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Sousa, C.A. Efeito da vedação da interface pilar/implante na formação de biofilmes 

isolados e mistos de C. albicans e E. faecalis nas junções parafusadas [Dissertação]. 

Araçatuba: Faculdade de Odontologia da Universidade Estadual Paulista; 2018. 

Resumo 

O objetivo desta pesquisa foi avaliar a eficácia do material Loctite 2400® como de agente de 

vedação no selamento da interface pilar/implante contra a infiltração e formação de biofilmes 

isolados e mistos de C. albicans e E. faecalis no interior de conexões protéticas HE e CM. 

Foram formados 216 conjuntos de implantes com seus pilares protéticos e parafusos de 

retenção. Deste total, foram formados 6 grupos (n=36) de acordo com cada biofilme em função 

do período de incubação (7 e 14 dias) e conexão de implantes HE e CM (n=18) divididos em 

função do uso do material (n=9). Os biofilmes foram analisados por meio da contagem UFC/ml. 

Para análise qualitativa do biofilme misto formado aos 7 dias, foi realizada MEV. A análise do 

agente de vedação nas junções parafusadas foi realizada por meio de fotografias de conjuntos 

secionados. Para comparar as médias dos dados de contagem das UFC/mL para os ensaios de 

biofilme isolado de E. faecalis e C. albicans, os dados foram analisados pelo teste de ANOVA 

a dois critérios seguida pelo teste de Bonferroni considerando (α=5%). E para biofilme misto, 

foi utilizado o teste t Student. A contagem UFC/ml isolado de E. faecalis e C. albicans, 

apresentou diferença estatística significante de todos os grupos teste em relação ao controle, em 

todos os períodos de tempo. Para biofilme misto, não houve crescimento microbiano nos grupos 

HE, independente do microrganismos e período de tempo avaliado. Nos grupos CM, para E. 

faecalis, houve diferença estatística entre os grupos CM-C e CM-T somente no período de 14 

dias. Para C. albicans, observa-se diferença estatística significante entre os grupos CM-C e CM-

T independente do período avaliado. A análise de MEV, mostra a formação de biofilme espesso 

com grande quantidade de matriz extracelular para os grupos controle. E a análise visual do 

agente de vedação, mostra a presença do material na interface pilar/implante e nas roscas da 
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junção parafusada. Conclui-se que a presença do agente de vedação interferiu positivamente na 

infiltração de biofilmes isolados de E. faecalis e C. albicans para o interior dos implantes 

independente do período de tempo avaliado. Para biofilmes mistos, a conexão hexagonal 

externa foi mais eficaz contra a infiltração microbiana, independente do microrganismo, tempo 

e uso do agente de vedação. Para a conexão cone Morse, o agente de vedação foi eficaz apenas 

no período de 14 dias. 

Palavras-chave: Implante Dentário, Biofilmes Bacterianos, Prótese Dentária Fixada por 

Implante 
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Sousa, C.A. Effect of the interface of the abutment / implant interface on the formation of 

isolated and mixed biofilms of C. albicans and E. faecalis on screw joints. [Dissertation]. 

Araçatuba: UNESP - São Paulo State University; 2018. 

Abstract 

The aim of this research was to evaluate the efficacy of sealing agent in the interface 

abutment/implant against infiltration of isolated and mixed biofilms of C. albicans and E. 

faecalis inside EH and MT prosthetic connections. 216 sets of implants with their prosthetic 

abutments and retaining screws were formed. Of this total, were formed six groups (n = 36) in 

accordance with each biofilm as function of the incubation period (7 and 14 days) and implant 

connection EH and MT (n = 18) stratified by use of the material (n = 9). The biofilms were 

analyzed by counting UFC/mL. For qualitative analysis of the mixed biofilm the SEM analysis 

was performed at 7 days. The analysis of the sealing agent in the screw joints was performed 

by photographs of the sectioned sets. To compare the average UFC/mL count data of E. faecalis 

and C. albicans isolated biofilms, the data were analyzed by two-way ANOVA test followed 

by Bonferroni test (α = 5%). For mixed biofilms it was applied t Student test. The UFC/mL 

isolated count for E. faecalis and C. albicans presented statistically significant difference of all 

the test groups in relation to the control, in all time periods. For mixed biofilm, there was no 

microbial growth in EH groups, independent of microorganisms and time period evaluated. In 

MT groups, for E. faecalis, there was statistical difference between MT-C and MT-T groups 

only in the period of 14-days. For C. albicans, statistically significant difference was observed 

between the groups MT-C and MT-T independent of the period evaluated. The SEM analysis 

shows the formation of thick biofilm with a high amount of extracellular matrix for control 

groups. The visual analysis of the sealing agent shows the presence of the material at the 

abutment/implant interface and the threads of the screw joint. It was concluded that the presence 

of the sealing agent interfered positively in the infiltration of isolated biofilms of E. faecalis 

and C. albicans into the implants regardless of the time period evaluated. For mixed biofilms, 

the external hexagonal connection is more effective against microbial infiltration, regardless of 

the microorganism, time and use of the sealing agent. For Morse taper connection, the sealing 

agent was effective only over the 14 day period. 

Key-words: Dental implants, Biofilms, Dental prosthesis 
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Lista de abreviaturas 

HE = Hexágono Externo  

CM = Cone Morse  

FC= Pilar flexcone  

UCLA = Universal Cast To Long Abutment  

Candida albicans = C. albicans 

Enterococcus faecalis= E. faecalis 

Pseudomonas aeruginosa = P. aeruginosa 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans = A. actinomycetemcomitans 

HE-C = Hexágono externo controle 

CM-C = Cone Morse controle 

HE-T = Hexágono externo teste 

CM-T = Cone Morse teste 

μL= microlitro  

n= Número  

N = Newton  

N/cm = Newton por centímetro  

mL = Mililitro  

µl = Microlitros  

% = Símbolo matemático de porcentagem  

°C = grau Celsius  

g= unidade de medida de massa (grama)  

T= Teste  

C= Controle  

Min = Símbolo de minutos 

MEV = Microscópio eletrônico de varredura 
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Introdução 

Numerosos estudos têm relatado altas taxas de sucesso no tratamento com 

implantes dentários. Entretanto, diversas complicações podem ocorrer durante e após o período 

de osseointegração, podendo levar à perda do implante. (Berglundh, Persson et al. 2002, 

Pjetursson, Tan et al. 2004) Uma das causas de falha dos implantes é o aumento da prevalência 

de infecções peri-implantares, que se configura por uma doença multifatorial, imuno 

inflamatória que afeta os tecidos de sustentação do implante, levando à perda de tecido ósseo 

adjacente (Swierkot, Lottholz et al. 2012). 

Apesar das diferenças histológicas e estruturais existentes entre os dentes e os 

implantes, é possível observarmos similaridades clínicas no que diz respeito às doenças que 

acometem o tecido periodontal. O processo de inflamação nos tecidos de sustentação, a 

formação de bolsas profundas e reabsorção óssea exemplificam estas similaridades (Schou 

2008, Akcali, Trullenque-Eriksson et al. 2017). Além disso, os fatores de risco da doença 

também se assemelham, tais como idade, tabaco e o nível de higiene do portador (Akcali, 

Trullenque-Eriksson et al. 2017). Dessa forma, o histórico periodontal pode também ser 

considerado um fator de risco para a doença. Schou (2008) por meio de uma revisão sistemática, 

mostram um aumento na incidência de peri-implantite e aumento da perda óssea em pacientes 

que perderam elementos dentais em função da doença periodontal e foram reabilitados com 

implantes. Da mesma forma, Safii, Palmer (2010) e Akcali, Trullenque-Eriksson (2017) 

demonstraram por meio de uma meta-análise que pacientes com peri-implantite apresentam 

maior índice de falha nos implantes e maior perda óssea marginal do que indivíduos 

periodontalmente saudáveis. 

Estes fatos sugerem que os microrganismos causadores da doença periodontal 

poderiam migrar e colonizar sítios peri-implantares. Alguns autores, demonstram que os 

patógenos causadores da doença periodontal/peri-implantar são mais frequentemente 

encontrados em sítios de dentes adjacentes ou próximos ao implante (Quirynen, Vogels et al. 

2006, Cortelli, Cortelli et al. 2013). Isso mostra que o desenvolvimento da microbiota 

subgengival está diretamente relacionado com a influência da microbiota supragengival. Esta 

informação corrobora com outros estudos onde esta mesma correlação foi encontrada nos 

indivíduos totalmente desdentados, pois mesmo após a perda da estrutura dentária os autores 

mostraram que as espécies de microrganismos relacionados com a doença periodontal ainda 
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estavam presentes na cavidade bucal, tecido mole e até mesmo no osso alveolar (Cortelli, 

Aquino et al. 2008) (Fernandes, Aquino et al. 2010).  

Enterococcus faecalis (E. faecalis) é um dos microrganismos encontrados em 

tecido ósseo em casos de peri-implantite e periodontite. (Canullo, Rossetti et al. 2015, Flanagan 

2017) Classificada como bactéria gram-positiva, anaeróbia facultativa, comensal, esférica e que 

geralmente reside no trato gastrointestinal. Devido à sua capacidade de se transformar em uma 

forma vegetativa, E faecalis pode existir sem causar sinais ou sintomas de doença. Uma 

osteotomia em um sítio edêntulo desperta a forma vegetativa (Flanagan 2017). Quando um 

implante dentário é colocado na osteotomia, fornece superfície para a colonização bacteriana. 

