has been implicated in many
local® and systemic pathologies,®* such as caries, periodontal disease, mucosa
inflammation, urinary tract infections, conjunctivitis, pneumonia, meningitis,
abscess, septicemia and endocarditis.

The probable transmission of infectious agents between patients and dental
staff has led an effort to find methods for decreasing the occurrence of cross-
contamination in prosthodontic practice. An important procedure must be the
disinfection of dentures both before they are sent to the laboratory and before
insertion. Chemical agents have been widely applied to reduce microbial
contamination of dentures.® Nevertheless, some of the recommended denture-
soaking solutions have been reported to change or damage the physical’ and
mechanical properties® of acrylic resins. Another alternative for denture
disinfection may be microwave irradiation. Despite its effectiveness for
inactivating microorganisms,” many types of dentures, including removable
partial dentures, cannot be disinfected by microwave, because they are

constructed of a metal framework. Bearing in mind that the denture materials
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should not be adversely affected by the disinfection process, many researchers
have conducted studies to seek alternative therapies for denture decontamination.

Photodynamic therapy (PDT) seems to be a promising method for
inactivating microorganisms. Until recently, the main application of PDT was to
treat neoplasms®® and non-neoplastic! disorders. However, the use of this
technique for the treatment of microbial infection? is also gaining interest due to
the growing resistance to conventional antimicrobial agents. Many studies have
shown PDT to be highly effective for inactivating viruses,* bacteria'® and fungi.”
The basic principle of this approach is based on the irradiation of a compound
known as a photosensitizer (PS) with a visible light, which causes cell death
through the generation of reactive oxygen species (e.g. singlet oxygen). Several
light sources have been applied to activate the PS. Although laser is the most
commonly used light, another alternative light source for PDT is light-emitting
diodes (LEDs). The LED device presents some advantages in comparison with
laser light, such as: narrow-band non-coherent energy, lower cost and simple
technology, being suitable for illuminating different targets. Moreover, there are
different colors of LED light, whose radiations cover almost all the visible
electromagnetic spectra.

Although the majority of studies have suggested antimicrobial PDT for the
management of localized infections, this procedure may also emerge as a
promising process for disinfection.'® Drinking water contaminated with a range of
bacteria was disinfected using Rose Bengal, eosin and methylene blue associated
with a halogen lamp.*’ Furthermore, recent publications related to the use of PDT
in blood decontamination.® In dentistry, PDT can have important clinical
applications such as disinfection of root canals, periodontal pockets, carious
lesions and peri-implantitis sites.*?°

Thus, this clinical study evaluated the effectiveness of PDT for
disinfecting complete maxillary dentures worn by patients, as a potential method
to avoid cross-contamination. The hematoporphyrin derivative Photogem® was

selected as PS and it was associated with blue LED illumination.



Capitulo 2 43

Materials and Methods

Study population

Maxillary complete dentures of 60 patients, aged between 45-80 years,
with a mean age 62.5 years, were included in this study. The patients, recruited
from UNESP - S&o Paulo State University/ Araraquara Dental School, were
invited by telephone to participate in the survey. They presented healthy oral
mucosa, a good general health status and had been wearing their dentures for at
least 6 months. Furthermore, one of the inclusion criteria was that the volunteers
had not, or were not soaking dentures in a disinfectant solution. All the patients
received verbal oral hygiene instructions. The examiners wore gloves, protective
clothing, masks and eye protection during all clinical and laboratory procedures.
After attending each patient and performing microbial culture, the operator’s
gloves were discarded and replaced with sterile gloves. The research protocol was
approved by the Ethics Committee of the Araraquara Dental School/ UNESP —
Sdo Paulo State University and each patient provided written consent to
participate in this study.

Clinical procedures

The sixty patients were randomly divided into four experimental groups
(Group 1, Group Il, Group Il and Group IV) of 15 subjects each. Blind
investigators were responsible for the clinical procedures, such as: first denture
biofilm collection, PDT procedures and second denture biofilm collection.
Microbiological procedures were carried out by one examiner. The first collection
of biological material (control) of each denture was performed before PDT
treatment. Control samples were collected from the left half of all denture
surfaces, which were vigorously rubbed for one minute with a sterile cotton swab.
Denture biofilm samples were placed in tubes containing 4.5 mL of sterile saline
solution.

After the first collection, Photogem® (Photogem, Moscow, Russia) was

used to photosensitize the denture biofilms. It is important to mention that
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Photogem® was the PS selected for the purposes of this investigation, because of
its effectiveness in inactivating different types of microorganisms.**?%?
Furthermore, the hematoporphyrin derivatives were the first authorized by the
U.S. Food and Drug Administration for clinical use in PDT.*** Photogem® was
applied to the dentures according to the experimental groups: Groups | and II-
patients had their maxillary denture sprayed with 50 mg/L and 100 mg/L of
Photogem® suspension, respectively; Groups Il and IV- patients had their
maxillary denture treated with 50 mg/L and 100 mg/L of Photogem® gel,
respectively. Then, each denture was individually placed in a plastic bag and left
in the dark for 30 min (pre-irradiation). After this, all dentures were placed inside
a LED device (Fig. 1) designed by the “Physics Institute” (University of S&o
Paulo, USP, S&o Carlos, SP, Brazil). This system is composed of twenty-four
royal blue LEDs (LXHL-PR09, Luxeon® 11l Emitter, Lumileds Lighting, San
Jose, California, USA) uniformly distributed throughout the device and contains
three air coolers to avoid heating the samples. The LED device covered the
wavelength range from 440 nm to 460 nm, with maximum emission at 455 nm.
The intensity of light delivered was 24 mW/cm? The dentures were illuminated
for 26 min (37.5 J/cm?). After PDT procedures, a second collection (right side
surfaces) of biological material from each of the sixty dentures was made as
described for the first collection.

Microbiological analysis

The saline tubes of before and after PDT were first shaken for one minute
to disperse the cells from the swab. All microbial material was diluted (10 to 10
%) in saline solution and aliquots of each dilution (25 uL) were plated on selective
media for Candida spp. (CHROMagar), Staphylococcus spp. (Mannitol Salt
Agar), mutans streptococci (SB20) and a non-selective media (Mueller Hinton).
The plates were incubated aerobically at 37 °C for 48 h, except for mutans
streptococci, which was incubated in candle jars. After incubation for 48 h,
microbial colony counts of each plated denture were quantified using a digital

colony counter (Phoenix CP 600 Plus, Phoenix Ind. e Com. de Equipamentos
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Cientificos Ltd, Araraquara, SP, Brazil). Then, the colony forming units per
milliliter (cfu/mL) were determined.

Conventional biochemical methods were used to identify the
microorganism cultures. Candida species were identified by CHROMagar
Candida (Probac/Brazil) media and confirmed by biochemical tests (germ-tube
tests, chlamydospore formation, assimilation and fermentation of sugars).?*%
Moreover, an appropriate identification test was required to distinguish Candida
albicans from Candida dubliniensis. All C. albicans samples identified by
CHROMagar Candida were submitted to the thermotolerance test (growth at 42
°C and 45 °C).?® Staphylococcus spp. isolates were subcultured onto Mannitol Salt
Agar media. The isolate, which formed a yellow colony, referred to as
Staphylococcus aureus, was plated on CHROMagar Staphylococcus. For
Staphylococcus aureus, this culture media provides the growth of purple colonies.
The Staphylococcus aureus strains were identified by the coagulase test using
rabbit plasma.?’ Mutans streptococci were identified by observing the
physiological characteristics and using biochemical tests (fermentation of
mannitol, sorbitol, melibiose and raffinose, hydrolysis of arginine, resistant to
bacitracin and hydrogen peroxide) produced in accordance with Bergey’s

Manual.?®

Data analysis

The sterilization of the denture was accepted when no evidence of growth
was observed for all culture media after PDT treatment. These results were
categorized as sterilized dentures and non-sterilized dentures. Statistical analysis
was performed by the McNemar test (o = 0.05). PDT was considered effective for
disinfection when it resulted in 90% reduction of microorganisms on dentures.
The percentage of reduction was calculated by subtracting the total cfu/mL value
obtained on the second denture biofilm collection from the total cfu/mL value
obtained on the first denture biofilm collection. The Kruskal-Wallis test was used

to compare the PDT effectiveness for denture disinfection among the four
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experimental groups. Differences were considered statistically significant at P <
0.05.

Results

Effectiveness of PDT

Sterilization after PDT was observed in 40%, 47%, 53% and 60% of
dentures, for Groups I, 1, 11l and IV, respectively. These values were calculated
based on the number of dentures which showed no colony growth on non-
selective media. When the liquid formulation of Photogem® was used at 50 mg/L
(Group 1), PDT treatment promoted a significant elimination only for
Staphylococcus spp. When the concentration was increased to 100 mg/L (Group
I1) it produced significant inactivation of Candida spp., Staphylococcus spp. and
mutans streptococci. The results of Group 111 showed that the gel formulation of
Photogem® at 50 mg/L significantly eliminated Staphylococcus spp. and mutans
streptococci  from dentures. A significant inactivation of both these
microorganisms and Candida spp. was achieved with the gel concentration of 100
mg/L (Group V).

When denture sterilization did not occur, disinfection was observed, since
a significant decrease in colony counts was found. The four PDT regimens
eliminated over 90% of microorganisms from dentures. Although a reduction of
microbial population was observed, statistical analysis confirmed no significant
difference among the four experimental groups for disinfection of the dentures.
0.82 for
Staphylococcus spp., P = 0.76 for mutans streptococci and P = 0.95 for

The p-values obtained were P = 0.77 for Candida spp., P

microorganisms grown on non-selective media. The percentages of reduction in

microorganisms obtained in each experimental group are shown in Table 1.

Microbiological identification of isolates
Cultures from non-selective media showed substantial microbial growth

for all dentures belonging to Groups I, I, 111 and IV, before PDT procedures. The
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results obtained with selective media (Table 2) revealed that Candida spp. was the
most frequent microorganism (60.0%) in dentures, followed by mutans
streptococci (53.3%) and Staphylococcus spp. (48.3%). Among the dentures
positive for Candida spp., three species were identified. C. albicans was the most
frequent yeast isolated, occurring in 35 dentures while Candida glabrata and
Candida tropicalis were found in 09 and 02 dentures, respectively (Table 2). The
species identified from dentures positive for Staphylococcus spp. were
Staphylococcus aureus and non-aureus Staphylococci (Table 2). Streptococcus
mutans was the only species identified among dentures colonized with mutans
streptococci, which was found in 32 dentures (Table 2).

The identity of the various species recovered from each denture, before
and after PDT procedures, is described in Fig. 2. It was observed that dentures

were not simultaneously colonized by all species identified in the present study.

Discussion

The current in vivo study investigated the effectiveness of PDT, using
Photogem® in association with blue LED, for disinfection of complete dentures
and observed that sterilization after PDT was achieved in 40%, 47%, 53% and
60% of dentures, for Groups I, 11, 111 and IV, respectively. These results from non-
selective media showed that the occurrence of sterilization varied according to
PDT treatments. The highest frequency of sterilized dentures was observed with
the Photogem® in gel formulation, both at 50 mg/L and 100 mg/L, resulting in
53% and 60% of sterilization, respectively. Accordingly, experimental
examinations®**°3! have revealed that the gel formulation can be more efficient

1.2° showed that chlorhexidine

than the liquid for disinfection purposes. Gomes et a
gluconate gel was more efficient than the liquid presentation at equivalent
concentrations  against selected endodontic  microorganisms.  Another
investigation®® also proved that chlorhexidine in gel form eliminated
Staphylococcus aureus and C. albicans isolated from infected root canals.
According to the research of Paolantonio et al.** filling the internal implant cavity

with chlorhexidine gel resulted in a significant reduction in the total bacterial
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count and it proved to have a long-lasting antimicrobial effect when compared
with chlorhexidine solution. The above-mentioned studies suggested that the
higher effectiveness of the gel formulation was due to the gel keeping the
chemical substance in contact with the microorganisms for a longer time than the
liquid formulation. Photogem® gel being capable of remaining on the denture
surfaces during pre-irradiation and illumination procedures may explain the better
results obtained for Groups 11l and IV. It is possible that the constant contact of
denture biofilm with the PS gel favored the photosensitization of microorganisms,
improving the effectiveness of PDT.