Assim, o organismo vegetativo pode reativar, alterar seu metabolismo e formar um biofilme na 

superfície do implante. (Percival, McCarty et al. 2015)  

As leveduras de Candida spp também são frequentemente associadas à formação 

de biofilme em implantes dentários.(Calcaterra, Di Girolamo et al. 2016) É um fungo comensal, 

que pode ser encontrado em biofilmes de áreas peri-implantes, geralmente infectam em 

situações que a imunidade do hospedeiro diminui. Além disso, as células de Candida podem se 

ligar às bactérias que já se ligaram ao corpo estranho colonizado, se juntando ao biofilme 

bacteriano formado. (Calcaterra, Di Girolamo et al. 2016) 

Após o primeiro contato do implante estéril com a cavidade bucal, proteínas e 

glicoproteínas salivares se ligam no implante formando um filme fino, a chamada película 

adquirida. (Quirynen, Bollen et al. 1994, Busscher and van der Mei 1997, Quirynen, Alsaadi et 

al. 2005, do Nascimento, Barbosa et al. 2008, Dhir 2013). Proteínas e glicoproteínas salivares 

se ligam no implante formando um filme fino, a chamada película adquirida. Estas moléculas, 

atuam, principalmente, promovendo a adesão e agregação de microrganismos nesta estrutura. 

(Subramani, Jung et al. 2009, Dhir 2013, Yoda, Koseki et al. 2014) Inicia-se então a fase de 

acumulação, os microrganismos se multiplicam formando vários grupos de células em camadas 

na superfície do implante. Ocorre a liberação de substâncias poliméricas extracelulares, 

basicamente polissacarídeos, formando um conjunto de multicamadas de colônias microbianas 

que se mantém suspensas na matriz polimérica (Subramani, Jung et al. 2009). Este conjunto 

que se forma é o biofilme. (Gibbons and van Houte 1973, Dhir 2013) 

No caso dos implantes dentários, além de colonizar sua superfície externa, as 

bactérias podem também se estabelecer na interface entre o implante e a conexão da prótese 

(Koutouzis, Wallet et al. 2011), por meio do microgap formado entre as duas peças, implante e 

pilar protético. As bactérias que estão colonizando a superfície externa podem ser eliminadas 

pelo mecanismo de defesa do organismo, no entanto, a colonização interna dos implantes e das 
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interfaces estre as peças podem persistir por longos períodos,  gerando mau odor, gosto 

desagradável na cavidade bucal, infecções e danos teciduais ao periodonto (Listgarten 1999). 

Estudos in vivo e in vitro tem demonstrado a presença de bactérias viáveis na parte 

interna dos implantes, demonstrando infiltração de fluidos e bactérias em todo seu espaço 

interno, podendo ser uma fonte de contaminação para os tecidos próximos ao implante instalado 

(Koutouzis, Mesia et al. 2014, Koutouzis, Gadalla et al. 2016). Tripodi, Vantaggiato (2012) 

realizaram um estudo in vitro avaliando a infiltração de diferentes microrganismos na conexão 

entre o implante e o pilar protético de dois tipos diferentes de implantes: hexágono-interno (HI) 

e cone Morse (CM), durante 28 dias. Foram utilizadas duas bactérias, Pseudomonas aeruginosa 

(P. aeruginosa) e Aggregatibacter actinomycetemcomitans (A. actinomycetemcomitans) para a 

contaminação dos implantes. Os resultados mostraram que em todos os casos houve 

contaminação interna das amostras de HI pelos microrganismos durante todo o intervalo de 

tempo avaliado. Por outro lado, no implante do tipo CM não foi observada contaminação de A. 

actinomycetemcomitans em nenhuma das amostras em nenhum período de tempo avaliado, 

sendo apenas dois implantes contaminados por P. aeruginosa em um total de 10 amostras no 

22º dia (Tripodi, Vantaggiato et al. 2012). Assim, pôde-se concluir que a contaminação 

bacteriana ocorreu nas duas conexões pilar/implante avaliadas, entretanto, variou de acordo 

com a concentração microbiana. 

Acreditando que o desenho da interface que existente entre o abutment e o implante 

possa ter um impacto sobre a quantidade de microrganismos que penetram ao interior do 

implante, Koutouzis, Gadalla (2016), compararam implantes do tipo cone Morse de margem 

inclinada de diferentes marcas com o implante do tipo cone Morse convencional, ambos 

simulando carga. Foi observado que os implantes de margem inclinada apresentaram valores 

semelhantes de contaminação por Escherichia coli em seus microgaps, quando comparado com 

os grupos de implantes de margem convencional. Concluíram que a contaminação na interface 

entre o implante e o conector da prótese está sujeita a contaminação por bactérias independente 

de seu formato, sendo a completa vedação bacteriana difícil de ser alcançada. 

Alguns autores sugerem também que a remodelação da crista óssea que ocorre após 

a segunda fase cirúrgica da instalação dos implantes é resultado de um processo inflamatório 

do tecido peri-implantar e causada pela formação de biofilme bacteriano na região de conexão 

entre o implante e o abutment protético (Ericsson, Persson et al. 1995, Broggini, McManus et 

al. 2003, Broggini, McManus et al. 2006). A colonização interna no implante após a 

osseointegração tem sido demonstrada em vários sistemas de implantes (Aloise, Curcio et al. 

2010, Dias, Bisognin et al. 2012). O fato é que o biofilme instalado nesta interface prejudica o 
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espaço biológico, levando-o a uma posição mais apical e causando perda óssea marginal. (Small 

and Tarnow 2000, Dias, Bisognin et al. 2012). 

Segundo  De Mori, Ribeiro (2014), em implantes de conexão hexagonal externa a 

média do microgap é de 7.36µm, enquanto que para os de conexão cone Morse essa média cai 

para 3,34µm (Gehrke and Pereira Fde 2014). Levando em consideração a dimensão bacteriana 

presente na microbiota bucal, onde a média pode variar entre 0,2 a 5µm (Smith and Turkyilmaz 

2014), pode-se concluir que a microinfiltração nos sistemas implante/pilar é inevitável.  

Na tentativa de testar a eficácia de materiais que selariam esta interface, Duarte et 

al. (Duarte, Rossetti et al. 2006), sugeriram a aplicação de verniz de clorexidina e selante de 

silicone, os quais não mostraram um selamento eficaz por mais de 35 dias, demonstrando não 

terem capacidade de vedação da interface implante-intermediário. Outros materiais tem sido 

amplamente estudados tais como guta-percha (Cavalcanti, Fonseca et al. 2016), gel Gap-Seal 

(Nayak, Fernandes et al. 2014), materiais a base de politetrafluoretileno (fita veda-rosca) 

associados ao uso de resina composta (do Nascimento, Pita et al. 2016) porém, apesar destes 

materiais apresentarem resultados favoráveis, não apresentam durabilidade, funcionando contra 

a infiltração por curto período de tempo. 

Neste sentido, surgiu a intenção de se utilizar materiais de vedação na interface da 

junção pilar/implante a fim de minimizar ou mesmo impedir a penetração bacteriana nessa 

interface. Estes materiais, frequentemente utilizados na mecânica e chamados de “trava 

química”, são resinas com mono componentes, sem solventes, que se polimerizam em 

temperatura ambiente na ausência de oxigênio quando presa entre as peças. Esses materiais, de 

acordo com os fabricantes, impedem o afrouxamento de porcas e parafusos provocados pelas 

vibrações, pois preenchem os espaços vazios entre os filetes das roscas, moldando-se às 

rugosidades e formando assim um corpo único. Um desses materiais foi avaliado por Seloto, 

Strazzi Sahyon (2017) quanto ao seu desempenho para manutenção da pré-carga de junções 

parafusadas pilar/implante com resultados promissores. 

Fundamentado nas condições mencionadas anteriormente, nas constantes 

inovações do mercado odontológico associado à necessidade clínica de longevidade do 

tratamento com implantes dentários e próteses implantossuportadas e a manutenção da saúde 

dos tecidos bucais na presença dos implantes sem afetar negativamente sua osseointegração, é 

justificável a necessidade de pesquisas relacionadas a materiais e técnicas que proporcionem a 

vedação entre as partes constituintes das junções parafusadas pilar/implante, favorecendo tanto 

sua manutenção durante a função quanto prevenindo ou até mesmo eliminando a colonização 
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dessas estruturas por microrganismos, contribuindo para maior previsibilidade das reabilitações 

implantossuportadas. 
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Objetivo e Hipóteses de nulidade 

O objetivo desta pesquisa foi avaliar a eficácia de um agente de vedação no 

selamento da interface pilar/implante, infiltração e formação de biofilmes isolados e mistos de 

C. albicans e E. faecalis no interior de duas conexões protéticas de implantes dentários 

(hexagonal externa e interna do tipo cone Morse) em diferentes tempos (7 e 14 dias).  

Para tanto, foram estabelecidas as seguintes hipóteses de nulidade deste estudo: 

1- Não haveria diferença significante na infiltração de C. albicans e E. faecalis 

quando inoculados isoladamente ou em conjunto, independentemente da conexão e do período 

avaliado. 

2- Não haveria diferença estatística significante para infiltração microbiana e 

formação de biofilmes entre os grupos testes (com agente de vedação) e os controles (sem 

agente de vedação), independente da conexão e período avaliado. 
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Material e métodos 

1. Grupos de estudo 

Inicialmente, foram formados 216 conjuntos de implantes osseointegráveis de 4 

mm de diâmetro acoplados seus respectivos pilares protéticos tipo UCLA retidos pelos 

parafusos de retenção apropriados, ambos em liga de titânio (DSP Biomedical® , Campo Largo, 

Paraná, Brasil). Foram avaliados dois tipos de conexão de implante, hexágono externo (HE) 

(n=108) e cone Morse (CM) (n=108). Três tipos de biofilme foram analisados: biofilme 

isolados de C. albicans (n=36), biofilme isolado de E. faecalis (n=36) e biofilmes mistos de C. 

albicans com E. faecalis (n=36). Para cada tipo de biofilme, os conjuntos foram subdivididos 

em 2 grupos, teste e controle, em função uso ou não do agente de vedação (HE + agente de 

vedação (HE-T) (n=18); HE sem agente de vedação (HE-C) (n=18); CM + agente de vedação 

(CM-T) (n=18); CM sem agente de vedação (CM-C) (n=18)). Os biofilmes formados nestes 

conjuntos foram avaliados em dois períodos de tempo, 7 e 14 dias (n=9).  

Para análise dos biofilmes, foram realizados três experimentos em ocasiões 

independentes nos quais em cada um deles foram utilizadas 3 amostras de cada grupo 

configurando a triplicata do experimento. Esta estratégia auxilia a reduzir a variabilidade não 

relacionada com o tratamento e, assim, detectar variações “verdadeiras” com maior precisão, 

além de possibilitar que os dados sejam avaliados estatisticamente. A Figura 1 mostra a divisão 

dos grupos de estudo aqui descritas. 

Figura 1: Organograma ilustrativo da divisão dos grupos de estudo. 
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2. Especificações do agente de vedação analisado 

O material avaliado é o produto Loctite® 2400™ (Figura 2) fabricado pela 

empresa Henkel® Corporation (Henkel Ltda, Düsseldorf, Germany), um material 

monocomponente, anaeróbio, tixotrópico, de baixa resistência à desmontagem, sendo utilizado 

industrialmente para ajustar parafusos. Segundo a ficha de informações de segurança de 

produtos químicos e de acordo com o Regulamento (CE) nº 1907/2006 é um produto líder em 

saúde e segurança, sem símbolo de perigo, nem frases de risco ou segurança, possui Ficha de 

Dados de Segurança e Higiene “limpa” e, segundo o fabricante, é de uso adequado quando 

necessário a desmontagem habitual com ferramentas manuais. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Embalagem do material avaliado Loctite® 2400™.  

 

De acordo com a Data Safety Sheet (2014) do produto, o adesivo possui em sua 

composição os seguintes componentes: 

Figura 3:  Composição do agente de vedação Loctite® 2400™ 

 

Na Figura 4, observam-se suas características físicas e químicas: 
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Figura 4: Características do agente de vedação Loctite® 2400™ (Fonte: Catálogo Henkel®) 

 

Segundo o fabricante, este produto é indicado para travamento e vedação de 

superfícies roscadas, cuja desmontagem requeiram ferramentas manuais convencionais. O 

produto cura quando confinado entre superfícies metálicas e na ausência de ar, e evita o 

afrouxamento e vazamento originados por impacto e vibração. Especialmente indicado para 

aplicações em superfícies menos ativas, tais como: aço inoxidável e superfícies tratadas, onde 

ferramentas manuais são indicadas para desmontagem. A característica tixotrópica do Loctite® 

2400™ reduz o escorrimento do produto líquido após aplicação no substrato. 

Para verificar se o paciente estaria em segurança durante o uso do material, foi feita 

uma investigação detalhada de suas propriedades químicas e toxicológicas, a partir do MSDS 

(Material Safety Data Sheet) (MSDS, 2014), conhecido no Brasil como FIPSQ (Ficha de 

Informação de Segurando de Produto Químico), um formulário contendo dados relativos às 

propriedades de uma determinada substância. Este documento é um importante componente de 

segurança do trabalho, que fornece informações importantes como dados físicos, toxicidade, 

efeitos sobre a saúde, primeiros socorros, reatividade, armazenamento, eliminação, 

manipulação e descarte (Ficha de Informações de Segurança de Produto Químico/Material 

Safity Data Sheet Solutions Center, 2014). 

A Figura 5 mostra as implicações toxicológicas dos seus componentes, segundo a 

MSDS (2014): 
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Figura 5: Informações toxicológicas dos componentes do agente de vedação Loctite® 2400™  

 

É importante ressaltar que o produto foi aplicado na porção indexadora do 

componente protético, que se situa na porção mais apical e que se conecta no interior do 

implante, e não diretamente nos tecidos da cavidade oral.  

 

3. Cepas bacterianas e condições de crescimento 

 Para o presente estudo, foram utilizados dois microrganismos: a levedura saprófita 

C. albicans (ATCC 90028) e a espécie bacteriana gram-positiva E. faecalis (ATCC 29212) 

relacionados com casos de peri-implantites e periodontite (Smith and Turkyilmaz 2014). 

Inicialmente, as cepas microbianas que estavam congeladas a -70°C em solução contendo 25% 

de glicerol, foram reativadas em placas de Sabouraud Dextrose Ágar (Difco, Kansas City, MO, 

USA) para C. albicans e meio BHI ágar (Difco, Kansas City, MO, USA) para E. faecalis em 

meio BHI ágar (Difco, Kansas City, MO, USA) e encubadas em estufa a 5% de CO2 por 24 a 

72h. Uma alçada dos microrganismos cultivados foi coletada e transferida para um tubo 

contendo 5mL de meio BHI caldo (Difco, Kansas City, MO, USA) para realização das curva 

de crescimento dos microrganismos (Sanchez, Llama-Palacios et al. 2014), com a finalidade de 

identificar o número de horas necessárias para que cada um deles atingisse sua fase de maior 

multiplicação celular (fase log ou exponencial de crescimento), que foi determinado pelos 

valores de Densidade Óptica (DO).  Ao atingir metade da fase exponencial (0,3 para C. albicans 

e 0,5 para E. faecalis), as quantidades de microrganismos foram ajustadas para 1,5x108 

células/mL, sendo padronizada a diluição de 1000x para C. albicans e de 10000x para E. 

faecalis. 



P á g i n a  | 33 
 

 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO | Cecília Alves de Sousa 

 

4. Ensaio de biofilme e coleta para processamento microbiológico 

4.1 Controle da contaminação do experimento: 

Medidas foram tomadas para se evitar a contaminação externa durante as etapas 

laboratoriais. Todo o experimento foi realizado no interior de uma câmara de fluxo laminar 

(Veco – Campinas – SP, Brasil). Ao acionar a câmara, a fim de manter todo o seu ambiente 

estéril, foi ativada a luz ultravioleta por 15 minutos. A bancada da câmara de fluxo laminar foi 

previamente desinfetada com álcool 70% e forrada com campos cirúrgicos estéreis. O 

experimento foi realizado na zona reservada no interior da capela, na área asséptica e todos os 

instrumentos necessários foram previamente esterilizados. O agente de vedação foi esterilizado 

por meio da luz ultravioleta da câmara de fluxo laminar por 30 minutos antes do início do 

experimento. Dois operadores executaram o experimento. O primeiro operador fez uso de luva 

estéril, máscara e gorro cirúrgico durante todo o experimento tocando apenas nos materiais que 

estavam estéreis mantendo a cadeia asséptica. O segundo operador fez uso de luvas de 

procedimento, máscara e gorro cirúrgico podendo ter contato com o restante dos instrumentais 

que não estavam estéreis. 

 

4.2 Ensaio do grupo controle 

Na primeira fase do ensaio, no interior da câmara de fluxo laminar, os implantes 

pertencentes aos grupos controles (sem agente de vedação) previamente esterilizados (120ºC 

por 20min em embalagens lacradas individuais) foram removidos das embalagens por meio de 

pinça estéril e colocados na área asséptica. O primeiro operador foi responsável por manter o 

implante em posição vertical por meio de uma pinça hemostática travada, impossibilitando a 

movimentação do implante em qualquer direção (do Nascimento, Barbosa et al. 2008). Em 

seguida, o segundo operador inseriu 2µl de meio de cultura BHI caldo estéril no interior dos 

implantes por meio de uma micropipeta (Figura 6A). Os respectivos pilares foram 

posicionados nos implantes e seus parafusos rosqueados utilizado o torque preconizado pelo 

fabricante aplicado a cada um dos parafusos por meio de um torquímetro mecânico manual 

(DSP Biomedical, Campo Largo, PR, Brasil). O primeiro operador foi o responsável por manter 

as peças em posição e aplicar o torque necessário (20N/cm para os implantes do tipo cone Morse 

e 30N/cm para implantes do tipo hexágono externo) por meio da chave específica e do 
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torquímetro (Figura 6B). O segundo operador auxiliou estabilizando a pinça hemostática pela 

alça, mantendo assim o implante em posição adequada (do Nascimento, Barbosa et al. 2008).  

Figura 6: A-Inserção do meio de cultura no interior do implante. B-Posicionamento do pilar e 

aplicaçãodo torque no parafuso de retenção. 

 

Os espécimes foram colocados dentro de um tubo Falcon (15mL) contendo 5 mL 

da mistura de suspensões microbianas: 4,5 mL de meio de cultura BHI puro e 0,5 mL de 

suspensão bacteriana na concentração 1,5 x 108. Os tubos foram fechados com um quarto de 

volta e incubados em estufa de CO2 37°C, onde foram mantidos até a coleta do material que foi 

realizada nos períodos pós 7 e 14 dias de incubação, nos quais os implantes ficaram em contato 

com o meio contaminado, para análise de contaminação do meio externo para o meio interno. 

A cada dois dias o meio de cultura em contato com os espécimes foi renovado no mesmo 

volume para evitar sua saturação, mantendo assim, as bactérias em condições viáveis. 

Para evitar que a abertura da parte superior do pilar protético interferisse na 

infiltração para o interior do implante, esta porção superior foi fechada com a inserção de 

algodão estéril e material restaurador provisório (Obtur - Maquira e Produtos Odontológicos 

S.A – Maringá – PR, Brasil). 