In the cases in which PDT did not sterilize the dentures, a substantial
reduction in the counts of viable microorganisms was observed. This disinfection
was observed after the four PDT treatments, since they all significantly reduced
over 90% of the microorganisms from dentures. Although the present
investigation was the first to describe the clinical use of PDT for denture
disinfection, the results presented here may be comparable with researches that
applied PDT for clinical disinfection in dentistry. Giusti et al.* evaluated the use
of Photogem® in association with red LED light for decontaminating carious
bovine dentin and observed that the initial number of bacteria was reduced by
more than 90% after PDT treatment. In another study,* the subgingival plaque
samples from patients were exposed to laser in the presence of toluidine blue O
(TBO) and achieved significant reductions (over 90%) in the viability of aerobic
and anaerobic organisms. Dértbudak et al."® showed that the application of TBO
and laser for implant surface disinfection was capable of significantly reducing (2
log steps on an average) the initial values for the three bacteria groups tested.

In addition to the studies already mentioned, the results also may be
corroborated by the findings of several in vitro studies.®*>® These aforementioned
investigations showed that bacterial and yeast species are susceptible to PDT,
including those found in dentures worn by edentulous patients. Soares et al.*
obtained a significant reduction in the growth of planktonic C. albicans, C.
tropicalis and Candida parapsilosis cultures after PDT mediated by TBO with
LED light. Another in vitro study®® demonstrated the possibility of
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photosensitizing C. albicans and C. glabrata by light-induced inactivation by
using Photofrin® and an Hg arc lamp. According to Tegos et al.*® the use of a
chlorin (e6) conjugate in conjunction with a diode laser efficiently Kkilled
microbial suspensions of Staphylococcus aureus. The susceptibility of one
Streptococcus mutans strain was verified by using a dental photopolymerizer in
association with Rose Bengal dye.®* The results of these mentioned studies are
consistent with those of the present study, which also observed that PDT caused
significant reduction of microorganisms from dentures.

Besides the studies described above, some investigations evaluated the
photodynamic effects on biofilms formed in vitro, in order to simulate the in vivo
conditions. Researches concerning biofilms bring relevant data since most of the
microorganisms are found in nature, living in microbial communities on different
surfaces.®” Recent studies showed that biofilms of C. albicans,® Staphylococcus
aureus®® and Streptococcus mutans*® may be inactivated by using a variety of PS
and light sources. In the present study, dentures colonized with microbial biofilm
composed of different species (from non-selective media) were sterilized after
PDT regimes. These results confirm the possibility of using PDT for inactivating
microorganisms organized in biofilm communities. Nevertheless, not all dentures
were sterilized after PDT and one possible explanation for these findings could be

the functional and structural characteristics of biofilm-grown cells,*"**

which may
reduce their sensitivity to photodynamic damage. Developing biofilms have been
associated mainly with the presence of extracellular matrix.>”* The latter is
known to interact physically with antimicrobial agents and then contribute to the
resistance to these drugs.*" It has also been suggested that the production of
extracellular material blocks the diffusion of the PS though the biofilm, thus
reducing the susceptibility of the adhered organisms to photokilling.*® It is also
important to report that photodynamic inactivation is based on light-induced
oxidation reactions that lead to cell death. Three critical elements are required for
the photodynamic process to occur: a drug (PS) that can be activated by light,
light and oxygen.”” An activated PS can transfer energy directly to oxygen,

generating the reactive singlet oxygen.** This molecule can react against a wide
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range of cell targets, including membrane lipids, cytoplasmic enzymes and nucleic
acids.*? In PDT, the degree of photoinactivation will probably be equivalent to the
amount of singlet oxygen produced. The use of high PS concentrations and light
fluences can increase the amount of reactive oxygen formed and promote more

oxidative damage in the biological targets. Demidova et al.*

showed that a high
amount of singlet oxygen is needed to kill a Candida cell. This fact has been
attributed to the large size of the Candida cell and the presence of a nuclear
membrane that may present an additional barrier to PS penetration.**** The results
of the present study confirm that a high concentration of PS is required to
inactivate Candida spp. since a significant inactivation was only observed after
using 100 mg/L of Photogem®.

The results with regard to the microbiological identification of isolates
from dentures revealed the biofilm composition before and after PDT procedures.
The initial collection showed that Candida species (60.0%) were the most
frequent among the 60 dentures taken from healthy patients, followed by mutans
streptococci (53.3%) and Staphylococcus spp. (48.3%). These results corroborate
those of Ribeiro et al.°, who recently found the same three species in maxillary
dentures, and Candida spp. presented the highest frequency of appearance
(76.6%). Another study*® reported the presence of C. albicans, Staphylococcus
aureus and Streptococcus mutans on the inner surface of complete dentures taken
from patients. C. albicans was isolated in 66.7% of the dentures, while
Staphylococcus aureus and Streptococcus mutans were isolated from 49.5% of the
dentures. The present study observed that the yeast species isolated from dentures
were C. albicans, C. glabrata and C. tropicalis. Vanden Abbeele et al.*’
confirmed that C. albicans (77.9%) was the commonest yeast found on patients’
dentures, followed by C. glabrata (44.1%) and C. tropicalis (19.1%),
respectively. After PDT treatments, the species were identified as C. albicans, C.
glabrata, Staphylococcus aureus and Streptococcus mutans. Some
investigations®*® have related the presence of Candida, Staphylococcus and
Streptococcus species on dentures to the development of systemic infections,*

such as pneumonia, and local infections, such as denture-induced stomatitis.*®
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Although the present research showed disinfection of all the dentures, the
persistence of pathogenic microorganisms on dentures after disinfection
procedures may be cause for concern. Preferably, these procedures should be
efficient for completely eliminating microorganisms, allowing denture
sterilization and assuredly preventing cross-contamination between the dental
office and dental laboratory personnel. Thus, further research is needed to
determine an effective combination of PS concentration with light fluence for
preventing cross-infection in dental practice.

In conclusion, this clinical study showed that PDT was effective in
disinfecting dentures since the four treatments inactivated over 90% of
microorganisms from dentures. When the dentures were sterilized, the gel
formulation of Photogem® was more efficient when compared with the liquid
form for photosensitizing denture biofilm. Nevertheless, the results must be
interpreted with caution because the survival of any microorganism on the denture
after PDT could be an infection hazard for dental staff and patients. Thus, to
establish an effective infection control program it is important not only to
decrease the number of microorganisms, but eliminate them from dentures. For
this reason, a possible future direction in research to improve PDT effectiveness
may be the evaluation of higher Photogem® concentrations in order to achieve

sterilization of all dentures evaluated.

Acknowledgments
This research was supported by S&o Paulo Council of Research (FAPESP
Grant No. 2005/02192-8).

References

1. Powell GL, Runnells RD, Saxon BA, Whisenant BK. The presence and
identification of organisms transmitted to dental laboratories. J Prosthet Dent
1990;64:235-7.

2. Nikawa H, Hamada T, Yamamoto T. Denture plaque-past and recent
concerns. J Dent 1998;26:299-304.



Capitulo 2 52

3. Glass RT, Bullard JW, Hadley CS, Mix EW, Conrad RS. Partial spectrum of
microorganisms found in dentures and possible disease implications. J Am
Osteopath Assoc 2001;101:92-4.

4. Pavarina AC, Pizzolitto AC, Machado AL, Vergani CE, Giampaolo ET. An
infection control protocol: effectiveness of immersion solutions to reduce the
microbial growth on dental prostheses. J Oral Rehabil 2003;30:532-6.

5. Zarb GA, Mackay HF. The partially edentulous patient. I. The biologic price
of prosthodontic intervention. Aust Dent J 1980;25:63-8.

6. Lin JJ, Cameron SM, Runyan DA, Craft DW. Disinfection of denture base
acrylic resin. J Prosthet Dent 1999;81:202-6.

7. Shen C, Javid NS, Colaizzi FA. The effect of glutaraldenyde base
disinfectants on denture base resins. J Prosthet Dent 1989;61:583-9.

8. Asad T, Watkinson AC, Huggett R. The effect of disinfection procedures on
flexural properties of denture base acrylic resins. J Prosthet Dent 1992;68:191-5.
9. Ribeiro DG, Pavarina AC, Dovigo LN, Spolidorio DM, Giampaolo ET,
Vergani CE. Denture disinfection by microwave irradiation: A randomized
clinical study. J Dent. Manuscript number JJOD 1408 1-7 (2009); in press.

10. Brow SB, Brown EA, Walker I. The present and the future role of
photodynamic therapy in cancer treatment. Lancet Oncol 2004;5:497-508.

11. Mennel S, Barbazetto I, Meyer CH, Peter S, Stur M Ocular photodynamic
therapy-standard applications and new indications (part 1). Review of the
literature and personal experience. Ophthalmologica 2007;221:216-26.

12. Wainwright M. Photodynamic antimicrobial chemotherapy (PACT). J
Antimicrob Chemother 1998;42:13-28.

13. Wainwright M. Photoinactivation of viruses. Photochem Photobiol Sci
2004;3:406-11.

14. Venezio FR, DiVincenzo C, Sherman R, Reichman M, Origitano TC,
Thompson K, Reichman OH. Bactericidal effects of photoradiation therapy with
hematoporphyrin derivative. J Infect Dis 1985;151:166-9.



Capitulo 2 53

15. Bertoloni G, Rossi F, Valduga G, Jori G, Ali H, van Lier JE. Photosensitizing
activity of water- and lipid-soluble phthalocyanines on prokaryotic and eukaryotic
microbial cells. Microbios 1992;71:33-46.

16. Wilson M. Light-activated antimicrobial coating for the continuous
disinfection of surfaces. Infect Control Hosp Epidemiol 2003;24:782-4.

17. Kuznetsova NA, Makarov DA, Kaliya OL, Vorozhtsov GN. Photosensitized
oxidation by dioxygen as the base for drinking water disinfection. J Hazard Mater
2007;146:487-91.

18. Wainwright M, Mohr H, Walker WH. Phenothiazinium derivatives for
pathogen inactivation in blood products. J Photochem Photobiol B 2007;86:45-58.
19. Dortbudak O, Haas R, Bernhart T, Mailath-Pokorny G. Lethal
photosensitization for decontamination of implant surfaces in the treatment of
peri-implantitis. Clin Oral Implants Res 2001;12:104-8.

20. Walsh LJ. The current status of laser applications in dentistry. Aust Dent J
2003;48:146-55.

21. Malik Z, Hanania J, Nitzan Y. Bactericidal effects of photoactivated
porphyrins--an alternative approach to antimicrobial drugs. J Photochem
Photobiol B 1990;5:281-93.

22. Nitzan Y, Gutterman M, Malik Z, Ehrenberg B. Inactivation of gram-negative
bacteria by photosensitized porphyrins. Photochem Photobiol 1992;55:89-96.

23. Giusti JS, Santos-Pinto L, Pizzolito AC, Helmerson K, Carvalho-Filho E,
Kurachi C, Bagnato VS. Antimicrobial photodynamic action on dentin using a
light-emitting diode light source. Photomed Laser Surg 2008;26:281-7.

24. Pfaller MA, Houston A, Coffmann S. Application of CHROMagar Candida
for rapid screening of clinical specimens for Candida albicans, Candida
tropicalis, Candida krusei, and Candida (Torulopsis) glabrata. J Clin Microbiol
1996;34:58-61.

25. Sandven P. Laboratory identification and sensitivity testing of yeast isolates.
Acta Odontol Scand 1990;48:27-36.

26. Sullivan D, Coleman D. Candida dubliniensis: characteristics and
identification. J Clin Microbiol 1998;36:329-34.



Capitulo 2 54

27. Gaillot O, Wetsch M, Fortineau N, Berche P. Evaluation of CHROMagar
Staph. aureus, a new chromogenic medium, for isolation and presumptive
identification of Staphylococcus aureus from human clinical specimens. J Clin
Microbiol 2000;38:1587-91.

28. Hardie JM. Oral streptococci. In: Bergey DH (ed). Bergey’s manual of
systematic bacteriology. Baltimor: Williams & Wilkins; 1986. p.1054-63.

29. Gomes BPFA, Ferraz CCR, Zaia AA, Souza-Filho FJ. Variations in the
susceptibility of selected microorganisms to endodontic irrigants (BES Spring
Meeting Abstract). J Endod 1999;25:299.

30. Vianna ME, Gomes BPFA, Berber VB, Zaia AA, Ferraz CCR, Souza-Filho
FJ. In vitro evaluation of the antimicrobial activity of chlorhexidine and sodium
hypochlorite. Oral Surg Oral Med Oral Pathol 2004;97:79-84.

31. Paolantonio M, Perinetti G, D'Ercole S, Graziani F, Catamo G, Sammartino G,
Piccolomini R. Internal decontamination of dental implants: an in vivo
randomized microbiologic 6-month trial on the effects of a chlorhexidine gel. J
Periodontol 2008;79:1419-25.

32. Sarkar S, Wilson M. Lethal photosensitization of bacteria in subgingival
plaque from patients with chronic periodontitis. J Periodontal Res 1993;28:204-
10.

33. Bliss JM, Bigelow CE, Foster TH, Haidaris CG. Susceptibility of Candida
species to photodynamic effects of photofrin. Antimicrob Agents Chemother
2004;48:2000-6.

34. Paulino TP, Ribeiro KF, Thedei G Jr, Tedesco AC, Ciancaglini P. Use of hand
held photopolymerizer to photoinactivate Streptococcus mutans. Arch Oral Biol
2005;50:353-9.

35. Tegos GP, Anbe M, Yang C, Demidova TN, Satti M, Mroz P, Janjua S, Gad
F, Hamblin MR. Protease-stable polycationic photosensitizer conjugates between
polyethyleneimine and chlorine(e6) for broad-spectrum  antimicrobial
photoinactivation. Antimicrob Agents Chemother 2006;50:1402-10.



Capitulo 2 55

36. Soares BM, da Silva DL, Sousa GR, Amorim JC, de Resende MA, Pinotti M,
Cisalpino PS. In vitro photodynamic inactivation of Candida spp. growth and
adhesion to buccal epithelial cells. J Photochem Photobiol B 2009;94:65-70.

37. Costerton JW, Lewandowski Z, Caldwell DE, Korber DR, Lappin-Scott HM.
Microbial biofilms. Annu Rev Microbiol 1995;49:711-45.

38. Chabrier-Rosell6 Y, Foster TH, Pérez-Nazario N, Mitra S, Haidaris CG.
Sensitivity of Candida albicans germ tubes and biofilms to photofrin-mediated
phototoxicity. Antimicrob Agents Chemother 2005;49:4288-95.

39. Sharma M, Visai L, Bragheri F, Cristiani 1, Gupta PK, Speziale P. Toluidine
blue-mediated photodynamic effects on staphylococcal biofilms. Antimicrob
Agents Chemother 2008;52:299-305.

40. Zanin IC, Gongalves RB, Junior AB, Hope CK, Pratten J. Susceptibility of
Streptococcus mutans biofilms to photodynamic therapy: an in vitro study. J
Antimicrob Chemother 2005;56:324-30.

41. Chandra J, Kuhn DM, Mukherjee PK, Hoyer LL, McCormick T, Ghannoum
MA. Biofilm formation by the fungal pathogen Candida albicans: development,
architecture, and drug resistance. J Bacteriol 2001;183:5385-94.

42. Henderson B, Dougherty TJ. How does the photodynamic therapy work?
Photochem Photobiol 1992;55:145-57.

43. Hamblin MR, Hasan T. Photodynamic therapy: a new antimicrobial approach
to infectious disease? Photochem Photobiol Sci 2004;3:436-50.

44. Demidova TN, Hamblin MR. Effect of cell-photosensitizer binding and cell
density on microbial photoinactivation. Antimicrob Agents Chemother
2005;49:2329-35.

45, Zeina B, Greenman J, Purcell WM, Das B. Killing of cutaneous microbial

species by photodynamic therapy. Br J Dermatol 2001;144:274-8.

46. Baena-Monroy T, Moreno-Maldonado V, Franco-Martinez F, Aldape-Barrios
B, Quindds G, Sanchez-Vargas LO. Candida albicans, Staphylococcus aureus
and Streptococcus mutans colonization in patients wearing dental prosthesis. Med
Oral Patol Oral Cir Bucal 2005;10:E27-9.



Capitulo 2 56

47. Vanden Abbeele A, De Meel H, Ahariz M, Perraudin JP, Beyer I, Courtois P.
Denture contamination by yeasts in the elderly. Gerodontology 2008;25:222-8.

48. Sumi Y, Kagami H, Ohtsuka Y, Kakinoki Y, Haruguchi Y, Miyamoto H. High
correlation between the bacterial species in denture plaque and pharyngeal
microflora. Gerodontology 2003;20:84-7.



Capitulo 2 57

Table 1- Percentage of reduction in microorganisms obtained in each experimental group

according to the culture media.

Group Percentage of reduction calculated for each media (%)
CHROMagar~  Manitol Salt Agar™ SB20" Mueller Hinton*
I 98.7 98.7 98.6 99.6
I 99.5 92.5 99.9 99.9
i 99.2 98.5 99.4 99.8
v 90.2 91.2 99.9 99.8

"CHROMagar was used for Candida spp. growth; ~ Manitol Salt Agar was used for Staphylococcus spp. growth; 'SB20
was used for mutans streptococci growth; “Mueller Hinton was employed for the growth of any microorganism.
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Table 2- Prevalence of the different species identified in 60

maxillary dentures before PDT procedures.

Identified species Dentures (total= 60)
Number %
Candida spp. 36 60.0
C. albicans 35 58.3
C. glabrata 09 15.0
C. tropicalis 02 3.3
Staphylococcus spp. 29 48.3
Staphylococcus aureus 23 38.3
non-aureus Staphylococci 06 10.0
Mutans streptococci 32 53.3

Streptococcus mutans 32 53.3
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Figure 1
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Figure 2

Groups Dentures Species recovered
evaluated from patients  Before PDT After PDT
Group | 01 Sa nd

02 Ca, Cg, Sa, Ms  Ca, Cg, Sa, Ms

03 nd nd

04 Ca Ca

05 Sa, Ms Ms

06 Ca, Ms nd

07 Ca nd

08 Ca, Ms Ca, Ms

09 Ca, Cg, Sa,Ms  Ca, Sa, Ms

10 Sa, Ms Ms

11 nd nd

12 Ca, Sa, Ms nd

13 Ca, Sa, Ms Ca, Sa, Ms

14 nd nd

15 Ca Ca
Group Il 16 Ca, Ms nd

17 Ca, Ms nd

18 Ca, Ms Ca

19 Ms nd

20 Sa nd

21 Ca, Cg, Ms Cg

22 Sa Sa

23 Ca, Sa, Ms Ca, Sa, Ms

24 Ms Ms

25 nd nd

26 Ca, Sa Ca, Sa

27 Ca, n-Sa, Ms Ca, Ms

28 Cg nd

29 Sa, Ms nd

30 Ca, n-Sa nd
Group I 31 Ca, Ms nd

32 nd nd

33 Ca, Sa nd

34 Ca, n-Sa, Ms nd

35 Ms nd

36 Ca, Cg, Sa, Ms  Ca, Cg, Ms

37 Ca Ca

38 Ms nd

39 Ca, Sa, Ms Ca, Sa, Ms

40 nd nd

41 nd nd

42 Ca, n-Sa, Ms Ca

43 Sa Sa

44 Ca, Cg, Ms Ca, Cg, Ms

45 Ca, Sa Ca, Sa
Group IV 46 Ca, &, Sa Sa

47 Ca, Cg, Sa, Ms Ca, Cg, Ms

48 Sa nd

49 Ca, Sa Ca, Sa

50 Ms nd

51 Ca, n-Sa nd

52 Ms nd

53 Ca, Ms nd

54 nd nd

55 Ca, Cg, Sa Ca, Cg

56 Ca, Cg, Ms Ca, Cg, Ms

57 n-Sa, Ms nd

58 Ca, Sa, Ms Ca, Ms

59 nd nd

60 Ca nd

*Ca= C. albicans; Cg= C. glabrata; Ct= C. tropicalis; Sa=
Staphylococcus aureus, n-Sa= non-aureus Staphylococci, Ms=
Streptococcus mutans, nd= not detected.

60
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Legend to Illustrations

Fig. 1- LED device.

Fig. 2- Summary of species from 60 dentures, identified before and after PDT
procedures.
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4 Discussao

Os dados obtidos por esta investigacdo bem como a anélise
estatistica estdo apresentados nos Apéndices 1 e 2. Além disso, a tese apresenta
Anexos que foram necessarios para o desenvolvimento da metodologia proposta.

A inativacdo dos micro-organismos presentes na superficie e nos
poros das préteses dentarias é fundamental para que haja um efetivo controle da
infeccdo cruzada entre pacientes, cirurgides-dentistas e técnicos de laboratério. As
préteses devem ser desinfetadas pelos cirurgides-dentistas ao serem enviadas ao
laboratério. Da mesma maneira, ap6s 0s procedimentos laboratoriais, 0s técnicos
de laboratério devem realizar uma nova desinfec¢do das préteses, uma vez que
estas podem ter sido contaminadas durante os procedimentos de acabamento e
polimento®.

Este estudo avaliou in vivo a efetividade da irradiacdo por micro-
ondas na desinfeccdo de proteses totais superiores e verificou que a utilizagédo de 3
minutos (650 W) resultava na esterilizagdo de todas as proteses avaliadas. Esse
resultado foi constatado pela auséncia de crescimento microbiolégico nos meios
de cultura seletivos e ndo-seletivos, apo6s 48 horas. Os achados da nossa
investigacdo estdo de acordo com os de Mima et al.*}, que verificaram
esterilizacdo de corpos-de-prova contaminados com quatro micro-organismos
patogénicos (S. aureus, Pseudomonas aeruginosa, C. albicans e Bacillus subtilis)
ap6s exposicdo as micro-ondas durante 3 minutos (650 W). Outro estudo® in vitro
verificou esterilizacdo de proteses totais contaminadas por diferentes espécies do
micro-organismo Candida (C. albicans, Candida glabrata, Candida tropicalis,
Candida krusei e Candida dubliniensis), isoladas de culturas padréo e de
pacientes HIV positivo, apos 3 minutos de irradiagdo por micro-ondas a 650 W.
Além disso, os resultados da investigacdo in vitro de Dovigo et al.”®
demonstraram que 3 minutos (650 W) de irradiacdo também foram efetivos na
esterilizacdo de proteses contaminadas com as espécies bacterianas S. aureus e P.
aeruginosa. Os estudos mencionados utilizaram, durante a irradiacdo, a imersao

em agua das amostras contaminadas, indicando que a efetividade da agdo das
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micro-ondas parece estar relacionada a esse fato. Segundo Fitzpatrick et al.?,

a
esterilizacdo por micro-ondas é possivel quando a amostra é umedecida
suficientemente, uma vez que a agua atua na coagulagé@o de proteinas dos micro-

234568 ravelaram

organismos durante a esterilizacdo. Além disso, outras pesquisas
que a imersdo das amostras em agua provavelmente favorece a inativacdo dos
micro-organismos submetidos a irradiacdo por micro-ondas. As células dos micro-
organismos podem ser rompidas por meio da pressdo osmética da agua, pois a
agua destilada estéril, na qual as amostras contaminadas sdo imersas, é hipotdnica
em relacdo ao contetido de solutos no interior das células, o que favorece o fluxo
de agua para dentro delas, rompendo-as®. Sugerimos existir a relacdo dos
mecanismos descritos com os resultados obtidos em nosso estudo.