 

 

4.3 Ensaio de contaminação bacteriana – grupo teste 

No interior da câmara de fluxo laminar, os implantes pertencentes aos grupos testes 

(com agente de vedação) previamente esterilizados (120ºC por 20min em embalagens lacradas 

individuais) foram removidos das embalagens por meio de pinça estéril e colocados na área 

asséptica. O primeiro operador foi responsável por manter o implante em posição vertical por 

meio de uma pinça hemostática travada, impossibilitando a movimentação do implante em 
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qualquer direção. Em seguida, o segundo operador inseriu 2µl de meio de cultura BHI caldo 

estéril no interior dos implantes por meio de uma micropipeta (Figura 6A).  

Na plataforma do implante (Figura 7A), do pilar protético (Figura 7B) e nas roscas 

do parafuso de retenção (Figura 7C) foi aplicada uma fina camada do agente de vedação 

(previamente esterilizado) com o auxílio de um micro pincel também estéril.  Em seguida, os 

respectivos pilares foram posicionados nos implantes e seus parafusos rosqueados utilizando o 

torque preconizado pelo fabricante aplicado a cada um dos parafusos por meio de uma chave 

específica e torquímetro, conforme já descrito para os grupos controle (Figura 5B). 

 

Figura 7: A: Aplicação do material na porção hexagonal do implante HE; B: Aplicação na porção 

indexadora do pilar protético CM; C: Aplicação do material nas roscas do parafuso de retenção.  

 

Os espécimes foram colocados dentro de um tubo de vidro contendo 5 mL da 

mistura de suspensões bacterianas: 4,5 ml de meio de cultura BHI puro e 0,5 ml de suspensão 

microbiana na concentração 1,5 x 108. Para o ensaio de biofilme misto, utilizou-se 0,25 mL de 

cada microrganismo. (Figura 8) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: A: Espécime no interior do tubo Falcon contendo a solução de meio de cultura 

com microrganismo. B: Vista aproximada. 

 

Os tubos foram fechados com um quarto de volta e incubados em estufa de 

anaerobiose a 37°C, onde foram mantidos até a coleta do material que foi realizada após 7 e 14 

A B 
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dias, nos quais os implantes ficaram em contato com o meio contaminado, para analisar a 

contaminação do meio externo para o meio interno. Como nos grupos testes, a cada dois dias o 

meio de cultura em contato com os espécimes foi renovado no mesmo volume para evitar sua 

saturação, mantendo assim, as bactérias em condições viáveis. 

 

4.4 Coleta do material e contagem microbiana 

Após 7 e 14 dias de incubação, foi realizada a coleta do meio de cultura no interior 

do implante que havia sido inserido no início do experimento. 

Dentro de uma câmara de fluxo laminar, os espécimes foram retirados dos tubos 

com o auxílio de uma pinça e friccionados em gaze embebida com álcool a 70% para 

descontaminação externa (Figura 9A). O conjunto foi estabilizado em posição vertical com o 

auxílio de uma pinça hemostática, e o parafuso do pilar protético foi desrosqueado com auxílio 

do torquímetro manual e removido, permitindo a separação pilar/implante. Em seguida, com o 

auxílio de uma micropipeta, foi dispensado no interior do implante 10 µL de solução salina 

ressuspendendo o líquido, a fim de diluir o meio de cultura que fora colocado anteriormente e 

fazer com que os microrganismos que por ventura estivessem apreendidos por entre as roscas 

se incorporassem ao líquido (Figura 9B) (Guiotti, Cunha et al. 2016). Tal método foi utilizado 

a fim de coletar os microrganismos que tenham ficado nas reentrâncias das paredes internas do 

implante. Foi coletado 5 µL desta solução contendo o meio de cultura e os microrganismos e 

essa foi diluída em 0,45 µl de solução salina para posterior plaqueamento (Figura 9C). 

A solução coletada foi analisada por meio da contagem das Unidades Formadoras 

de Colônia (UFC/ml) a fim de avaliar a quantidade de microrganismos que pudessem ter 

ultrapassado a barreira promovida pelo agente de vedação, colonizando o interior do implante 

e, por consequência, contaminando o meio de cultura que estava estéril em seu interior. Todo o 

processo foi realizado em câmara de fluxo laminar, a fim de manter o ambiente livre de 

contaminações externas.  

Foram realizadas 7 diluições seriadas da solução coletada, transferindo-se 5 µL 

dessa solução para 45 µL de solução salina em um microtubo. Foram plaqueadas duas gotas de 

10 µL em placas de Petri (Figura 9D) contendo meio de cultura BHI ágar.  Para os ensaios de 

biofilme misto, a fim de isolar os microrganismos para contagem, foi utilizado meio BHI 

contendo anfotericina (antifúngico)  para o isolamento de E. faecalis (Harriott and Noverr 2010) 

e BHI contendo cloranfenicol (antibiótico) para isolamento de C. albicans (Zago, Silva et al. 

2015). Em seguida todas as placas foram incubadas por 24 horas à 37°C em estufa de CO2. 
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Após o período de incubação, foi realizada a contagem das Unidades Formadoras de Colônias 

(UFC/mL).  

Figura 9: A: Limpeza externa do espécime com gaze embebida em álcool 70%; B: Inserção de solução 

salina no interior do implante; C: Material coletado do interior do implante sendo diluído em solução 

salina para plaqueamento; D: Plaqueamento em meio de cultura ágar do material diluído coletado do 

interior do implante. 

 

5. Análise de biofilme por microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

No período de 7 dias, a organização do biofilme misto foi avaliada por meio da 

MEV na região do espelho da plataforma do implante e na região de conexão do pilar do grupo 

misto (n=2). A análise foi realizada em pelo menos dois locais separados e representativos nas 

dimensões de 20, 100 e 1000X através de um microscópio eletrônico de varredura (Jeol JSM-

5600LV, Jeol Ltda, Akishima, Tóquio, Japão) à 15 kV. Para isso, os biofilmes nos implantes 

foram previamente fixados em solução de fixação de Karnovsky (2,5% de glutaraldeído, 5% de 

formoldeído, 0,1M de solução tampão de fosfato de sódio pH7,2), seguida por desidratação 

com banhos em série de diferentes concentrações de álcoois (5 minutos em 60%, 80%, e 90% 

e por 10 minutos em álcool 100%) e secos em condições assépticas no interior da câmara de 

fluxo laminar (Lucena-Ferreira, Ricomini-Filho et al. 2014). Após fixação, os espécimes foram 

posicionados em stubs, submetidos à metalização com jateamento de ouro e analisados. 

 

6. Análise visual das junções parafusadas e do agente de vedação em seu interior  

A fim de visualizar as junções parafusadas avaliadas e o comportamento do material 

de vedação nessas interfaces, os conjuntos montados referentes a cada grupo (CM + agente de 

vedação, HE + agente de vedação, CM sem agente de vedação e HE sem agente de vedação) 

foram embutidos em resina acrílica autopolimerizável incolor (VIPI Flash, VIPI Produtos 

Odontológicos, Pirassununga – SP - Brasil) por meio de uma embutidora elétrica (Arotec PRS-

30S – Arotec Indústria e Comércio – Cotia - SP, Brasil). Em seguida, foram posicionados e 

submetidos a um corte coronal com auxílio de uma cortadeira de precisão (Isomet 5000, 

Buehler – Illinois, EUA) a fim de seccionar o espécime em seu longo eixo e permitir a 
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visualização da conexão e da câmara do implante, bem como a presença do agente de vedação 

na interface pilar/implante e parafuso de retenção. As peças obtidas foram fotografadas por 

meio de uma câmera fotográfica digital com lente macro de 100mm (Canon® EOS 70D – Ota 

–Toquio, Japão). 

 

7. Análise estatística 

Os testes estatísticos foram realizados com o auxílio do software estatístico SPSS 

(Statistical Package for the Social Sciences, IBM Corporation, New York, EUA) versão 17.1. Os 

dados tabulados foram submetidos ao teste de homogeneidade de Kolmogorov-Smirnov e 

observada sua distribuição normal. Para comparar as médias dos dados de contagem das UFC/mL 

para os ensaios de biofilme isolado de E. faecalis e C. albicans, os dados foram analisados pelo 

teste de ANOVA a dois critérios seguida pelo teste de Bonferroni considerando o nível de 

significância de 5%. E para biofilme misto, foi utilizado o teste t Student. Foi analisada a influência 

da presença do agente de vedação e do período de avaliação (7 e 14 dias). Devido à amplitude dos 

dados de contagem microbiana, o número de UFC/mL foi transformado em log (UFC+1). O +1 

foi adicionado por conta dos valores 0 encontrados no estudo (log 1 = 0) 
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Resultados 

 

1. Resultados da contagem de UFC/ml dos grupos de biofilme isolado 

 

A Figura 10 indica os valores de crescimento microbiano em log (UFC/mL+1) para 

os grupos isolados de E. faecalis nos períodos de 7 e 14 dias.  

 

 

Figura 10: Média (desvio-padrão) da contagem de UFC/ml (em escala logarítmica) de E. faecalis para 

cada grupo. Letras minúsculas diferentes mostram diferença estatística entre cada grupo e tempo de 

avaliação, de acordo com os testes de ANOVA/Bonferroni, considerando p≤0,05. 

 

Analisando o fator “conexão”, para E. faecalis no período de 7 dias, é possível 

observar que houve diferença estatística significante entre os grupos teste e controle na análise 

intergrupos de conexão cônica (CM-C x CM-T) (p=0), com crescimento bacteriano apenas no 

grupo controle (sem agente de vedação). Nesse período a conexão hexagonal externa 

apresentou comportamento semelhante (HE-C x HE-T) (p=0), com crescimento bacteriano no 

grupo controle. Na análise intergrupos para as conexões nos diferentes períodos (fator 

“tempo”), identificamos diferença significante entre os grupos teste para conexão cone Morse 

(CM-T 7 dias x CM-T 14 dias) (p>0,05). 
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No período de 14 dias de incubação, na análise intergrupos, observa-se diferença 

estatística significante (p=0,04) entre os grupos de conexão cônica (CM-C x CM-T), com maior 

valor de crescimento bacteriano no grupo CM-C (5,22±0,71). Na análise da conexão hexagonal 

neste mesmo período (HE-C x HE-T), observa-se diferença estatística significante (p=0) entre 

os grupos com crescimento somente para o grupo HE-C (5,10±0,83). Para os grupos controle 

de diferentes conexões (CM-C x HE-C) não houve diferença estatística significante (p=1), 

enquanto que os grupos teste (CM-T e HE-T) diferiram entre si (p=0), sendo que o grupo HE-

T não apresentou crescimento bacteriano (0). 