Apesar de varios estudos?345:59.68

evidenciarem a acdo letal das
micro-ondas sobre 0s micro-organismos, 0s mecanismos pelos quais elas
promovem inativacdo dos mesmos néo estdo bem estabelecidos. Em um recente™
estudo, foi observado que a irradiacdo de suspensdes de C. albicans por micro-
ondas produziu alteragdes na integridade estrutural das células, modificando a
permeabilidade da membrana celular e seu metabolismo, resultando em morte

celular. Alguns autores®’

atribuiram o efeito letal da irradiacdo sobre a atividade
metabdlica de diferentes micro-organismos ao calor gerado pelas micro-ondas
(efeitos térmicos). Os resultados de um estudo prévio®® demonstraram que a
esterilizacdo obtida com a irradiacdo por micro-ondas foi devida a um efeito
puramente térmico, ja que a inativacdo dos micro-organismos ocorreu pelo vapor
produzido durante a irradiacdo em recipientes selados. Entretanto, outros

pesquisadores>2**>%

sugeriram a existéncia de efeitos ndo-térmicos sobre o
metabolismo de diferentes micro-organismos. Rosaspina et al.*® observaram
alteracdes em micro-organismos apos irradiacdo por micro-ondas, as quais nao
foram constatadas ap6s o aquecimento térmico das células em banho de agua. Os
efeitos ndo-térmicos poderiam ser considerados uma interagdo entre o campo
eletromagnético das micro-ondas e as moléculas das células, resultando em

20,35

mecanismos moleculares®®®, mecanicos® ou de aquecimento seletivo®'. Alguns

autores® afirmaram acreditar que, quando as micro-ondas entram em contato com
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materiais contendo agua, como as células microbianas, esse liquido poderia
absorver a radiagdo, fazendo as células vibrarem, o que causaria um aumento de
sua energia interna o suficiente para aumentar ao extremo a temperatura celular.
Como resultado, ocorreriam alteracbes morfolégicas nas células e sua

consequente desintegracdo. Segundo Hiti et al.*®

, as células bioldgicas sao
caracterizadas por apresentarem alto conteddo de agua na sua composicao,
justificando sua sensibilidade a irradiacdo por micro-ondas. Além disso,
dependendo do meio circundante dos micro-organismos e da concentracdo dos
compostos idnicos presentes no citoplasma celular, algumas células poderiam ser
aquecidas seletivamente pelas micro-ondas, o que geraria no seu interior uma

temperatura maior que no meio circundante®®®".

Isto poderia explicar,
parcialmente, o efeito bactericida da irradiacdo por micro-ondas*. Além do mais,
tem sido sugerido que a energia gerada pelas micro-ondas poderia causar uma
oscilacdo muito rapida da célula microbiana. Consequentemente, o limite elastico
da estrutura celular poderia ser excedido, causando a sua ruptura. Embora a
natureza da agdo das micro-ondas ndo tenha sido avaliada, a combinagdo dos
mecanismos letais descritos na literatura poderia explicar a alta susceptibilidade
dos micro-organismos oriundos de biofilmes observada neste estudo.

Quando utilizada a irradiacdo por micro-ondas durante 2 minutos
(650 W), foi possivel notar reducdo na contagem dos micro-organismos presentes
nas proteses, em comparacdo com a coleta inicial. Foi observada reducéo
significativa no valor de ufc/mL de Candida spp. (P = 0,0062), Staphylococcus
spp. (P = 0,0178), mutans streptococci (P = 0,0047) e dos micro-organismos que
cresceram no meio ndo-seletivo (P < 0,0001). Dessa forma, a esterilizacdo das
préteses nao foi observada, evidenciando que a variacdo de 1 minuto no tempo de
exposicdo as micro-ondas pode ter influéncia na efetividade do método. As
espécies resistentes as micro-ondas foram identificadas como C. albicans, ndo
aureus Staphyloccocus e S. mutans. Os resultados observados na presente
investigacdo, apods 2 minutos de exposicdo as micro-ondas, concordam com 0S
encontrados pelo estudo de Mima et al.**. Os autores demonstraram desinfeccéo

de corpos-de-prova contaminados com trés micro-organismos (S. aureus, B.
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subtilis e P. aeruginosa) apds 2 minutos (650 W) de irradiacdo por micro-ondas.
Em outro estudo®, foi verificado que amostras contaminadas por Proteus
vulgaris, Streptococcus faecium, Corynebacterium equi, Bacillus alvei e Bacillus
globigii apresentaram crescimento microbiano apds 2 minutos de irradiacdo por
micro-ondas utilizando poténcia maxima. A investigacdo de Goodson et al.*
avaliou clinicamente a efetividade da irradiagdo por micro-ondas durante 2
minutos quando utilizada em associacdo com um agente de limpeza. Os autores
observaram que proteses totais acrilicas foram, embora ndo esterilizadas,
efetivamente descontaminadas. Por outro lado, a utilizacdo de 2 minutos (650 W)
de exposicdo as micro-ondas promoveu esterilizacdo de corpos-de-prova
contaminados com C. albicans, como verificado no estudo de Mima et al.*®. Da

mesma forma, Webb et al.®

observaram que préteses contaminadas com C.
albicans e S. gordonii foram esterilizadas, ap6s irradiacdo a 604 W, no periodo de
2 minutos. Embora estudos in vitro tenham constatado esterilizacdo de corpos-de-
prova® e proteses®® ap6s 2 minutos de irradiacdo por micro-ondas, em nossa
investigacdo foi observada desinfeccdo. Sugere-se que tenha ocorrido apenas
desinfeccdo por causa da utilizacdo de proteses oriundas da cavidade bucal de
pacientes, onde 0s micro-organismos sdo originarios de um biofilme maduro. Um
biofilme é formado quando organismos unicelulares se unem e se aderem a uma
superficie solida e sdo envolvidos por uma matriz de polissacarideos, o que
favorece a proliferacdo e a sobrevivéncia dos mesmos*®*°. Na constituicdo de um
biofilme pode ser encontrada unica ou maltipla espécie de micro-organismos. Ja
foi documentado que, quando células fazem parte de um biofilme, elas se tornam
até 1.000 vezes mais resistentes a antimicrobianos e desinfetantes, em comparagédo
com as células planctonicas'®. Em razdo dessa alta resisténcia dos micro-
organismos oriundos de um biofilme, pdde-se constatar que 2 minutos de
irradiacdo por micro-ondas néo foi suficiente para inativa-los, observando-se tanto
0 crescimento nos meios seletivos quanto no meio néo-seletivo. QOutro fator
relevante a ser citado é a maior area de contato da protese total, associada as
irregularidades presentes na sua superficie, a qual pode ter permitido uma maior

aderéncia de micro-organismos. Segundo Verran, Maryan’ (1977), um aumento
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na rugosidade superficial de resinas acrilicas facilita a retengdo do micro-
organismo C. albicans. Conclusdo semelhante foi obtida por Waltimo et al 2% ao
compararem a aderéncia de C. albicans a superficie de polimetilmetacrilato e a
superficie de compdésito de fibra de vidro utilizado em proteses totais, pois 0s
resultados demonstraram que a densidade média de leveduras na superficie de
matriz polimérica foi significativamente maior do que sobre a superficie da fibra.
Assim, apds 48 horas de incubacdo a 37°C, a esterilizacdo ndo foi alcancada para
todas as proteses que foram irradiadas, durante 2 minutos, nesta investigacao.

E importante ressaltar que o tempo de 3 minutos de desinfeccéo por
micro-ondas ja foi investigado por alguns estudos in vitro, considerando as
propriedades das resinas constituintes das proteses. As pesquisas mostraram que
esse tempo ndo promove efeitos adversos sobre resinas para base de protese e para
reembasamento. Ribeiro et al.*® avaliaram o efeito de 3 minutos (650 W) na
resisténcia a flexdo e na dureza de quatro materiais reembasadores e de uma resina
termopolimerizdvel. Os achados da investigagdo demonstraram que as
propriedades mecénicas dos materiais avaliados ndo foram negativamente
alteradas. Para avaliar o efeito da desinfeccdo por micro-ondas (3 minutos/500 W)
sobre a dureza Shore A, Pavan et al.*® utilizaram corpos-de-prova de quatro
materiais reembasadores soft. Ndo foram observadas alteragdes nos valores de
dureza obtidos antes e depois da irradiacdo por micro-ondas. Outro estudo de
Pavan et al.>* avaliou a influéncia das micro-ondas (3 minutos/500 W) sobre a
estabilidade dimensional de corpos-de-prova gque simulavam bases de proteses. Os
autores ndo observaram alteracdo dimensional nas bases que foram irradiadas por
esse tempo. A proposta do estudo de Consani et al.'” foi determinar o efeito da
desinfeccdo por micro-ondas (3 minutos/650 W) na adaptacdo de bases de
dentaduras superiores confeccionadas por dois métodos. Foi observado que, para
algumas bases, um ciclo de irradiagdo por micro-ondas aumentava sua adaptacao,
enguanto para outras ndo houve qualquer alteracdo. Considerando os resultados
dos estudos citados e os obtidos por esta investigacdo, é possivel sugerir que o

tempo de 3 minutos seja adequado tanto para promover a inativacdo dos micro-



68

Discussdo

organismos encontrados nas préteses como para nao causar efeitos adversos em
suas propriedades.

Além das micro-ondas, nossa investigacdo também avaliou a
efetividade da PDT associando o FS Photogem® e luz azul de LED para a
desinfeccdo de proteses totais. Apos a terapia, foi observada esterilizagdo de 40%,
47%, 53% e 60% das proteses pertencentes aos Grupos |, I, Il e 1V,
respectivamente. Esses resultados foram obtidos pela anélise dos meios ndo-
seletivos, quando nestes ndo foi observado crescimento de micro-organismos. A
porcentagem de proteses esterilizadas variou de acordo com o tipo de tratamento
empregado. A maior frequéncia de proteses esterilizadas foi observada apés
utilizacdo de Photogem® na formulacdo gel, tanto 50 mg/L como 100 mgi/L,
resultando em 53% e 60% de esterilizacdo, respectivamente. Alguns estudos®*>%"’
também relataram maior eficiéncia da formulacdo em gel para desinfeccdo do que

da formulacdo liquida. Gomes et al.*

comprovaram que o0 gluconato de
clorexidina em gel foi mais efetivo do que o liquido, ambos nas mesmas
concentragdes, para a inativacdo de micro-organismos de origem endodontica.
Uma outra investigacdo’’ também demonstrou que a clorexidina em gel eliminava
S. aureus e C. albicans isolados de canais radiculares infectados. De acordo com a

pesquisa de Paolantonio et al.*

, 0 contato do gel de clorexidina com o interior de
implantes resultou em reducgéo significativa na contagem de coldnias e provou
apresentar efeito antimicrobiano mais prolongado quando comparado com a
clorexidina em solucdo. Os estudos acima mencionados sugerem que a maior
efetividade da formulacdo em gel estaria relacionada a sua capacidade de manter a
substancia quimica em contato com 0S micro-organismos por um tempo mais
extenso, quando comparada & formulacdo liquida. A capacidade que o Photogem®
gel tem de permanecer aderido as superficies protéticas durante os procedimentos
de pré-irradiacdo e iluminagdo pode explicar os melhores resultados obtidos pelos
Grupos Il e IV. E possivel sugerir que o contato constante do biofilme das
proteses com o FS gel tenha favorecido a fotossensibilizacdo dos micro-

organismos, aumentando a efetividade da PDT.
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Para os casos em que a PDT ndo promoveu esterilizagdo das
proteses, foi observada uma reducéo significativa no nimero de coldnias viaveis.
A desinfeccéo foi observada apos os quatro tratamentos utilizando PDT, visto que
estes reduziram significativamente mais de 90% dos micro-organismos presentes
nas préteses. Embora a corrente investigacdo tenha sido a primeira a descrever o
uso clinico da PDT para desinfeccdo de proteses, os resultados apresentados
podem ser comparaveis com 0s de pesquisas que aplicaram a PDT para
desinfeccdo clinica em odontologia. Giusti et al.”® avaliaram o uso do Photogem®
em associacao a luz vermelha de LED para descontaminacdo de dentina bovina
cariada. Foi observado que o nimero inicial de bactérias reduziu mais de 90%
ap6s a PDT. Em outro estudo®, amostras de placa subgengival de pacientes foram
expostas a um laser na presengca de azul de toluidina (TBO), promovendo
reducdes significativas (acima de 90%) na viabilidade de micro-organismos

aerdbicos e anaerdbicos. Dortbudak et al.?*

mostraram que a aplicacdo de TBO e
laser para desinfeccdo de superficies de implantes foi capaz de reduzir
significativamente (2 log em média) os valores iniciais dos trés grupos de
bactérias testados.

Além dos estudos acima mencionados, os resultados também estéo

de acordo com os de outros estudos in vitro®®18%7t,

Essas investigacOes
demonstraram a susceptibilidade de bactérias e fungos a PDT, incluindo os micro-
organismos encontrados nas préteses em uso pelos pacientes edéntulos. Soares et
al.®® obtiveram significante reducdo no crescimento de células planktonicas de C.
albicans, C. tropicalis e Candida parapsilosis apds utilizacgdo de TBO em
associacdo com luz de LED. Outro estudo® demonstrou a fotossensibilizacao de C.
albicans e C. glabrata apés PDT utilizando Photofrin® e Hg arc lamp. De acordo
com Tegos et al.”, 0 uso de uma clorina conjugada associada com um laser diodo
promoveu a inativacdo de suspensdes de S. aureus. A susceptibilidade de uma
cepa da bactéria S. mutans foi verificada ap6s a utilizagdo de um

I°!. Os resultados

fotopolimerizador em conjunto com o corante Rose Benga
dessas pesquisas estdo de acordo com os deste estudo, o qual observou que a PDT

causou reducdo significativa de micro-organismos nas proteses.
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146787 avaliaram o efeito fotodinamico sobre

Outras investigacoes
biofilmes formados in vitro, com a finalidade de simular as condicGes in vivo.
Dados de pesquisas com biofilmes revelaram que a maioria dos micro-organismos
sdo encontrados na natureza vivendo em comunidades microbianas sobre
diferentes superficies’®. Estudos recentes mostraram que biofilmes de C.
albicans™, S. aureus®’ e S. mutans®’ podem ser inativados usando-se diferentes FS
e fontes de luz. Neste estudo, as proteses colonizadas com biofilme microbiano,
composto de diferentes espécies (observadas no meio ndo-seletivo), foram
esterilizadas apOs os tratamentos com PDT. Esses resultados confirmam a
possibilidade de utilizacdo da PDT para inativacdo de micro-organismos
organizados em comunidades de biofilme. Entretanto, nem todas as proteses
foram esterilizadas ap6s a PDT. Uma possivel explicacdo para esses achados
poderia estar relacionada as caracteristicas funcionais e estruturais das células que
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crescem em biofilmes™"', as quais poderiam reduzir a sensibilidade dessas células

ao dano fotodindmico. Isso se deve ao fato de as células presentes em biofimes

apresentarem uma matriz extracelular*®®’

, @ qual interage fisicamente com agentes
antimicrobianos, contribuindo para a resisténcia celular a essas drogas*™. Assim, é
possivel sugerir que a producao da matriz extracelular possa bloquear a difuséo do
FS através do biofilme®, reduzindo a acfio da PDT sobre os micro-organismos
aderidos as proteses. E importante relatar que o processo fotodinamico requer a
utilizacdo de um composto quimico (FS), a aplicacdo de uma luz que seja
correspondente & banda de absorcdo deste, e a presenca de oxigénio®.
Inicialmente, a celula-alvo deve ser tratada com um FS de absorcdo méxima de
luz especifica, num processo conhecido como fotossensibiliza¢cdo. Em seguida,
uma fonte de luz deve ser acionada para a iluminagdo da amostra sensibilizada.
Esse mecanismo envolve a absorcdo de fotons da fonte de luz pelo FS, passando
seus elétrons a um estado excitado. Na presenca de um substrato, como o
oxigénio, o FS retorna ao seu estado natural, transferindo a energia ao substrato, o
que promove a formacdo de espécies reativas, como o oxigénio singlete®’. Essa
especie eletrénica de oxigénio € altamente reativa para os constituintes celulares e

pode promover a oxidagdo irreversivel dos componentes por meio de lise da
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membrana e inativacdo de proteinas®>. Na PDT, o grau de fotoinativacdo
provavelmente é equivalente a quantidade de oxigénio singlete produzida. A
utilizacdo de altas concentracdes de FS e de fontes de luz pode aumentar a
quantidade de oxigénio reativo produzido e promover maior dano oxidativo sobre
as células alvo. Demidova et al.>* demonstraram que quantidades elevadas de
oxigénio singlete sdo necessarias para ocasionar a morte de células de Candida.
Esse fato pode ser atribuido ao maior tamanho das células de Candida e a
presenca de membrana nuclear como uma barreira & penetracdo do agente FS?%.
Os resultados do nosso estudo confirmam que uma alta quantidade de FS é
requerida para inativar Candida spp., desde que uma inativacdo significativa
somente foi observada ap6s utilizagdo de 100 mg/L do Photogem®.

A coleta inicial realizada nas préteses previamente a exposicao as
micro-ondas e a aplicacdo da PDT possibilitou determinar a composicdo
microbiana dos biofilmes. Considerando o estudo que utilizou as micro-ondas, foi
possivel notar que as espécies de Candida (76,6%) foram as mais frequentes entre
as 30 proteses oriundas dos pacientes, seguidas por Staphyloccocus spp. (66,6%) e
mutans streptococci (53,3%). Ja para as 60 proteses avaliadas no estudo que
utilizou a PDT, a coleta inicial mostrou maior presenca de espécies de Candida
(60,0%), seguida por mutans streptococci (53,3%) e Staphylococcus spp. (48,3%).
Esses resultados estdo de acordo com os do estudo de Baena-Monroy et al.?, que
revelaram a presenca dos micro-organismos C. albicans, S. aureus e S. mutans na
parte interna de proteses totais examinadas de pacientes. C. albicans foi isolada
em 66,7% das proteses, enquanto S. aureus e S. mutans foram isolados em 49,5%
dessas proteses. E valido ressaltar ainda que, para as 90 proteses avaliadas neste
estudo, as espécies fungicas isoladas foram C. albicans, C. glabrata e C.
tropicalis. Vander Abbeele et al.” confirmaram que a C. albicans (77,9%) foi o
fungo mais encontrado nas préteses de pacientes, seguida pela C. glabrata
(44,1%) e C. tropicalis (19,1%), respectivamente.

De maneira semelhante aos achados, tanto no estudo com as micro-
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ondas como no que utilizou a PDT, outras investigacdes "~ também confirmaram

a presenga de espécies de Candida, Staphyloccocus e Streptoccocus colonizando
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as superficies acrilicas de proteses dentais. Alguns desses estudos relacionaram a
colonizagdo das proteses com o desenvolvimento de infeccdes sistémicas’®, como
pneumonia, e infeccdes locais, como estomatite protética®. Essas informacdes
evidenciam a necessidade de estabelecer métodos efetivos para desinfeccdo de
proteses com o intuito de prevenir a contaminagdo cruzada entre consultorio
odontoldgico e laboratério de protese.

Os achados desta investigacdo sugerem a irradiacdo por micro-
ondas durante 3 minutos (650 W) como um método efetivo para esterilizacdo
clinica de proteses. A utilizacdo desse procedimento parece ndo afetar
negativamente propriedades mecanicas dos materiais que compdem as proteses™.
Além disso, ja foi demonstrado que um ciclo de irradiacdo por micro-ondas
durante 3 minutos (650 W) ndo ocasionava desadaptacdo da base acrilica®’.
Entretanto, para que esse procedimento possa ser indicado como protocolo de
esterilizacdo nos ambientes odontologicos, futuros estudos deverdo avaliar a
integridade das préteses apds a utilizacdo de repetidos ciclos de exposicdo as
micro-ondas.

Para os outros grupos avaliados no presente estudo, ocorreu
esterilizacdo para algumas proteses, porém os resultados revelaram maior
incidéncia de desinfeccdo. Embora uma desinfeccdo consideravel das préteses
avaliadas tenha ocorrido apds 2 minutos de irradiagdo por micro-ondas, bem como
apos os quatro tratamentos com PDT, a permanéncia de micro-organismos sobre
as superficies protéticas pode ser um motivo de preocupacdo. Preferencialmente,
0s procedimentos devem ser eficientes para eliminar completamente os micro-
organismos, permitindo a esterilizacdo das proteses e certamente a prevencdo da

infeccdo cruzada nos ambientes odontologicos.
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J Conclusio

Com base nas condicbes experimentais e considerando as

limitagdes do presente estudo, foi possivel concluir que:

* a irradiacdo por micro-ondas durante 3 minutos (650 W) provou ser um
método efetivo para esterilizacdo de proteses totais contaminadas com
biofilme de pacientes;

* a irradiacdo por micro-ondas durante 2 minutos provou ser um método
efetivo para desinfeccdo de proteses totais contaminadas com biofilme de
pacientes;

» a utilizacdo clinica da PDT, mediada pelo LED em associacdo com o0
Photogem®, foi capaz de promover esterilizacdo de 40%, 47%, 53% e 60%
das préteses avaliadas dos grupos 1, Il, 111 e 1V, respectivamente;

» a utilizacdo clinica da PDT, mediada pelo LED em associacdo com o
Photogem®, foi capaz de promover desinfeccdo das préteses totais que ndo
foram esterilizadas;

e para a prevencdo de infeccdo cruzada nos ambientes odontoldgicos, o
método mais adequado para essa finalidade seria o protocolo de irradiacdo

por micro-ondas utilizando 3 minutos e 650 W.
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7 Apéndice
7.1 Apéndice 1 - Micro-ondas

Forma de anélise dos resultados

Neste estudo foi verificada a variavel contagem de colbnias em
ufc/mL antes e apds a irradiacdo por micro-ondas (grupos controle e experimental,
respectivamente). Para a variavel foram estabelecidos dois fatores de variacao:
meio de cultura, em 4 niveis e tempo de irradiacdo, em 2 niveis. O total de
amostras obtidas para cada tempo de exposicdo as micro-ondas foi de 15 proteses

totais oriundas de pacientes.

Para determinar a efetividade das micro-ondas na desinfec¢éo das
proteses avaliadas, foi necessario calcular o nimero de micro-organismos viaveis,
em valores de ufc/mL, obtido antes e ap06s a aplicacdo das micro-ondas. Foram
considerados somente os valores entre 30 e 300 col6nias, sendo escolhido, para
cada micro-organismo, o numero de col6nias referente a uma Unica diluicdo que
representasse um valor entre a variagdo considerada. Apos a obtengdo desse valor
nos meios de cultura, o nimero de unidades formadoras de coldnias por mililitro

(ufc/mL) foi calculado. Para esse calculo, foi utilizada a formula a seguir:

ufc/mL= nGmero de coldnias X 10"/q

Nessa formula, n equivale ao valor absoluto da diluigédo (0, 1, 2 ou
3), e g equivale a quantidade, em mL, pipetada para cada diluicdo quando nas
semeaduras das placas. No presente estudo, g= 0,025 ja que foram pipetados 25

uL para cada diluicdo.

Os valores de ufc/mL foram extremamente elevados e, por isso,
considerados de dificil avaliacdo. Para facilitar a interpretacdo dos resultados
obtidos, os valores de ufc/mL foram transformados para logaritmo na base dez. A

transformacdo logaritmica facilitou a interpretacdo dos resultados, mas néo
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garantiu a validade da aplicagdo de procedimentos estatisticos paramétricos.
Entdo, métodos estatisticos ndo-paramétricos de analise de dados foram utilizados,
apenas para o tempo de 2 minutos de irradiacdo por micro-ondas.

Com a finalidade de comparar se 0 antes e 0 apds a exposi¢cdo as
micro-ondas apresentaram resultados iguais ou diferentes, foi aplicado o teste de
Kruskal-Wallis com a hip6tese nula de que estes seriam iguais. O método avaliou
0s postos médios das contagens de micro-organismos antes e ap0s a irradiacdo por
micro-ondas, que sdo 0s mesmos para os dados originais e para os dados
transformados em logaritmo. Seguiram-se ao teste de Kruskal-Wallis,
comparagdes multiplas ndo-paramétricas dos postos médios pelo teste de Dunn.
Adotou-se o nivel de 5% de significancia como regra de decisdo para aceitar como

significativa uma diferenca entre postos médios.

Resultados

Os valores originais em ufc/mL relacionados as coletas de material
microbioldgico das proteses antes e apds a irradiacdo por micro-ondas durante 3
minutos (Grupo 1) e 2 minutos (Grupo 2) estdo descritos nas Tabelas Al e A2,

respectivamente.