A Figura 11, mostra os valores de crescimento microbiano (UFC/ml) para os 

grupos isolados de C. albicans nos períodos de 7 e 14 dias.  

 

Figura 11: Média (desvio-padrão) da contagem de UFC/ml (em escala logarítmica) de C. albicans para 

cada grupo. Letras minúsculas diferentes mostram diferença estatística entre cada grupo e tempo de 

avaliação, de acordo com os testes de ANOVA/Bonferroni, considerando p≤0,05. 

 

Analisando o fator “conexão”, para C. albicans no período de 7 dias, é possível 

observar que houve diferença estatística significante entre os grupos teste e controle na análise 

da conexão cônica (CM-C x CM-T) assim como da hexagonal externa (p=0), com crescimento 

microbiano apenas nos grupos controles (sem agente de vedação). Na análise ente as conexões 

não ocorreram diferenças significantes (p=1) entre os grupos controle e teste (CM-C x HE-C e 

CM-T x HE-T). 
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No período de 14 dias de incubação, na análise intergrupos, é possível observar 

diferença estatística significante (p=0) entre os grupos de conexão cônica (CM-C e CM-T). Na 

análise do grupo de conexão hexagonal (HE-C e HE-T), observa-se diferença estatística 

significante (p=0) entre os grupos com crescimento somente no grupo HE-C (4,93±0,09). Na 

análise intragrupos (CM-C x HE-C e CM-T x HE-T), os grupos controle e teste não 

apresentaram diferença estatística significante entre si (p=1). 

Analisando o fator “tempo”, não houve diferença estatística entre conexões 

semelhantes em função do tempo (p=1). 

 

2. Resultados da contagem de UFC/ml dos grupos de biofilmes mistos 

A Figura 12 ilustra os valores de crescimento microbiano em log (UFC/ml +1) para 

os grupos com biofilmes mistos de E. faecalis e C. albicans, após isolados durante o 

plaqueamento, nos períodos de 7 e 14 dias para a conexão do tipo cone Morse, uma vez que 

não foi observado crescimento microbiano na conexão hexagonal externa, independente do 

microrganismo e do período de tempo que foi avaliado. Sendo assim, houve diferença estatística 

significante entre as conexões em todos os períodos de tempo, independente do microrganismo. 

 

Figura 12: Média (desvio-padrão) da contagem de UFC/ml (em escala logarítmica) de E. faecalis e C. 

albicans após isolados durante o plaqueamento para cada grupo. Letras minúsculas diferentes mostram 

diferença estatística entre cada grupo, de acordo com os testes de Tukey, considerando p≤0,05. 

 

Na análise intergrupos da conexão cone Morse para E. faecalis no biofilme misto, 

no fator “tempo” aos 7 dias, observa-se que não houve diferença estatística significante do 
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grupo CM-T em relação ao controle, demostrando crescimento bacteriano no grupo teste (p=1). 

Já no período de 14 dias, houve diferença estatística significante do grupo CM-T em relação ao 

controle. Também houve diferença significante na comparação entre os períodos 7 e 14 dias 

dos grupos CM-C e CM-T. É possível identificar também que não houve crescimento 

bacteriano para o grupo CM-T no período de 14 dias. 

Na análise intergrupo para C. albicans no biofilme misto, é possível observar que 

no fator “tempo” aos 7 e 14 dias, houve diferença estatisticamente significante entre os grupos 

teste e controle (p=0). Podemos observar que não houve diferença significante entre os grupos 

controle (CM-C 7 dias x CM-C 14 dias) e nem entre os grupos teste (CM-T 7 dias e CM-T 14 

dias). Observa-se também que não houve crescimento para C. albicans nos grupos teste, 

independente do período avaliado. 

 

3. Análise de Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

A Figura 13 apresenta as micrografias obtidas por meio da MEV do pilar UCLA 

cônico para implante cone Morse na presença do biofilme misto aos 7 dias. Na magnitude 20x, 

temos imagens da região de sua conexão. Nas Figuras 13A e 13B, observa-se o espécime 

representativo do grupo CM-C e CM-T, respectivamente. É possível observar na Figura 13B a 

presença de material na porção ao redor da região cônica do pilar, indicando a presença do 

agente de vedação. Na magnitude de 100x, é possível observar na Figura 13C, que representa 

o grupo CM-C, e na Figura 13D, que representa o grupo CM-T, a presença de biofilme na 

região indexadora hexagonal do pilar. Nas Figuras 13E e 13F, que representam os grupos CM-

C e CM-T respectivamente, temos as imagens na magnitude de 1000x, nas quais é possível 

observar o biofilme com algumas células e muita matriz extracelular, na qual células esféricas 

maiores são características fenotípicas de C. albicans e células esféricas menores, de E. faecalis. 
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Figura 13: Imagens das micrografias obtidas através da MEV dos pilares UCLA para implante cone 

Morse na presença de biofilme misto aos 7 dias. A: Parte indexadora do pilar protético do grupo CM-

C. B: Parte indexadora do pilar protético do grupo CM-T. C: Magnificação de 100X da região 

demonstrando a presença de biofilme no pilar do grupo CM-C. D: Magnificação de 100X da região 

demonstrando a presença de biofilme no pilar do grupo CM-T. E: Magnificação 1000X do biofilme 

formado no pilar do grupo CM-C. F: Magnificação de 1000X da região demonstrando a presença de 

biofilme no pilar do grupo CM-T. Forma circular indica a presença do agente de vedação. Formas 

quadricular indica o local de aproximação da imagem. Seta indica a presença de biofilme 

 

A Figura 14 apresenta as micrografias obtidas por meio da MEV para os implantes 

do tipo cone Morse na presença de biofilme misto e no período de 7 dias. Na Figura 14A, é 

possível observar a plataforma e conexão do implante do espécime representativo do grupo 
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CM-C em aumento de 20X, no qual se observa a presença de biofilme na sua porção mais 

externa. Na Figura 14B, com a mesma magnificação anterior observa-se a imagem 

representativa da plataforma de implante do grupo CM-T, onde nota-se a presença de biofilme, 

porém em menor quantidade quando comparado ao controle. Na Figura 14C, temos imagem 

com maior magnitude (100X) para o grupo CM-C, em que se observa em maior escala e nitidez 

o biofilme formado na plataforma do implante. Na Figura 14D e 14F, também com 

magnificação de 100X, observa-se o biofilme formado com algumas células menores dispersas 

por toda a superfície e densa matriz extracelular. Já na Figura 14E (magnificação de 1000X), 

é possível observar em maior escala o biofilme formado na superfície do implante do grupo 

CM-C, na qual identifica-se biofilme pouco denso, disperso, com grande presença de matriz 

extracelular, presença de algumas células com características de C. albicans e presença de 

algumas células menores, características de E. faecalis.  
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Figura 14: Imagens das micrografias obtidas por meio da MEV dos implantes cone Morse na presença 

de biofilme misto aos 7 dias. A: Parte indexadora do pilar protético do grupo CM-C. B: Parte indexadora 

do pilar protético do grupo CM-T. C: Magnificação de 100X da região demonstrando a presença de 

biofilme no pilar do grupo CM-C. D: Magnificação de 100X da região demonstrando a presença de 

biofilme no pilar do grupo CM-T. E: Magnificação 1000X do biofilme formado no pilar do grupo CM-

C. F: Magnificação de 1000X da região demonstrando a presença de biofilme no pilar do grupo CM-T. 

Forma retangular indica o local de aproximação. Setas indicam alguns microrganismos dispersos. 
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Na Figura 15, temos a apresentação das micrografias obtidas por meio da MEV 

para os pilares protéticos dos implantes hexágono-externo na presença de biofilme misto no 

período de 7 dias. Na Figura 15A, podemos observar a região indexadora do pilar do grupo 

HE-C, onde se observa a presença de um biofilme espesso em sua porção mais externa, próxima 

à região de contato com o hexágono, mas não na sua porção mais interna. Já na Figura 15B, 

representativa do grupo HE-T, observamos este biofilme em menor proporção. Na Figura 15C, 

grupo HE-C, observamos em maior magnificação o biofilme, que neste grupo é mais espesso 

do que o biofilme observado na Figura 15D, representativa do grupo HE-T, o qual demonstra 

não ter formado biofilme. Em maior aumento a Figura 15E, mostra o biofilme espesso formado 

no grupo HE-C e células dispersas no grupo HE-T observado na Figura 15F. 
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Figura 15: Imagens das micrografias obtidas através da MEV dos pilares UCLA para implante 

hexágono externo na presença de biofilme misto aos 7 dias. A: Parte indexadora do pilar protético do 

grupo HE-C. B: Parte indexadora do pilar protético do grupo HE-T. C: Magnificação de 100X da região 

demonstrando a presença de biofilme no pilar do grupo HE-C. D: Magnificação de 100X da região 

demonstrando a presença de biofilme no pilar do grupo HE-T. E: Magnificação 1000X do biofilme 

formado no pilar do grupo HE-C. F: Magnificação de 1000X da região demonstrando a presença de 

biofilme no pilar do grupo HE-T. Forma retangular indica o local de aproximação. Setas indicam a 

presença de biofilme. 
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Na Figura 16, observamos a apresentação das micrografias obtidas através da MEV 

para os implantes hexágono-externo na presença de biofilme misto no período de 7 dias. Na 