Para o tempo de 3 minutos de irradiagdo por micro-ondas foi
observado que apos todas as proteses serem submetidas as micro-ondas, ndo
houve crescimento microbiano nos meios de culturas seletivos bem como no meio
ndo-seletivo. Sendo assim, pelos resultados apresentarem-se todos zero (Tabela
Al), ndo foi possivel realizar qualquer método estatistico, pois o método de
desinfec¢do proposto mostrou-se efetivo na esterilizacdo das proteses, apos 48

horas de incubacao.

Para o tempo de 2 minutos de irradiacdo, de acordo com a A2, foi
possivel observar que os valores originais de ufc/mL das amostras apresentam-se
elevados e com uma variabilidade acentuada. A transformacdo logaritmica
diminuiu a assimetria, mas ndo conseguiu a homogeneizacdo da variabilidade.

Como nao houve homogeneizacdo da variabilidade, optou-se pela analise nao-
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paramétrica dos resultados. O método estatistico adotado foi o de Kruskal-Wallis,
que avaliou os postos médios de valores de ufc/mL, apds a transformacéo para
logaritmo na base de 10. O teste ndo-parametrico apresentou para 0S meios
seletivos de Candida spp., Staphylococcus spp., mutans streptococci e para 0s
micro-organismos cultivados em meio ndo-seletivo, os seguintes valores de H:
7,49; 5,61; 8,00 e 21,79, respectivamente. Cada um destes valores correspondeu
aos seguintes valores de probabilidade: P = 0,0062 (Candida spp.); P = 0,0178
(Staphylococcus spp.); P = 0,0047 (mutans streptococci) e P < 0,0001 (para os
micro-organismos cultivados em meio ndo-seletivo). Em seguida, foram
realizadas comparagdes dos postos médios (antes= A e apos= B) pelo teste de
Dunn (Tabela A3).

Tabela Al - Contagens de ufc/mL dos micro-organismos presentes em cada meio
de cultura, oriundos de cada protese, antes e apos a irradiacdo por micro-ondas

(MI) durante 3 minutos (Grupo 1). Estatistica descritiva das contagens

Grupo 1
Proéteses Candida spp. Staphylococcus spp. mutans streptococci Espécies ndo identificadas
Totais Antes Ml Apods MI Antes Ml Apobs M1 Antes Ml Apds Ml Antes Ml Apbs Ml

1 2,80E+03 0 0 0 1,40E+04 0 1,20E+07 0
2 4,40E+02 0 4,00E+01 0 6,00E+05 0 8,40E+03 0
3 5,28E+03 0 1,20E+03 0 2,20E+03 0 1,20E+07 0
4 1,20E+03 0 8,00E+01 0 0 0 3,16E+03 0
5 8,00E+01 0 6,00E+02 0 9,20E+02 0 1,02E+05 0
6 0 0 0 0 0 0 3,60E+04 0
7 3,28E+04 0 3,96E+04 0 3,60E+06 0 4,12E+06 0
8 2,80E+02 0 0 0 0 0 1,20E+06 0
9 2,80E+04 0 1,00E+03 0 1,20E+05 0 3,28E+05 0
10 0 0 4,00E+01 0 0 0 2,28E+05 0
11 6,80E+02 0 0 0 1,60E+02 0 1,88E+04 0
12 3,40E+03 0 4,00E+01 0 0 0 4,72E+06 0
13 0 0 0 0 0 0 7,16E+04 0
14 5,48E+03 0 2,56E+03 0 0 0 2,36E+04 0
15 9,68E+04 0 8,00E+02 0 6,00E+02 0 1,20E+07 0
Minimo 0 0 0 0 0 0 3,16E+03 0
Méaximo  9,68E+04 0 3,96E+04 0 3,60E+06 0 1,20E+07 0
Mediana 1,20E+03 0 4,00E+01 0 1,60E+02 0 2,28E+05 0
Média 1,18E+04 0 3,06E+03 0 2,89E+05 0 3,12E+06 0
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Tabela A2 - Contagens de ufc/mL dos micro-organismos presentes em cada meio
de cultura, oriundos de cada protese, antes e apos a irradiacdo por micro-ondas

(MI) durante 2 minutos (Grupo 2). Estatistica descritiva das contagens

Grupo 2
Proteses Candida spp. Staphylococcus spp. mutans streptococci Espécies nédo identificadas
Totais Antes M1 Apbs MI Antes M1 Apés Ml Antes M| Apbs Ml Antes MI Apds Ml
16 2,60E+04 0 2,04E+04 8,00E+01 4,08E+06 2,00E+02 6,64E+06 1,60E+02
17 0 0 0 0 0 0 2,88E+06 1,60E+02
18 6,16E+03 2,80E+02 2,84E+03 4,00E+01 2,64E+05 0 6,00E+04 8,00E+01
19 0 0 8,00E+01 0 1,20E+02 0 2,76E+05 2,08E+03
20 4,76E+03 1,20E+02 1,20E+02 0 5,20E+04 0 1,36E+05 4,00E+01
21 2,96E+03 4,00E+01 1,20E+02 0 0 0 1,00E+07 0
22 2,40E+02 0 8,00E+01 0 0 0 7,60E+05 7,60E+02
23 3,88E+05 2,00E+02 8,00E+03 0 2,28E+05 0 1,20E+07 0
24 7,60E+02 0 0 0 4,48E+03 1,20E+02 8,00E+03 1,20E+02
25 8,00E+01 0 8,00E+01 8,00E+01 0 0 3,80E+03 0
26 0 0 0 0 0 0 1,60E+05 2,76E+03
27 0 0 0 0 0 0 1,20E+07 2,60E+03
28 1,36E+04 0 0 0 3,68E+05 0 7,16E+05 0
29 2,88E+03 8,00E+01 2,08E+03 0 0 0 8,00E+05 0
30 1,92E+04 4,00E+01 3,92E+03 2,00E+02 6,08E+06 2,00E+02 1,20E+07 2,80E+03
Minimo 0 0 0 0 0 0 3,80E+03 0
Maximo 3,88E+05 2,80E+02 2,04E+04 2,00E+02 6,08E+06 2,00E+02 1,20E+07 2,80E+03
Mediana  2,88E+03 0 8,00E+01 0 1,20E+02 0 7,60E+05 1,20E+02
Média 3,10E+04 5,07E+01 2,51E+03 2,67E+01 7,38E+05 3,47E+01 3,90E+06 7,71E+02

Tabela A3 - Resultados da anélise de comparagdes multiplas dos postos médios

pelo método de Dunn

Comparacdes Dif. postos z calculado  z critico p

Postos médios A e B (Candida spp.) 8,8 2,74 1,96 < 0,05
Postos médios A e B (Staphylococcus spp.) 7,6 2,36 1,96 <0,05
Postos médios A e B (mutans streptococci) 7,11 2,83 1,96 <0,05
Postos médios A e B (meio nao seletivo) 15 4,67 1,96 < 0,05

Os resultados da prevaléncia das diferentes espécies identificadas
nas 30 proteses totais antes das mesmas serem submetidas as micro-ondas estéo
contidos na Tabela 1 do Capitulo 1. Além disso, as espécies identificadas em cada
prétese podem ser observadas na Tabela 2 do Capitulo 1.



7.2 Apéndice 2 - 1erapia fotodinimica

Forma de analise dos resultados

Nesta parte do estudo foi utilizada a mesma variavel como também
0s mesmos fatores de variacdo e igual calculo do nimero de micro-organismos
viaveis, em valores de ufc/mL, descritos no Apéndice 1.

Para verificar a efetividade da PDT em promover ou ndo a
inativacdo de micro-organismos presentes nas proéteses totais, foi aplicado um
teste pareado, pois cada observacao antes da aplicacdo do tratamento era pareada
com outra apos o tratamento. Neste caso, o teste utilizado foi o de McNemar, pois
0 mesmo é bastante indicado para comparacGes do antes e apds a aplicacdo de
determinado tratamento. A hipotese cientifica testada foi se a PDT ocasionou
algum efeito sobre os micro-organismos encontrados nas proteses. A hipotese

estatistica foi dada por:

Ho: p1=p2
Hi: p1 #p2

onde: p; representa a probabilidade de sucesso antes da aplicacdo do tratamento e
p2 representa a probabilidade de sucesso apés a aplicacdo do tratamento. Se a
hipotese nula fosse aceita, significaria que o tratamento ndo promoveu efeito na
esterilizacdo das proteses. Caso a hipotese nula ndo fosse aceita, entdo, o
tratamento em questdo esteriliza de alguma maneira as proteses.

Para realizar o teste foi necessario classificar cada grupo de
pacientes, ou seja, cada grupo de préteses utilizadas, conforme o modelo da tabela

abaixo:
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Tabela A4 - Classificagdo do numero e frequéncia (%) de préteses para aplicagdo

do teste de McNemar.

NUmero de préteses Ap6s 0
. Total
Frequéncia (%) tratamento
Zerou Néo zerou
Antes do Zerado a b atb
tratamento Nao zerado c d c+d
Total at+c b+d n

A estatistica teste foi dada por:

T= (b-c)’/b+c

A maneira mais adequada para analisar o resultado do teste foi
observando o valor de p, representado nas tabelas das analises de McNemar por
Pr. Quando o valor de p foi menor que 0,05, a hipdtese nula foi rejeitada,
indicando que o tratamento testado produziu algum efeito de esterilizacéo.
Quando a hipdtese nula foi aceita, o tratamento em questdo ndo mostrou
efetividade. Para o presente estudo, o valor de p indicou um teste com 95% de
confianca. A andlise foi realizada no software SAS que ja realiza o célculo da
porcentagem para cada situacao descrita na Tabela A4. O teste de McNemar nédo
pode ser aplicado para 0os meios ndo-seletivos, ja que, nesses casos, ndo havia
valores zerados antes do tratamento. As conclusdes sobre os achados para os
meios ndo-seletivos foram obtidas pela observacdo do ndmero de proteses
esterilizadas ap6s os tratamentos.

Como o teste de McNemar aponta somente se a quantidade de
proteses esterilizadas foi significativa ou ndo, para os casos em que ainda houve
crescimento de micro-organismos apos a aplicacdo dos tratamentos, foi calculada
a porcentagem de reducdo no numero de micro-organismos. As reducdes acima de

90% foram consideradas como significativas.
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Com a finalidade de comparar se os tratamentos apresentaram
resultados iguais ou diferentes, foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis com a

hipdtese nula de que todos os tratamentos seriam iguais.

Resultados

Os valores originais em ufc/mL relacionados as coletas de material
microbioldgico das préteses antes e ap6s os tratamentos da PDT (Grupos | e II-
utilizacdo de Photogem® em suspensdo nas concentracdes de 50 mg/mL e 100
mg/mL, respectivamente; Grupos Il e IV- utilizacdo de Photogem® em gel nas
concentracdes de 50 mg/mL e 100 mg/mL, respectivamente.) estdo descritos nas

Tabelas A5 a A8, respectivamente.

Tabela A5 - Contagens de ufc/mL dos micro-organismos presentes em cada meio
de cultura, oriundos de cada protese, antes e apds os tratamentos de PDT para o

Grupo |. Estatistica descritiva das contagens

Grupo |
Proteses Candida spp. Staphylococcus spp. mutans streptococci Espécies néo identificadas
Totais Antes PDT Apbs PDT Antes PDT Apbs PDT Antes PDT Apbs PDT Antes PDT Apbs PDT
1 0 0 4,00E+01 0 0 0 5,64E+04 0
2 2,64E+03 8,00E+01 4,00E+02 4,00E+01 1,56E+04 2,00E+02 6,40E+05 8,00E+01
3 0 0 0 0 0 0 3,20E+05 8,00E+01
4 1,60E+02 8,00E+01 0 0 0 0 1,20E+05 8,00E+01
5 0 0 2,40E+02 0 2,72E+04 2,80E+02 1,16E+05 8,00E+01
6 2,24E+04 0 0 0 1,60E+03 0 1,20E+06 0
7 2,56E+03 0 0 0 0 0 1,20E+06 0
8 1,96E+03 2,00E+02 0 0 1,56E+03 1,60E+02 8,40E+04 2,00E+03
9 6,08E+03 1,20E+02 1,36E+04 1,20E+02 2,08E+04 3,60E+02 7,44E+05 2,52E+03
10 0 0 2,00E+02 0 1,80E+04 2,80E+02 1,20E+05 1,20E+04
11 0 0 0 0 0 0 3,68E+04 0
12 1,44E+03 0 2,40E+02 0 8,00E+02 0 5,16E+04 0
13 6,04E+03 4,00E+01 8,80E+02 4,00E+01 4,24E+04 4,00E+02 1,20E+05 4,00E+02
14 0 0 0 0 0 0 8,04E+04 0
15 4,08E+03 8,00E+01 0 0 0 0 3,08E+05 1,20E+02
Minimo 0 0 0 0 0 0 3,68E+04 0
Maximo 2,24E+04 2,00E+02 1,36E+04 1,20E+02 4,24E+04 4,00E+02 1,20E+06 1,20E+04
Mediana 1,44E+03 0 0 0 8,00E+02 0 1,20E+05 8,00E+01

Média 3,16E+03 4,00E+01 1,04E+03 1,33E+01 8,53E+03 1,12E+02 3,46E+05 1,16E+03
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Tabela A6 - Contagens de ufc/mL dos micro-organismos presentes em cada meio
de cultura, oriundos de cada protese, antes e ap6s os tratamentos de PDT para o

Grupo Il. Estatistica descritiva das contagens

Grupo 1l
Proteses Candida spp. Staphylococcus spp. : mutans streptococci Espécies néo identificadas
Totais Antes PDT Apbs PDT Antes PDT Apds PDT Antes PDT Apbs PDT Antes PDT Apbs PDT
16 1,24E+04 0 0 0 1,72E+04 0 1,80E+04 0
17 5,00E+03 0 0 0 1,72E+05 0 4,00E+05 0
18 6,08E+04 4,00E+01 0 0 1,32E+06 0 1,20E+07 4,80E+02
19 0 0 0 0 2,20E+04 0 1,20E+04 0
20 0 0 4,00E+02 0 0 0 1,20E+03 0
21 1,96E+04 2,00E+02 0 0 2,00E+05 0 5,24E+04 1,00E+03
22 0 0 1,28E+03 8,00E+01 0 0 2,52E+04 4,00E+02
23 9,60E+02 1,20E+02 1,64E+03 1,60E+02 1,20E+04 2,00E+02 3,80E+05 1,60E+03
24 0 0 0 0 1,60E+06 2,80E+02 5,00E+06 4,40E+02
25 0 0 0 0 0 0 2,80E+03 0
26 1,56E+03 8,00E+01 8,40E+02 8,00E+01 0 0 4,40E+05 8,80E+02
27 2,52E+04 8,00E+01 4,00E+01 0 2,24E+06 4,00E+02 3,04E+05 1,40E+03
28 4,00E+01 0 0 0 0 0 1,20E+07 1,72E+03
29 0 0 4,00E+01 0 2,96E+05 0 3,60E+06 0
30 4,00E+01 0 4,00E+01 0 0 0 5,84E+06 0
Minimo 0 0 0 0 0 0 1,20E+03 0,00E+00
Maximo 6,08E+04 2,00E+02 1,64E+03 1,60E+02 2,24E+06 4,00E+02 1,20E+07 1,72E+03
Mediana 4,00E+01 0 0 0 1,72E+04 0 3,80E+05 4,00E+02

Meédia 8,37E+03 3,47E+01 2,85E+02 2,13E+01 3,92E+05 5,87E+01 2,67E+06 5,28E+02
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Tabela A7 - Contagens de ufc/mL dos micro-organismos presentes em cada meio
de cultura, oriundos de cada protese, antes e ap6s os tratamentos de PDT para o

Grupo I11. Estatistica descritiva das contagens

Grupo 11
Proteses Candida spp. Staphylococcus spp. mutans streptococci Espécies ndo identificadas
Totais Antes PDT Apbs PDT Antes PDT Apbs PDT Antes PDT Apbs PDT Antes PDT Apbs PDT
31 1,20E+04 0 0 0 2,20E+04 0 4,00E+06 0
32 0 0 0 0 0 0 3,60E+03 0
33 1,28E+05 0 4,00E+02 0 0 0 8,00E+05 0
34 1,60E+04 0 2,00E+02 0 8,80E+02 0 7,60E+05 0
35 0 0 0 0 2,44E+05 0 2,28E+05 0
36 2,64E+04 4,00E+02 9,60E+02 0 5,92E+05 1,84E+03 1,20E+06 2,00E+03
37 5,80E+03 2,00E+02 0 0 0 0 1,72E+05 4,80E+02
38 0 0 0 0 1,40E+03 0 6,96E+04 0
39 4,04E+03 1,20E+02 1,64E+04 3,60E+02 3,08E+04 1,04E+03 4,76E+05 1,68E+03
40 0 0 0 0 0 0 2,08E+03 0
41 0 0 0 0 0 0 2,64E+04 0
42 2,84E+03 2,40E+02 2,00E+02 0 4,68E+04 0 4,28E+04 6,00E+02
43 0 0 3,80E+04 4,00E+02 0 0 1,20E+05 2,36E+03
44 3,52E+04 5,60E+02 0 0 8,08E+04 2,36E+03 7,36E+03 3,20E+02
45 4,88E+03 2,80E+02 3,04E+03 1,20E+02 0 0 2,72E+05 1,04E+03
Minimo 0 0 0 0 0 0 2,08E+03 0
Maximo 1,28E+05 5,60E+02 3,80E+04 4,00E+02 5,92E+05 2,36E+03 4,00E+06 2,36E+03
Mediana 4,04E+03 0 0 0 8,80E+02 0 1,72E+05 0

Média 1,57E+04 1,20E+02 3,95E+03 5,87E+01 6,79E+04 3,49E+02 5,45E+05 5,65E+02
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Tabela A8 - Contagens de ufc/mL dos micro-organismos presentes em cada meio

de cultura, oriundos de cada protese, antes e apds os tratamentos de PDT para o

Grupo IV. Estatistica descritiva das contagens

Grupo IV
Proteses Candida spp. Staphylococcus spp. mutans streptococci Espécies ndo identificadas
Totais Antes PDT Apobs PDT Antes PDT Apbs PDT Antes PDT Apbs PDT Antes PDT Apbs PDT
46 8,00E+02 0 1,40E+03 2,00E+02 0 0 3,72E+04 1,52E+03
47 6,00E+03 8,00E+02 9,20E+02 0 2,68E+03 1,60E+02 2,20E+05 8,00E+02
48 0 0 3,60E+02 0 0 0 1,28E+05 0
49 8,36E+03 1,36E+03 2,84E+03 4,00E+02 0 0 6,40E+05 1,20E+04
50 0 0 0 0 7,60E+02 0 4,44E+05 0
51 1,76E+03 0 4,00E+01 0 0 0 2,80E+05 0
52 0 0 0 0 8,40E+02 0 3,80E+05 0
53 4,80E+02 0 0 0 1,88E+04 0 2,20E+05 0
54 0 0 0 0 0 0 1,84E+05 0
55 4,28E+03 8,80E+02 2,00E+02 0 0 0 2,92E+06 2,00E+03
56 7,52E+03 9,60E+02 0 0 1,60E+06 1,00E+03 2,68E+05 6,80E+02
57 0 0 4,00E+01 0 1,32E+05 0 5,60E+05 0
58 1,28E+04 3,20E+02 1,08E+03 0 4,76E+03 6,00E+02 1,40E+05 1,04E+03
59 0 0 0 0 0 0 1,96E+05 0
60 2,44E+03 0 0 0 0 0 2,72E+06 0
Minimo 0 0 0 0 0 0 3,72E+04 0
Méximo 1,28E+04 1,36E+03 2,84E+03 4,00E+02 1,60E+06 1,00E+03 2,92E+06 1,20E+04
Mediana 8,00E+02 0 40 0 0 0 2,68E+05 0
Meédia 2,96E+03 2,88E+02 4,59E+02 4,00E+01 1,17E+05 1,17E+02 6,22E+05 1,20E+03
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Tabela A9 - Classificacdo do numero e frequéncia (%) de préteses para aplicacdo

do teste de McNemar, para Candida spp.

NUmero de proteses Apds o Total
Frequéncia (%) tratamento
Zerou N&o zerou

Zerado 6 0 6
Antes do 40.0 0.0 40.0

tratamento . 3 6 9

Nao zerado
20.0 40.0 60.0
1

Total % 6 >

60.0 40.0 100.0

McNemar's Test

Statistic (S) 3.0000
DF 1
Pr>S 0.0833

Tabela A10 - Classificagdo do nimero e frequéncia (%) de préteses para aplicagdo

do teste de McNemar, para Staphylococcus spp.

Namero de proteses Ap6s 0 Total
Frequéncia (%) tratamento
Zerou Nao zerou

Zerado 8 0 8
Antes do 53.3 0.0 53.3

tratamento . 4 3 7

Nao zerado
26.6 20.0 46.6
12 1

Total 8 X

80.0 20.0 100.0

McNemar's Test
Statistic (S) 40000
DF 1
Pr>S 0.0455
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Tabela A1l - Classificagdo do numero e frequéncia (%) de proteses para aplicagdo

do teste de McNemar, para mutans streptococci

Ndmero de proteses Apds o Total
Frequéncia (%) tratamento
Zerou Néo zerou
7 7
Zerado 0

Antes do 46.67 0.00 46.67

tratamento . 2 6 8

Nao zerado

13.33 40.00 53.33

Total ; 6 15
60.00 40.00 100.00

McNemar's Test

Statistic (S) 2.0000
DF 1
Pr>S 0.1573

Tabela A12 - Classificacdo do numero e frequéncia (%) de proteses para 0 meio

nao-seletivo
NUmero de prdteses Apobs 0
. Total
Frequéncia (%) tratamento
Zerou Néo zerou
Antes do . 6 9 15
Néo zerado

tratamento 40.0 60.0 100.0

Total 6 9 15

40.0 60.0 100.0
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= Photogem® suspensdo 100 mg/L

Tabela A13 - Classificacdo do numero e frequéncia (%) de proteses para
aplicacdo do teste de McNemar, para Candida spp.

Numero de proteses Aposs 0 Total
Frequéncia (%) tratamento
Zerou Na&o zerou
Zerado X 0 X
Antes do 40.0 0.0 40.0
tratamento N 4 5 9
N&o zerado
26.6 33.3 60.0
Total 10 > 15
66.6 33.3 100.0

McNemar's Test

Statistic (S) 4,0000
DF 1
Pr>S 0.0455

Tabela A14 - Classificagdo do nimero e frequéncia (%) de préteses para aplicacéo
do teste de McNemar, para Staphylococcus spp.

Numero de proéteses Apobs o Total
Frequéncia (%) tratamento
Zerou Nao zerou
Zerado 8 0 8
Antes do 53.3 0.0 53.3
tratamento . 4 3 7
Nao zerado
26.6 20.0 46.6
Total 12 3 15
80.0 20.0 100.0

McNemar's Test
Statistic (S) 4.0000
DF 1

Pr>S 0.0455
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Tabela A15 - Classificagdo do numero e frequéncia (%) de proteses para aplicagdo

do teste de McNemar, para mutans streptococci

Numero de proéteses Apbs o Total
Frequéncia (%) tratamento
Zerou Nao zerou
Zerado 6 0 6
Antes do 40.0 0.0 40.0
tratamento . 6 3 9
Néao zerado
40.0 20.0 60.0
Total 12 3 15
80.0 20.0 100.0

McNemar's Test

Statistic (S)
DF
Pr>S

6.0000
1
0.0143

Tabela A16 - Classificacdo do nimero e frequéncia (%) de proteses para 0 meio

nao-seletivo
NUmero de proteses Apobs 0
R _p P Total
Frequéncia (%) tratamento
Zerou N&o zerou
Antes do . 7 8 15
Né&o zerado
tratamento 46.6 53.3 100.0
7 1

Total 8 X

46.6 53.3 100.0
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=  Photogem® gel 50 mg/L

Tabela A17 - Classificagdo do numero e frequéncia (%) de proteses para aplicagdo
do teste de McNemar, para Candida spp.