Figura 16A, é possível observar a plataforma de conexão do implante do espécime 

representativo para o grupo HE-C em aumento de 20X. Na Figura 16B, observa-se a imagem 

representativa da plataforma do implante para o grupo HE-T. Na Figura 16C, temos imagem 

com magnificação de 100X para o grupo HE-C, na qual se observa com nitidez o biofilme 

formado no “espelho” do implante, demonstrando ser um biofilme espesso e extenso. Já na 

Figura 16D, obtida com a mesma magnificação (100X), observa-se que para o grupos HE-T 

não houve formação de biofilme. Na Figura 16E, é possível observar em maior magnificação 

(1000X), com detalhes, o biofilme formado. Podemos notar que para HE-C houve grande 

concentração de microrganismos demonstrando um biofilme bem consistente, enquanto na 

Figura 16F, representativa do grupo HE-T, não houve formação de biofilme. 
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Figura 16: Imagens das micrografias obtidas por meio da MEV dos implantes hexágono externo na 

presença de biofilme misto aos 7 dias. A: Parte indexadora do pilar protético do grupo HE--C. B: Parte 

indexadora do pilar protético do grupo HE-T. C: Magnificação de 100X da região demonstrando a 

presença de biofilme no pilar do grupo HE-C. D: Magnificação de 100X da região demonstrando a 

superfície do pilar do grupo HE-T. E: Magnificação 1000X do biofilme formado no pilar do grupo HE-

C. F: Magnificação de 1000X da região do pilar do grupo HE-T. Formas retangulares indicam o local 

de aproximação. Forma circular indica a presença de biofilme.  
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4. Análise visual das junções parafusadas com e sem o agente de vedação 

A Figura 17 e 18 mostram as imagens obtidas dos espécimes com conexão CM 

seccionados longitudinalmente. Isto possibilitou visualizar o interior dessas conexões, a relação 

entre as estruturas e a presença do agente de vedação no grupo CM-T, indicado pela seta 

vermelha que mostra a presença do agente de vedação na interface pilar/implante, enquanto a 

seta amarela aponta o agente de vedação por entre as roscas do parafuso de retenção e a rosca 

interna do implante, na porção mais superior da junção parafusada. Já no CM-C, é possível 

verificar a ausência de material nessas interfaces. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17: Imagens fotográficas dos cortes longitudinal do longo eixo dos espécimes CM-C e CM-T, 

no qual é possível observar a presença do agente de vedação na junção parafusada e interface 

pilar/implante. *Seta vermelha identifica a presença do material na interface pilar/implante e seta 

amarela na junção parafusada. 
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Figura 18: Imagens fotográficas dos cortes longitudinal do longo eixo dos espécimes CM-C e CM-T 

em maior aumento, no qual é possível observar a presença do agente de vedação na junção parafusada 

e interface pilar/implante. *Seta vermelha identifica a presença do material na interface pilar/implante 

e seta amarela na junção parafusada. 

 

A Figura 19 e 20, mostram as imagens obtidas dos implantes HE seccionados ao 

meio, o que foi possível visualizar que no grupo HE-T, a seta vermelha mostra a presença do 

agente de vedação no pilar protético na interface pilar/implante, enquanto a seta amarela aponta 

o local onde é possível visualizar o agente de vedação por entre as roscas na porção mais 

superior da junção parafusada. Já no HE-C, nestes espaços não é possível identificar a presença 

de nenhum material. 
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Figura 19: Imagens fotográficas dos cortes coronais do longo eixo dos implantes HE-C e HE-T onde é 

possível observar a presença do agente de vedação na junção parafusada e interface pilar/implante.  

*Seta vermelha identifica a presença do material na interface pilar/implante e seta amarela na junção 

parafusada 
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Figura 20: Imagens fotográficas em maior aumento dos cortes coronais do longo eixo dos implantes 

HE-C e HE-T onde é possível observar a presença do agente de vedação na junção parafusada e interface 

pilar/implante.  *Seta vermelha identifica a presença do material na interface pilar/implante e seta 

amarela na junção parafusada 
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Discussão 

 

A primeira hipótese deste estudo de que não haveria diferença estatisticamente 

significante na infiltração microbiana no interior de implantes osseointegráveis, 

independentemente do tipo de conexão avaliada foi negada 

Comparando os grupos controles das duas conexões avaliadas (cone Morse e 

hexágono externo) quando da inoculação na forma isolada dos dois biofilmes (E. faecalis e C. 

albicans), foi observado infiltração sem que houvesse diferença significante entre eles nos dois 

períodos avaliados (7 e 14 dias) (Figuras 10 e 11). Ou seja, nenhuma das conexões avaliadas 

foi capaz de impedir a infiltração dos biofilmes quando não foi usado o agente de vedação.  

Entretanto, quando os microrganismos foram inoculados em conjunto na forma 

mista, houve diferença significante (p<0,05) entre os grupos de conexão hexagonal externa em 

relação aos grupos de conexão do tipo cone Morse (Figura 12). Nessa análise, não houve 

crescimento microbiano e infiltração destes para o interior do implante, quer seja nos grupos 

controles ou testes, tanto aos 7 quanto aos 14 dias.  

É sabido que diferentes geometrias na interface pilar-implante podem interferir na 

penetração de microrganismos ao interior dos implantes (Koutouzis, Wallet et al. 2011). Neste 

sentido, o presente resultado, difere de relatos da literatura (Steinebrunner, Wolfart et al. 2005, 

Aloise, Curcio et al. 2010, do Nascimento, Miani et al. 2012, Canullo, Penarrocha-Oltra et al. 

2015) que afirmam que a conexão do tipo cone Morse é superior no que se diz respeito à 

infiltração microbiana.  

Entretanto, em um estudo que avalia a infiltração de água associada com corante a 

base de violeta genciana na interface pilar-implante com diferentes conexões (Gross, 

Abramovich et al. 1999), foi observado que o grupo de implantes com conexão interna cone 

Morse apresentou o maior valor referente à infiltração, enquanto a conexão externa, apresentou 
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valor significativamente inferior (0.071 ± 0.028). Ricomini Filho (2010), avaliaram a infiltração 

de Streptococcus sanguinis no interior de implantes de conexão hexagonal externa e cone 

Morse submetidos à ciclagem mecânica. Relataram que no grupo de conexões cone Morse, 

houve diferença significante mostrando infiltração bacteriana até 67% maior comparado aos 

grupos de conexões hexagonal externa, independentemente se foram submetidos à ciclagem 

mecânica ou não. Enquanto no grupo hexágono externo não foi observada a presença de 

bactérias em nenhuma parte do implante ou em seu componente protético, o que corrobora com 

os resultados encontrados no presente estudo. 

Podemos inferir que este resultado deve-se ao fato de que o hexágono externo 

presente na plataforma de conexão do implante possa ter agido como barreira física, o que 

possivelmente impediu que os microrganismos da interface penetrassem no implante (Ricomini 

Filho, Fernandes et al. 2010) e ainda, o fato do presente estudo in vitro ter sido conduzido de 

forma estática, pode ter dificultado a movimentação dos microrganismos em direção ao interior 

do implante. Essa pode ser considerada uma limitação do presente estudo, pois esta situação 

estática não mimetiza o que de fato ocorre na cavidade bucal com variações de temperatura e 

forças que incidem direta e indiretamente sobre o conjunto pilar/implante. 

Outro aspecto a considerar diz respeito ao torque aplicado no parafuso de retenção 

do pilar. Diversos estudos têm abordado esse tema e demonstrado a importância do valor de 

torque aplicado para a manutenção da integridade das junções parafusadas (McGlumphy, 

Mendel et al. 1998, Bulaqi, Mousavi Mashhadi et al. 2015). Isto porque, uma vez aplicado, este 

torque desenvolve uma força compressiva de aperto entre as partes que mantém os componentes 

unidos, chamada pré-carga (McGlumphy, Mendel et al. 1998, Byrne, Jacobs et al. 2006). 

Quando o valor de forças externas, como a força da mastigação, excede o valor da pré-carga, 

ocorre o afrouxamento do parafuso de retenção e, por conseguinte, à perda da justa adaptação 
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do pilar protético fazendo com que ocorra o aumento do gap na interface pilar/implante (Byrne, 

Jacobs et al. 2006), podendo ser determinante na infiltração de microrganismos nesta interface. 

Um fato observado e que pode ter influenciado os resultados é a diferença no valor 

de toque recomendado pelo fabricante e aplicado nos parafusos de retenção do pilar para 

conexão HE e para CM (30N.cm e 20N.cm, respectivamente). Estes valores são, de modo geral, 

utilizados por diversas marcas de implantes. Entretanto, o estudo de Silva-Neto (2012) avaliou 

a infiltração de quantidades variadas de Escherichia coli (0,5µl, 1,0µl e 1,5µl) em implantes de 

hexágono-externo associados a pilares parafusados com diferentes valores de torque (10N/cm, 

20N/cm e 32N/cm).  Observaram que nos implantes cujos pilares foram parafusados com torque 

de 32N/cm, nenhum dos espécimes apresentou infiltração microbiana. Este valor de torque é 

próximo do valor que foi utilizado no presente para os grupos de HE, podendo ter sido suficiente 

para manter o contato ideal e embricamento das peças.  