Namero de proteses Apbs 0 Total
Frequéncia (%) tratamento
Zerou N&o zerou
Zerado 6 0 6
Antes do 40.0 0.0 40.0
tratamento . 3 6 9
Nao zerado
20.0 40.0 60.0
9 6 15
Total
60.0 40.0 100.0
McNemar's Test
Statistic (S) 3.0000
DF 1
Pr>S 0.0833

Tabela A18 - Classificacdo do nimero e frequéncia (%) de préteses para aplicacdo
do teste de McNemar, para Staphylococcus spp.

Namero de proteses Apb6s o Total
Frequéncia (%) tratamento
Zerou Nao zerou
Zerado 8 0 8
Antes do 53.3 0.0 53.3
tratamento . 4 3 7
Nao zerado
26.6 20.0 46.6
Total 12 3 15
80.0 20.0 100.0
McNemar's Test
Statistic (S) 4.0000
DF 1

Pr>S 0.0455
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Tabela A19 - Classificagdo do nimero e frequéncia (%) de proteses para aplicagdo

do teste de McNemar, para mutans streptococci

NUmero de proteses Apos o Total
Frequéncia (%) tratamento
Zerou Naéo zerou
7 0 7
Zerado

Antes do 46.6 0.0 46.6

tratamento . 5 3 8

Nao zerado

33.3 20.0 53.3

12 3 15

Total

80.0 20.0 100.0

McNemar's Test

Statistic (S) 5.0000
DF 1
Pr>S 0.0253

Tabela A20 - Classificacdo do numero e frequéncia (%) de proteses para 0 meio

nao-seletivo
Numero de proteses Apobs o
R _p P Total
Frequéncia (%) tratamento
Zerou Nao zerou
Antes do . 8 7 15
Néo zerado

tratamento 53.3 46.6 100.0

8 7 15

Total
53.3 46.6 100.0
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Tabela A21 - Classificagdo do nimero e frequéncia (%) de proteses para aplicacéo

do teste de McNemar, para Candida spp.

NUmero de préteses Apo6s o

.. Total
Frequéncia (%) tratamento
Zerou N&o zerou
Zerado 6 0 6
Antes do 40.0 0.0 40.0
tratamento . 4 5 9
Nao zerado
26.6 33.3 60.0
Total 10 S 15
66.6 33.3 100.0
McNemar's Test
Statistic (S) 4.0000
DF 1
Pr>S 0.0455

Tabela A22 - Classificagdo do nimero e frequéncia (%) de préteses para aplicacdo

do teste de McNemar, para Staphylococcus spp.

Namero de proteses Apbs o Total
Frequéncia (%) tratamento
Zerou Nao zerou
Zerado ! 0 !
Antes do 46.6 0.0 46.6
tratamento . 6 2 8
Nao zerado
40.0 13.3 53.3
1
Total 3 2 15
86.6 13.3 100.0
McNemar's Test
Statistic (S) 6.0000
DF 1

Pr>S 0.0143
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Tabela A23 - Classificagdo do numero e frequéncia (%) de proteses para aplicagdo
do teste de McNemar, para mutans streptococci

Ndmero de proteses Apds o Total
Frequéncia (%) tratamento
Zerou Néo zerou
8 0 8
Zerado

Antes do 53.3 0.0 53.3

tratamento . 4 3 7

Nao zerado

26.6 20.0 46.6

12 3 15

Total

80.0 20.0 100.0

McNemar's Test

Statistic (S) 4.0000
DF 1
Pr>S 0.0455

Tabela A24 - Classificacdo do nimero e frequéncia (%) de proteses para 0 meio
néo-seletivo

NUmero de proteses Apbs 0 Total
Frequéncia (%) tratamento
Zerou Nao zerou
Antes do . 9 6 15
Nao zerado

tratamento 60.0 40.0 100.0

9 6 15

Total

60.0 40.0 100.0
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Os resultados de reducdo no nimero de micro-organismos obtidos
em cada grupo experimental de acordo com o meio de cultura avaliado estdo
apresentados na Tabela 1 do Capitulo 2.

Para verificar se todos os tratamentos com PDT apresentaram
resultados estatisticamente iguais para cada meio de cultura, foi aplicado o teste

de Kruskal-Wallis, e os valores de p obtidos estdo descritos na Tabela A25.

Tabela A25 - Comparacgéo entre os grupos de PDT, para cada meio avaliado, pela

observacao do valor de p obtido apds o teste de Kruskal-Wallis

Valores p de Kruskal-Wallis para cada meio de cultura

CHROMagar* Manitol Salt Agar§ sB20" Mueller Hinton*
Grupos de PDT 0,77 0,82 0,76 0,95

“CHROMagar foi utilizado para observar o crescimento de Candida spp.; *Manitol Salt Agar foi utilizado
para observar o crescimento de Staphylococcus spp.; 'SB20 foi utilizado para observar o crescimento de

mutans streptococci; *Mueller Hinton foi utilizado para observar o crescimento de qualquer micro-organismo.

Os resultados da prevaléncia das diferentes espécies identificadas
nas 60 proteses totais antes das mesmas serem submetidas a PDT estdo
demonstrados na Tabela 2 do Capitulo 2. Além disso, as espécies identificadas em

cada prétese podem ser observadas na Figura 2 do Capitulo 2.
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Quadro 2 - Identificacdo das espécies de Candida pelo meio de cultura cromogénico
CHROMagar® Candida (Probac do Brasil)

ESPECIE COLORACAO DA COLONIA
Candida albicans Verde
Candida glabrata Roxa
Candida tropicalis Azul
Outras espécies Branco a Violeta
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8.3 Anexo 3 - Termo de Consentimento

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Por csse instrumento  particuler declaro, para o5 fins dlicos e legas, que eu,

{moime) e SR—
(nacionalidade) o porador do RG n. —
CrFn. residented

. na cidade de
- » Estado de _ s concordo voluntarismente em participar da

pesquisa “EFETIVIDADE DE METODOS FiSICOS NA INATIVACAOQ DE
MICRORGANISMOS PRESENTES EM  FROTESES TOTAIS. ESTUDO
CLINICO.", sob responsabil' Jude da Profie. ra. Ana Cliudia Pavaring e de sun otientsda a CD
Daniela Garcin Ribeiro, que executard a pesquiss. Deelar que tomel cidneia que ful esclarecido

de maneim n nfio restarem quaisquer dirvidas sobre o minhy panicipagiio no estudo, de acarda
com o# fenmos abaixo rzlacionados:

I~ Ful devidamente esclorecido que n referidn pesquisa tem por ohjetivo avaliar os eftitos de
dois métodos de desinfecedio de priteses, por meio de irradingfio por microondas ¢ da terapin
[otodindmica com LED, Case seja comprovada a eficiéncia dos métodos, serei bene ficiado com a
pesqiisa, pois os métodos poderfio ser indicados parn eontrole de infecgdio, principalmente entre
consultdrio odontolégico ¢ laboratdrio de protese, viilizande méiodos simples e de cusio
acessivel. Nio receberel nenhuma forma de tratamento odonioldgico comn parte do estudo, o

mends que, minha pritese seja danificada por qualguer procedimento- decorrente do ratamento
proposta,

2~ Fui esclarecido que n realizaglio da pesquisa nio implica em riscos wos participantes, uma ver

ik e Al s ine ellalene sos reslic sealissdes Il Mooos ssba ole ciacccs ccsaclocscdsnaa



da wilizagio de luvas deseartivels, méscar, porro ¢ dculos, e todo o instrumental clinico serd
esterilizdo,

3 = Eswow ciente que serei esclarecido durimte todo o decorrer da pesquisa sobre quaisquer
dividas relucionadas # metodologia e que possuo plena liberdade para desistic da referida
pesquisa, retimndo meu consentimento a qualquer momento, sem sofrer nenhuma penalinzagio,

4 - Autorizo, pars os devidos fins, o uso, o divulgocilo e publicacho em revistas cientilicas
brasileims ou estrangeiras; dos dados obtidos com a pesquisa, Recebl a garantia do sigilo de
minha ldentidode, nssegurando a minha privacidade.

5 = Caso haja qualiquer intercorménein edontoligica durmnte minha participagio nn pesquisa, terei
plena liberdude de contactar o pesquisador responsivel, a Profa. Dra. Ana Cliudia Pavaring, ou
sun arlentada a CD) Danicla Ciarcia Ribeiro pelo telefone (16) 3301-6410,

fi — Além disso, estou ciente que possun plenn liberdade de consuliar o Comité de Frica em
Pesquisa, pasa qualquer informagho odicional em relegfio o pesquisn da qual participo, pelos
telefones (16) 3301-6432 ou (16) 3301-6434,

Desia forma, uma vez tendo fido ¢ entendido tais esclarecimentos, dato e assino esse

termi de consentimento, por estar de pleno acordo com o teor do mesmo,

Assinatura do paciente
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8.4 Anexo 4 - Formulirio

FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE ARARAQUARA

Data:

Nome:

Idade: Data de nascimento:
Naturalidade: Nacionalidade:

Estado civil: Sexo: Ragca:
Profisséo: Local de trabalho/fone:

Endereco completo:
Cidade: Estado: Fone:

QUESTIONARIO DE SAUDE GERAL
Esta tomando algum medicamento? ( ) sim () ndo
1) ( ) Hipoglicemantes 2) ( ) Anticoncepcionais 3) ( ) Antihipertensivo
4) () Insulina 5) () Antialérgicos 6) ( ) Antibioticos 7) ( ) Anticoagulantes
8) () Corticoides 9) () Psiquiatricos 10) ( ) Analgésicos
11) ( ) Anticonvulsivantes 12) ( ) Outros 13) ( ) N&o soube relatar

Quais?

Apresenta ou apresentou algum problema de saude relacionado aos seguintes
sistemas:

1) Cardiovascular ( ) sim ( ) ndo 2) Endocrino () sim () ndo

2) 2.1) Diabetes ( ) sim ( )ndo Tipo I () Tipo Il ()

3) Genito-urinario ( ) sim ( ) ndo 4) Hematoldgico ( ) sim ( ) ndo

5) Neuroldgico ( ) sim ( ) nédo 6) Psiquiatrico ( ) sim () ndo

7) Imunologico ( ) sim ( )ndo 8) Respiratorio ( ) sim ( ) néo

113



9) Gastro-intestinal ( ) sim ( ) ndo 10) Musculo/esquelético ( ) sim () ndo

11) Pele ( ) sim ( ) ndo 12) Doencas infecto-contagiosas ( ) sim ( ) nédo

13) Outros ( ) sim () ndo 14) N&o apresenta problemas ( ) sim ( ) ndo

15) Historia familiar ( ) sim () ndo

Quais?

Vicios:

1) Tabaco Hé& quanto tempo? Fuma ()
Qto/dia/semana?

( )sim ()néao Tipo Masca ( )

2) Alcool

Qto/dia/semana?

H& quanto tempo?

()sim ()ndo
3) Ex-tabagista?

Qto/dia/semana?

Tipo

Hé& quanto deixou?

( )sim ()néao

tempo?

Tipo Por gto

4) Ex-alcoolista?

Qto/dia/semana?

Hé& quanto deixou?

( )sim ()néao

tempo?

Tipo Por gto

5) Outras drogas?

( )sim ()nao

Qto/dia/semana?

Tipo
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QUESTIONARIO DE SAUDE BUCAL
Sente a boca seca? ( ) sim () néo
Faz uso de solucdes para bochechos? () sim () ndo
Especificar:

Usa protese removivel? Superior ( ) sim () ndo

Tipo:

Inferior ( ) sim () ndo
Tipo:

Ha quanto tempo usa prétese? Superior:

Inferior:

Ha quanto tempo é desdentado?

Hé& quanto tempo usa a (s) protese (s) atual (is)?

Superior:

Inferior:

Frequéncia de uso: Continuo ( ) Esporéadico ( ) Retira pra dormir? ()
sim () ndo

Condic0es da (s) protese (s) atual (is)? Adequada ( ) Inadequada ( )

Higieniza sua protese? ( ) sim () ndo O que utiliza para

iSS07?:

Ja imergiu ou imerge sua prétese em alguma solucao desinfetante? ( ) sim ()
ndo Qual?
OBS:
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