Ao contrário, a conexão cone Morse apresentou infiltração e formação de biofilme, 

indicando que mesmo tendo sido aplicado o torque indicado pelo fabricante este pode não ter 

sido suficiente para o selamento da interface. Esse resultado contraria parte importante da 

literatura científica que tem demostrado a eficácia dessa conexão na contenção da infiltração 

microbiana em sua interface (do Nascimento, Miani et al. 2012, Koutouzis, Mesia et al. 2014, 

Prado, Pereira et al. 2017) 

No caso de biofilmes mistos, os microrganismos estabelecem interações que podem 

favorecer ou não sua proliferação e atividade metabólica. Garsin e Lorenz (2013), avaliaram 

biofilmes mistos de C. albicans e E. faecalis e afirmaram  que ocorrem interações específicas 

entre estes dois patógenos que resultam em relação potencialmente sinérgica, ou seja, uma ação 

cooperativa entre os microrganismos o que faz com que, na presença de um o outro é mais 

favorecido do que quando isolado e vice-versa. 
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Neste estudo também foi possível avaliar períodos de tempo diferentes e sua 

influência na infiltração microbiana em implantes dentários. Quando isolados, os 

microrganismos avaliados apresentaram comportamento diferente em relação à sua capacidade 

de infiltrar na interface pilar/implante e no interior do implante em comparação aos ensaios com 

inoculação mista. No período de 7 dias (Figuras 10 e 11), houve crescimento de 

microrganismos apenas nos grupos controle (CMC e HEC para C. albicans e para E. faecalis) 

e os grupos testes (CMT e HET para C. albicans e CMT e HET para E. faecalis) se mantiveram 

livres da formação de biofilmes no interior dos implantes. Dessa forma, ficou evidente a eficácia 

do material de vedação no selamento da interface pilar/implante no período de 7 dias para 

biofilmes isolados de C. albicans e E. faecalis. O que nega a segunda hipótese deste estudo de 

que não haveria diferença estatística significante para infiltração microbiana e formação de 

biofilmes entre os grupos testes e os controles, independente da conexão e período avaliado. 

No período de 14 dias, o grupo CMT para E. faecalis apresentou diferença 

estatística significante em relação ao grupo CMC. O resultado indica que houve crescimento 

bacteriano para CM-T, ainda que em menor escala (Figura 10) (CM-T: 5,45±0,49 e CM-C: 

0,98±1,95). Isso mostra que houve efeito do material na contenção da infiltração de E. faecalis, 

porém em menor escala quando comparado ao grupo HE-T. O que é justificável pelo que já foi 

abordado anteriormente em relação às diferentes designs e propriedades de cada conexão. Dessa 

forma, fica evidente que houve eficácia do material na vedação da interface pilar-implante, 

independente do período de avaliação para E. faecalis. 

Entretanto, no que diz respeito ao grupo C. albicans aos 14 dias, não foi observado 

crescimento de colônias nos grupos teste, independente da conexão (Figura 11). Demonstrando 

que houve melhor eficácia do material de vedação para C. albicans comparado ao E. faecalis. 

Estes fatos negam a primeira hipótese de nulidade deste estudo de que não haveria diferença 
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significante na infiltração de C. albicans e E. faecalis quando inoculados isoladamente, 

independente da conexão e do período avaliado.  

Em 1997, Jansen e Conrads (1997) demonstraram que o tamanho do gap na 

interface pilar/implante varia de acordo com o tipo de conexão e as características estruturais 

do abutment protético. Além disso, verificaram que a média da distância vertical entre os 

componentes é de aproximadamente 0 a 10 µm (Jansen, Conrads et al. 1997, Bondan, Oshima 

et al. 2009) e que a distância horizontal é de 60 µm (Byrne, Houston et al. 1998, Kano, Binon 

et al. 2006). Apesar disso, a não formação de biofilme nos grupos teste para C. albicans não 

surpreende devido à morfologia do fungo, uma vez que C. albicans são fisicamente grandes (4 

a 6 µm) (Silva, Pires et al. 2013) e possuem altas quantidades de hifas e pseudo-hifas em sua 

forma, o que pode ter limitado sua mobilidade por entre as peças nos grupos teste, pois nestes 

havia, além do embricamento das peças da junção parafusada, a presença do agente de vedação 

que contribuiu evitando a entrada dos microrganismos no interior do implante. (Fidel, Vazquez 

et al. 1999, Silva, Pires et al. 2013)  

Este fato pode ser comprovado pelas fotografias (Figuras 17, 18, 19 e 20) que 

mostram que o agente de vedação ocupa um espaço importante na interface pilar/implante e na 

junção parafusada, o que funciona como barreira física, impedindo a entrada de microrganismos 

maiores como a C. albicans. As imagens fotográficas (Figura 17, 18, 19 e 20) corroboram com 

as análises de MEV (Figura 13, 14, 15, 16), as quais apresentam biofilmes na região mais 

externa do implante, ainda que não tenha sido observado o crescimento (UFC/mL) do que foi 

coletado do interior do implante, mesmo em biofilmes mais espessos. Assim, mesmo que a 

infiltração no gap formado entre o implante e o pilar seja inevitável (Smith and Turkyilmaz 

2014), é possível impedir que microganismos adentrem à câmara do implante, auxiliando na 

prevenção da doença peri-implantar. 
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Biofilmes multiespécies são caracterizados pelo alto nível de organização 

microbiana, incluindo sinalização em resposta ao número e identidade das células presentes e 

dos arredores, além de grande deposição de matriz extracelular (Subramani, Jung et al. 2009, 

Dhir 2013).  A formação do biofilme trata-se de um processo complexo e pode alojar diversos 

tipos de relações de cooperação entre os microrganismos que o compõem (Garsin and Lorenz 

2013). Sendo assim, é natural que este biofilme se torne cada vez mais espesso, como ocorreu 

com os biofilmes mistos de C. albicans e E. faecalis, que se acentuou pela relação sinérgica 

existente entre eles(Garsin and Lorenz 2013). 

Na análise com biofilmes isolados, houve diferença significante entre os grupos 

CMT-7 dias e CMT-14 dias para E. faecalis, com crescimento microbiano apenas aos 14 dias 

(Figura 10). Na análise com biofilme misto para este microrganismo, também houve diferença 

estatística significante entre estes grupos, com crescimento microbiano apenas aos 7 dias. 

Acredita-se que devido à espessura do biofilme misto aos 14 dias, os microrganismos não 

conseguiram atravessar a interface pilar/implante e penetrar no implante na presença do agente 

de vedação, ao contrário do que aconteceu aos 14 dias no biofilme isolado de E. faecalis.  

É importante ressaltar ainda, que o agente de vedação utilizado mantém uma das 

principais características e vantagens das próteses parafusadas, a reversibilidade, o que torna 

possível realizar o afrouxamento da peça protética com o auxílio de um torquímetro manual, o que 

permite modificações, reparos, ajustes e manutenções das próteses parafusadas (Crespi, Cappare et 

al. 2014, Seloto CB*, Silva EA et al. 2015, Seloto, Strazzi Sahyon et al. 2017) 

Considerando os resultados e sua variabilidade para biofilme isolado ou misto, fica 

evidente que o uso do agente de vedação foi eficaz para conter a infiltração dos microrganismos 

testados. No entanto, são necessárias outras pesquisas testando outros microorganismos e 

combinações, análises mecânicas, assim como avaliação das propriedades desse material em 

relação à sua biocompatibilidade celular e resposta tecidual a fim de verificar as reações do 

organismo quando em contato com este produto. Uma vez que apresente adequados resultados 
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biológicos seu uso e acompanhamento odontológico do paciente é de fundamental importância 

para o bom funcionamento biomecânico e avaliação tecidual peri-implantar a fim de aumentar 

a previsibilidade dos tratamentos com implantes osseointegrados reabilitados com próteses que 

usam junções parafusadas. 
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Conclusão 

Com base nos resultados obtidos e respeitando as limitações do estudo foi possível 

concluir que a presença do agente de vedação interferiu positivamente na infiltração de 

biofilmes isolados de E. faecalis e C. albicans para o interior dos implantes independente do 

período avaliado, uma vez que as conexões por si só não foram capazes de impedir essa 

infiltração. 

Para biofilmes mistos, a conexão hexagonal externa foi mais eficaz contra a 

infiltração microbiana, independente do microrganismo, tempo e uso do agente de vedação. 

Para a conexão cone Morse, o agente de vedação foi eficaz apenas no período de 14 dias. 
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ANEXO A - Normas para publicação no periódico pretendido 

 

 

“Clinical Oral Implants Research” 
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Clinical Oral Implants Research conveys scientific 

progress in the field of implant dentistry and its related 
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patients in need of oral implants. The journal addresses 

itself to clinicians, general practitioners, periodontists, 

oral and maxillofacial surgeons and prosthodontists, as 

well as to teachers, academicians and scholars involved 

in the education of professionals and in the scientific 

promotion of the field of implant dentistry. 
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ANEXO B - Análise estatística de biofilmes isolados 

 

Multiple Comparisons 

Dependent Variable (I) Grupos 
(J) 
Grupos 

Mean 
Difference 

(I-J) Std. Error Sig. 

95% Confidence 
Interval 

Lower 
Bound 

Upper 
Bound 

Ef7d Tukey 
HSD 

CM 
controle 

CM teste 4,94352* ,30291 ,000 4,1228 5,7642 

HE 
controle 

-,26498 ,30291 ,818 -1,0857 ,5557 

HE teste 4,94352* ,30291 ,000 4,1228 5,7642 

CM teste CM 
controle 

-4,94352* ,30291 ,000 -5,7642 -4,1228 

HE 
controle 

-5,20849* ,30291 ,000 -6,0292 -4,3878 

HE teste ,00000 ,30291 1,000 -,8207 ,8207 

HE 
controle 

CM 
controle 

,26498 ,30291 ,818 -,5557 1,0857 

CM teste 5,20849* ,30291 ,000 4,3878 6,0292 

HE teste 5,20849* ,30291 ,000 4,3878 6,0292 

HE teste CM 
controle 

-4,94352* ,30291 ,000 -5,7642 -4,1228 

CM teste ,00000 ,30291 1,000 -,8207 ,8207 

HE 
controle 

-5,20849* ,30291 ,000 -6,0292 -4,3878 

Bonferroni CM 
controle 

CM teste 4,94352* ,30291 ,000 4,0916 5,7954 

HE 
controle 

-,26498 ,30291 1,000 -1,1169 ,5869 

HE teste 4,94352* ,30291 ,000 4,0916 5,7954 

CM teste CM 
controle 

  ,30291 ,000 -5,7954 -4,0916 

HE 
controle 

-5,20849* ,30291 ,000 -6,0604 -4,3566 

HE teste ,00000 ,30291 1,000 -,8519 ,8519 

HE 
controle 

CM 
controle 

,26498 ,30291 1,000 -,5869 1,1169 

CM teste 5,20849* ,30291 ,000 4,3566 6,0604 

HE teste 5,20849* ,30291 ,000 4,3566 6,0604 

HE teste CM 
controle 

-4,94352* ,30291 ,000 -5,7954 -4,0916 

CM teste ,00000 ,30291 1,000 -,8519 ,8519 

HE 
controle 

-5,20849* ,30291 ,000 -6,0604 -4,3566 

Ca7d Tukey 
HSD 

CM 
controle 

CM teste 4,85456* ,35577 ,000 3,8700 5,8391 

HE 
controle 

,26851 ,39716 ,905 -,8305 1,3676 

HE teste 4,85456* ,35577 ,000 3,8700 5,8391 

CM teste CM 
controle 

-4,85456* ,35577 ,000 -5,8391 -3,8700 

HE 
controle 

-4,58605* ,33023 ,000 -5,4999 -3,6722 
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HE teste ,00000 ,27909 1,000 -,7723 ,7723 

HE 
controle 

CM 
controle 

-,26851 ,39716 ,905 -1,3676 ,8305 

CM teste 4,58605* ,33023 ,000 3,6722 5,4999 

HE teste 4,58605* ,33023 ,000 3,6722 5,4999 

HE teste CM 
controle 

-4,85456* ,35577 ,000 -5,8391 -3,8700 

CM teste ,00000 ,27909 1,000 -,7723 ,7723 

HE 
controle 

-4,58605* ,33023 ,000 -5,4999 -3,6722 

Bonferroni CM 
controle 

CM teste 4,85456* ,35577 ,000 3,8277 5,8814 

HE 
controle 

,26851 ,39716 1,000 -,8778 1,4148 

HE teste 4,85456* ,35577 ,000 3,8277 5,8814 

CM teste CM 
controle 

-4,85456* ,35577 ,000 -5,8814 -3,8277 

HE 
controle 

-4,58605* ,33023 ,000 -5,5392 -3,6329 

HE teste ,00000 ,27909 1,000 -,8055 ,8055 

HE 
controle 

CM 
controle 

-,26851 ,39716 1,000 -1,4148 ,8778 

CM teste 4,58605* ,33023 ,000 3,6329 5,5392 

HE teste 4,58605* ,33023 ,000 3,6329 5,5392 

HE teste CM 
controle 

-4,85456* ,35577 ,000 -5,8814 -3,8277 

CM teste ,00000 ,27909 1,000 -,8055 ,8055 

HE 
controle 

-4,58605* ,33023 ,000 -5,5392 -3,6329 

Ef14d Tukey 
HSD 

CM 
controle 

CM teste ,85401* ,30162 ,039 ,0339 1,6742 

HE 
controle 

,11975 ,30162 ,978 -,7004 ,9399 

HE teste 5,22930* ,29262 ,000 4,4336 6,0250 

CM teste CM 
controle 

-,85401* ,30162 ,039 -1,6742 -,0339 

HE 
controle 

-,73426 ,31037 ,106 -1,5782 ,1097 

HE teste 4,37530* ,30162 ,000 3,5551 5,1954 

HE 
controle 

CM 
controle 

-,11975 ,30162 ,978 -,9399 ,7004 

CM teste ,73426 ,31037 ,106 -,1097 1,5782 

HE teste 5,10956* ,30162 ,000 4,2894 5,9297 

HE teste CM 
controle 

-5,22930* ,29262 ,000 -6,0250 -4,4336 

CM teste -4,37530* ,30162 ,000 -5,1954 -3,5551 

HE 
controle 

-5,10956* ,30162 ,000 -5,9297 -4,2894 

Bonferroni CM 
controle 

CM teste ,85401* ,30162 ,049 ,0020 1,7060 

HE 
controle 

,11975 ,30162 1,000 -,7322 ,9717 

HE teste 5,22930* ,29262 ,000 4,4027 6,0559 

CM teste CM 
controle 

-,85401* ,30162 ,049 -1,7060 -,0020 
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HE 
controle 

-,73426 ,31037 ,148 -1,6110 ,1424 

HE teste 4,37530* ,30162 ,000 3,5233 5,2273 

HE 
controle 

CM 
controle 

-,11975 ,30162 1,000 -,9717 ,7322 

CM teste ,73426 ,31037 ,148 -,1424 1,6110 

HE teste 5,10956* ,30162 ,000 4,2576 5,9615 

HE teste CM 
controle 

-5,22930* ,29262 ,000 -6,0559 -4,4027 

CM teste -4,37530* ,30162 ,000 -5,2273 -3,5233 

HE 
controle 

-5,10956* ,30162 ,000 -5,9615 -4,2576 

Ca14d Tukey 
HSD 

CM 
controle 

CM teste 3,97461* ,80903 ,000 1,7788 6,1704 

HE 
controle 

,76296 ,83393 ,797 -1,5004 3,0263 

HE teste 4,70505* ,80903 ,000 2,5093 6,9008 

CM teste CM 
controle 

-3,97461* ,80903 ,000 -6,1704 -1,7788 

HE 
controle 

-3,21165* ,83393 ,003 -5,4750 -,9483 

HE teste ,73045 ,80903 ,803 -1,4653 2,9262 

HE 
controle 

CM 
controle 

-,76296 ,83393 ,797 -3,0263 1,5004 

CM teste 3,21165* ,83393 ,003 ,9483 5,4750 

HE teste 3,94209* ,83393 ,000 1,6788 6,2054 

HE teste CM 
controle 

-4,70505* ,80903 ,000 -6,9008 -2,5093 

CM teste -,73045 ,80903 ,803 -2,9262 1,4653 

HE 
controle 

-3,94209* ,83393 ,000 -6,2054 -1,6788 

Bonferroni CM 
controle 

CM teste 3,97461* ,80903 ,000 1,6945 6,2547 

HE 
controle 

,76296 ,83393 1,000 -1,5873 3,1132 

HE teste 4,70505* ,80903 ,000 2,4250 6,9851 

CM teste CM 
controle 

-3,97461* ,80903 ,000 -6,2547 -1,6945 

HE 
controle 

-3,21165* ,83393 ,003 -5,5619 -,8614 

HE teste ,73045 ,80903 1,000 -1,5496 3,0105 

HE 
controle 

CM 
controle 

-,76296 ,83393 1,000 -3,1132 1,5873 

CM teste 3,21165* ,83393 ,003 ,8614 5,5619 

HE teste 3,94209* ,83393 ,000 1,5918 6,2924 

HE teste CM 
controle 

-4,70505* ,80903 ,000 -6,9851 -2,4250 

CM teste -,73045 ,80903 1,000 -3,0105 1,5496 

HE 
controle 

-3,94209* ,83393 ,000 -6,2924 -1,5918 
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ANEXO C - Análise estatística de biofilms mistos 

T student test 

    
Levene's Test for 

Equality of Variances t-test for Equality of Means 

    

    

95% Confidence 
Interval of the 

Difference 

    
F Sig. t df 

Sig. (2-
tailed) 

Mean 
Difference 

Std. Error 
Difference Lower Upper 

Efm7d Equal 
variances 
assumed 

,307 ,590 1,514 12 ,156 ,55772 ,36848 -,24512 1,36056 

Equal 
variances 
not 
assumed 

    

1,511 10,855 ,159 ,55772 ,36910 -,25598 1,37142 

Cam7d Equal 
variances 
assumed 

31,646 ,000 23,593 9 ,000 5,20885 ,22078 4,70941 5,70829 

Equal 
variances 
not 
assumed 

    

21,297 4,000 ,000 5,20885 ,24459 4,52977 5,88793 

Efm14d Equal 
variances 
assumed 

22,994 ,000 26,656 13 ,000 5,45839 ,20477 5,01601 5,90076 

Equal 
variances 
not 
assumed 

    

33,063 8,000 ,000 5,45839 ,16509 5,07769 5,83908 

Cam14d Equal 
variances 
assumed 

90,091 ,000 26,029 12 ,000 5,24246 ,20141 4,80363 5,68129 

Equal 
variances 
not assum     

30,367 7,000 ,000 5,24246 ,17264 4,83424 5,65068 

 

 Student test 

    Paired Differences 

t df 
Sig. (2-
tailed) 

    

  

95% Confidence 
Interval of the 

Difference 

    
Mean 

Std. 
Deviation 

Std. Error 
Mean Lower Upper 

Pair 1 Efm7d - 
Efm14d 

-,99728 1,02786 ,36340 -1,85659 -,13797 -2,744 7 ,029 

Pair 2 Cam7d - 
Cam14d 

-,15894 ,76314 ,34128 -1,10649 ,78862 -,466 4 ,666 

Pair 3 Efm7d - 
Cam7d 

-,63868 1,00326 ,44867 -1,88439 ,60702 -1,424 4 ,228 

Pair 4 Efm14d - 
Cam14d 

,28367 ,72764 ,25726 -,32466 ,89199 1,103 7 ,307 


